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Abstrakt

Bakaldrska préca sa zaoberd sledovanim dynamiky bunecng linie v multimoddnom
hol ografickom mikroskope v transmisnom méde. Ciel'om experimentu je kvantitativny popis
epitelid no-mezenchymdneho prechodu nédorovych buniek NMuMG.

V Uvode préce je strucne popisand histéria interferenéng mikroskopie a jg aplikacie,
konstruk¢né riesenie multimodaneho holografického mikroskopu Q-Phase a préca
S programom pouzitym na spracovanie dét. Dalgj nasleduje struény popis parametrov, ktoré
boli vybrané pre kvantitativny popis epitelidlno-mezenchymalneho prechodu.

V zavere prace boli zhrnuté vsetky ziskané poznatky z pozorovania epiteliano-
mezenchymalneho prechodu.

Abstract

This thesis is focused on the monitoring of cell dynamics in multimodal holographic
microscope using transmission mode. The goal of this experiment is a quantitative description
of the epithelial-mesenchymal transition of cancer cells NMuMG.

The introduction briefly describes a history of interference microscopy and its applications,
design of multimodal holographic microscope Q-Phase and work with the program used for
data processing. Next follows a brief description of parameters that were selected to quantify
the epithelial-mesenchymal transition.

In conclusion, all results from the observation of epithelial-mesenchymal transition were
summarized.

Kli¢ova dova

Multimoddlni  holograficky  mikroskop, kvantitativny fézovy obraz, epitelidno-
mezenchymalny prechod
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Multimodal holographic microscope, quantitative phase image, epithelial-mesenchymal
transition
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1 Uvod do interferenénegj mikroskopie

I nterferenénd mikroskopia umoziuje zaznamenavat’ arekonstruovat’ predmetové svetelné viny
nestice informécie o skimanych objektoch. Jedna sa o dvojfézovy postup. V prvom rade je
vytvoreny hologram, tj. zaznam o intenzite interferencie dvoch dopadajlcich svetelnych vin,
ktory nesnie informacie nielen o amplitude ale g faze. Zadznam sa zachytédva na CCD kameru
a nasledne prebieha numericka rekonstrukcia predmetovej viny. Takéto zobrazenie sa nazyva
zobrazeniev kvantitativhom fdzovom kontraste. Ziskana faza poskytujeinformécie o topogréfii
alebo morfolégii prepardtu s vysokou presnostou (desatiny nanometra). Zobrazovanie
v kvantitativnom fdzovom kontraste je neinvazivne a nevyzaduje pritomnost’ fluorescen¢nych
farbiv. Z tohto dévodu sainterferencné mikroskopy vyuzivaju pre pozorovanie biologickych,
ale g technickych preparatov. V bioldgii sajedndhlavne o pozorovanie dynamiky amorfol égie
buniek [1,2,18].

1.1 Historiainterferenénegl mikroskopie

Robert Hook (1635-1703) vlastnoru¢ne zostrojenym mikroskopom pozoroval fantastické farby
interferenénych prazkov na vzorku sfudy. Pojem interferencia, tj. skladanie koherentnych
vIneni rovnakého druhu do jedng) vysledngj viny, viak zaviedol anasledne tento jav popisa az
jeho sticasnik Isaac Newton (1643-1727). Znacny podiel na objasneni javu interferencie mal
Thomas Young (1773-1829), ktory v roku 1801 svojim pokusom na dvojstrbine zistil, ze
zlozenim dvoch svetelnych vin vznikaj( tmavé a svetlé prizky [2]. Takmer dvesto rokov od
Hookovho pozorovania vzorku zivice JL.Sirks v roku 1893 popisal prvy interferencny
mikroskop s oddelenym predmetovym a referencnym zvézkom, ktory oznacil nazvom
»interferentiemicroscoop” [4].

Za zakladatel'a holografie je povazovany Dennis Gabor (1900-1979), ktory v roku 1948
pri pokusoch zvysit’ rozlisovaciu schopnost” elektrénového mikroskopu navrhol dvojstupiovy
proces nazyvany rekonstrukcia vinoplochy, neskor tiez holografia. Prisiel s myslienkou
zaznamenat’ cell informéciu o vine - nielen intenzitu ale g fazu - ¢o dalg viedlo k pouzitiu
tzv. referencngl viny [5]. V podstate ide o zaznam Fresnelovho difrakéného obrazca objektu
anéasledné pouzitie tohto obrazca pre rekonstrukciu objektu [8]. Schéma pre zaznam hologramu
je na obr. 1.1. Svetlo z bodového zdroja bolo usmeriiované sosovkami na polopriepustny
objektiv. Cast’ svetla sa na vzorku rozptylila a dast’ presla nerozptylend. Na fotograficky film
bolazaznamenanaintenzitainterferencie tychto ¢asti zvézku. Osvietenim hologramu rovnakym
spdsobom ako by sajednalo o novy objekt, dojde k jeho rekonstrukcii [8].

Bodovy zdroj
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Obr.1.1 Gaborovo optické usporiadanie pre zaznam hologramu vo Fresnelove rovine.
Prevzaté a upravené z[18].
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Obr. 1.2 Oper provizorny treba doplni# info. Gaborovo optické usporiadanie pre citanie
hologramu zaznamenaného vo Fresnelovej rovine. Prevzaté a upravené z [ 18].

Pri pozorovani v smere chodu lU¢ov je vidiet’ za hologramom realny obraz (obr. 1.2).
Druhy virtualny obraz vznikne pred hologramom, ¢o vedie k prekrytiu a znatnému zhorseniu
kvality zobrazenia. Nobelovu cenu zatento objav dostava Dennis Gabor az v roku 1971, pretoze
vd'aka vyndlezu laseru, ako koherentného zdroja monochromatického Ziarenia dochédza
k vel’kému rozvoju holografie az v 60. rokoch 20. storocia [8,18].

W.Horn v 50. rokoch skonstruoval transmisny interferencny mikroskop (jednalo sa o

dva mikroskopy v dvoch vetvach Machovho-Zehnderovho interferometru). Pomocou systému
hranolov a delicov zvazkov rozdelil osvetlovaci zvazok svetla do dvoch vetvi mikroskopu a
nasledne zvéazky prejdené identickym systémom spojil [3]. O niekolko rokov neskér bola
navrhnutd Jamin-Lebedeffova konstrukcia, v ktorg bolo pouzivané polarizované svetlo a
umoziovala meranie rozdielu optickych dréh zvéazkov referencnej a predmetovej vetvy [3].
I nterferenénd mikroskopia bola nedocenena z dévodu vysokej ceny a nedostatocnej vypoctovey
techniky, ktora by umoznila rychly a jednoduchy zéznam obrazu a jeho nésledné spracovanie
[3,5]. Velkym posunom bol priamy zdznam interferencného obrazca na CCD ¢ip, ¢o umoziiuje
digiténe spracovanie hologramu (obr. 1.3) [9].

R efaranini vina Digitalni referencni vina
- cco - | ccp
g s = S B A
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Obr.1.3 Princip zaznamu a citania digitalneho hologramu. Prevzaté a upravené [16].

Az v podednych 20 rokoch dochédza k obnoveniu zaujmu o interferencnu
mikroskopiu, a to hlavne v biomedicinskych aplikéciach. Aj ked’ nie je tak rozsirend ako
florescencné a konfokd na mikroskopia, stala sa komer¢ne dostupnou.

1.2 Rozdelenie interferenénych mikroskopov

Rozlisujeme dve z&kladné skupiny interferencnych mikroskopov, podlra uhla, ktory zviera
referencny a predmetovy zvéazok vo vystupne rovine interferometra.  Ako interferometrické
(Furierovské) si oznacovanétie mikroskopy, kde sa predmetovy areferencény zvazok schadzaju
v oS (,in-line") (obr. 1.4), mikroskopy s nulovym alebo takmer nulovym uhlom. Zariadenia



S tymto usporiadanim umoznuju pouzitie nekoherentnych zdrojov svetla, ktoré vedu
k potlaceniu koherenc¢ného sSumu amoznosti tvorby optickych rezov. Ich nevyhodou je nutnost’
minimalne troch hologramov na vytvorenie jedného amplitidového a jedného fézového
snimku. SU nachylné na vibrécie, ktoré mézu spbsobovat’ nepresnosti v merani  a nedokazu
presne zaznamenat’ rychlo sa meniace dgje [15, 21, 30,].
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Obr. 1.4 Usporiadanie holografického

mikroskopu vyuzivajlceho posiivanie faze. Prevzaté a upravené z[18].

Ako digitalne holografické mikroskopy (DHM), tiez niekedy Hilbertovské, sa oznatuju tie, v
ktorych nastdva mimoosova interferencia (,off-axiss*) (obr. 1.5), mikroskopy s nenulovym
uhlom. Vyzaduju pouzitie koherentnych svetelnych zdrojov, ¢o spdsobuje znizenie kvality
zobrazenia vplyvom koherenéného sumu, parazitnych interferencii a znemoziuje pozorovanie
prepardtov v rozptylujucom prostredi. Zaroven vsak umoziuju rekonstrukciu objektove viny
z jediného snimku (hologramu), ¢o prinasa moznost zobrazovania rychlych deov
[14,15,18,30].
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Obr. 1.5 Usporiadanie mimoosového holografického mi k_roskopu. R, referencna vetva. O,
predmetova vetva. Prevzaté a upravené z [ 31].

1.3 Holograficka mikroskopiana FSI VUT v Brne

Unikatne usporiadanie mimoosovych koherenciou riadenych holografickych mikroskopov
vyvijanych na VUT umoznuje vyuzitie priestorovo a ¢asovo nekoherentnych zdrojov



osvetlenia. To vedie k spojeniu vyhod obidvoch skupin interferencnych mikroskopov astcasne
k eliminacii ich nevyhod. Takto usporiadany mikroskop umoziuje zobrazovanie dynamickych
dejov v kvantitativnom kontraste, potlacenie koheren¢ného sumu a parazitnych interferencii,
hibkov( diskriminaciu a prietne rozlisenie porovnatelné s konvencnymi optickymi
mikroskopmi [14].

V roku 1999 saR. Chmelik aZ. Harnastali autormi prvého holografického mikroskopu
na VUT v Brne, ktory vyuziva achromaticky interferometer a nekoherentné svetlo pre
mimoosoveé holografické zobrazovanie v odrazenom svetle. Tento mikroskop mal umozinovat’
velmi presné merania povrchov [7,14]. Dasim krokom vo vyvoji bol navrh koherenciou
riadeného holografického mikroskopu CCHM (z anglického nazvu Coherence-controlled
hol ographic microscope) prvel generécie vyvinuti P. Kolmanom aR. Chmelikom [15]. V tomto
pripade islo o usporiadanie v prejdenom svetle vhodnom pre biologické vzorky. Mikroskop
funguje pre 'ubovolny stupen koherencie pouzitého svetla. Koherencia sa stala parametrom
definujucim vlastnosti mikroskopu [16]. CCHM prvej generacie umoznil pozorovanie
bunkovych procesov kvantitativnym fazovym kontrastom v realnom case. Jeho nedostatky
(napr. spektréna priepustnost’ mikroskopu pre vinové dizky lisiace sa od centrénej vinovej
generécie azachovala vsetky pozitivne vlastnosti mimoosového usporiadania, achromatického
interferometru a pouzitia nekoherentného svetla. Druhd generdcia umoziuje mikroskopu
pracovat’ v transmisnom g reflexnom maéde ale je mozné skombinovat’ g jeho holograficku
Cast’ s fluorescencnym maodom [17]. Zatial posledny model holografického mikroskopu
vyvinutého na VUT v Brne v spolupréci s firmou TESCAN ORSAY HOLDING je MHM Q-
Phase (multimodalny holograficky mikroskop Q-Phase, d’a€g len Q-Phase). Kombinuje tri
mody: transmisnu a reflexnu hol ografiu a epi-fluorescenciu.



2 Multimodalny holograficky mikroskop Q-Phase

2.1 Konstrukcia Q-Phase

Opticka zostava mikroskopu Q-Phase je zobrazené na obr. 2.1 a podrobne popisana
v nasledujicom texte.

Zdroj svetla (S) tvori halogénova vybojka, odkial’ svetelny zvéazok prechédza kolektorom (CL)
a dopada na deli¢ zvazku (BS). Tu je zvéazok rozdeleny do referenénegl a predmetovej vetvy.
Zvazok pokra¢ujuci predmetovou vetvou dopadana zrkadlo (M), ktoré meni jeho smer aodraza
ho do kondenzoru (C). Za kondenzorom je umiestneny preparat (V Z), ktorym prechédza svetlo
a dopada na objektiv (O). Dalg na zrkadlo (M), ktorym je nasmerované do objektivovej
sosovky (OL), za ktorou prechédza delicom zvézku (BS) a dopada na detektor. Zvéazok
v referencng vetve sa odréza cez zrkadla (M) do kondenzora (C) a pokracuje referenénym
objektom cez objektiv (O) na stustavu zrkadiel (M). Prechodom cez tuto ststavu je odrazeny na
difrakéna mriezku (DG).Tu je vybrany prvy difrakény rad a pokracuje na objektivova sosovku
(OL) acez zrkadlo (M) addi¢ zvazku (BS) na detektor (D) [17].

i S
-—
BS M
M
M
C i i

Obr. 2.1 Opticka zostava multimodél neho hol ografického mikroskopu Q-Phase.
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2.2 Zobrazeniev Q-phase

Ako uz bolo spomenuté vyssie, nekoherentné svetlo z plosného zdroja prechadza kol ektorom
(pre dosiahnutie Kohlerovho osvetlenia) a nasledne sa rozdel'uje na deli¢i zvézkov do dvoch
vzgjomne oddelenych optickych vetiev. V referencng vetve sa nachadza difrakéna mriezka,
ktora rozklada prejdeny zvézok svetla do difrakénych rédov (d'algl prechédza len 1.difrakény
rad). Vyuzitim iba prvého difrakéného rédu mriezky nie je struktdra vrypov mriezky rozlisena
Vo vystupngj rovine. Obazvéazky interferuji vo vystupnej rovine atvoriainterferen¢ny obrazec,
ktory zaznamendva CCD kamera. Z vysledného hologramu sa numericky vypocita faza
aamplitada[17,20].
zdroj, laser. To spdsobuje koherencny sum, neziaduce interferencie v optickej sistave atym sa
zhorsuje kvalita zobrazenia. Halogénova vybojka pouzitd v Q-Phase mikoroskope umoziuje
vyuzitie celého spektra vinovych dizok . Koherenéni dizku vypogitame podra nasledujticeho
vzt'ahu
/12
_r 2.1
L= (2.1)

kde\ je centrélnavinovadizkaa Al je polosirkaspektra. Vyuzitie nekoherentného zdrojasvetla
vedie k potlateniu koherenéného sumu aneziaducich interferencii [11]. Maldkoheren¢nadizka
pontka moznost vytvarania optickych rezov (v reflexnom maode). Efekt potlacenia svetla
rozptyleného mimo rovinu ostrosti zlepsuje kontrast a SNR (signal-to-noise-ratio). To sa
vyuziva v transmisnom made pri pozorovani buniek v rozptylujtcom prostredi. VInovéa dizka
a spektrana sirka st délezitymi parametrami mikroskopu. Pouzitie ¢asovo nekoherentného
osvetlenia umoznuje dosiahnutie lepsieho lateralneho a osového rozlisenia.

Achromaticitainterferometraje zaistena pouzitim difrakénej mriezky Leithovho navrhu
a spravnym nastavenim vystupného uhla B. Tento uhol nadobuda odlisné hodnoty pre rézne
vinové dizky. Cim v&ssiu vinova dizku mé pouzité svetlo, tym je uhol B vassi. Pri nespravnom
nastaveni vystupného uhlaje vyrazne ovplyvneny kontrast interferencnych pruzkov. To kladie
vysoké poziadavky na dékladné zosadenie optickych prvkov ststavy [17].

2.3 Spracovanie hologramu

Hologramy ziskané z mikroskopu Q-Phase sa d’alg spracovavaju pomocou Fourierovych
transformécii. Na obr.2.3 je graficky znazorneny postup spracovania hologramu, ktory sa
pouziva v su¢asngl dobe. Na digitdny hologram je aplikovana 2D rychla Fourierova
transformécia (FFT), zo spektra priestorovych frekvencii sa vyberie oblast odpovedajuca
realnemu obrazu a na tdto oblast’ je aplikované okienkova funkcia (window function). Oblast’
je pouzita ako nové spektrum priestorovych frekvencii, kde je nulové frekvencia posunuta do
stredu. Z inverznej Fourierovej transformécie (IFFT) sa ziska komplexna amplitida, z ktorej je
nasledne vypocitand mapa faze a intenzitny obraz. Kazdy pixel vo fazovom obraze odpoveda
zmene optickel drahy predmetovej viny oproti referencngj, sposobengj prechodom preparatom
[20].

Féaza je pocitand pomocou vzorca
M) 22)
Relo(x,y)]

kde o(x,y) je komplexnd amplitida. Pretoze je féza vyjadrend periodickou funkciou, objavuju
sa v obraze fazové skoky. Preto sa musi faza naviazat' (unwrapping) ¢im dostaneme obraz

p(x,y) = arctan(



zbaveny tychto skokov. Naviazanim sa mysli pripocitanie alebo odcitanie celociselného
nasobku hodnoty 2 [21].

Obraz faze je deformovany ¢asovo premenlivym nenulovym pozadim, ¢o je spésobené
nepresnostami optického systému, jeho aberaciami, nedokonalou rekonstrukciou predmetove)
viny, zmenami teploty sUc¢iastok a neidedlnou poziciou preparatu. Na VUT bola vyvinutéa
metoda riesiaca tento problém, ktora je postavend na vytvoreni polynomidne plochy
prech&dzajlce) vybranymi oblastami a ¢o najviac sa bliziacej svojim tvarom pozadiu. Této
plocha je od¢itand od obrazu féze [22]. V ¢asozberng sérii snimkov sa pre od¢itanie
vyrovnavace] plochy pouziva agoritmus dynamicke fézovej masky. Metdédou najmensich
Stvorcov ur¢i vhodnU vyrovnévaciu plochu z hodnét v oblasti mimo bunky, a tu od¢ita od
obrazu faze. V takto upravenom obraze ngde miesta s hodnotou féze nizsou ako je zvolena
prahové hodnota a tieto miesta tvoria oblasti bez buniek, masku, ktoré je pouzita pre vypocet
vyrovnavacej plochy v nasledujicom snimku.

2

b) amplitida

a) hologram

0 400

C) faza d) kompenzovana faza e) 3D rekonstrukcia

Obr.2.3 Numerické spracovanie hologramu. Hologram (a) je pomocou 2D FFT prevedeny do
spektra priestorovych frekvencii. Na oblass’ odpovedajucu spektru realneho obrazu je
aplikovana okienkova funkciaa 2D IFFT. Tym je ziskany komplexny obraz tvoreny komplexnou
amplitudou. Z komplexnegl amplitidy je pomocou prepoctu ziskany obraz amplitidy (b) a faze
(). Faza je naviazana a kompenzovana (d). Profil vzorku je ziskany prepoctom faze na vysku
vzorku (€). Prevzaté a upravené z[20].

V takto upravenom obraze je obrazova féza priamo Gmerna rozdielu dizok optickych
drah predmetovej areferencng vetvy podl'avztahu

2 2
8¢, Y) = by(5,3) = by = 5 [no(h = A ) +m (@ YAE ] - Fnoh (23

21 21
= 7 d(x; Y)(n1(x; Y) - nO) = 7 d(x; Y)An(x; Y),
kde A¢ je rozdiel obrazovej faze predmetovej a referencng viny, ¢, je obrazova faza
predmetovej viny, ¢, je obrazovafazareferenéngj viny, A je vinova dizka pouzitého svetla, An

jerozdiel indexu lomu v danom mieste bunky aindexu lomu média, d je hrdbka bunky a h je
vyska pouzitych komorok (obr. 2.4) [23,24].



Referenc¢na vetva Predmetova vetva

No

Obr.2.4 Znézornenie optickych drah v referencnej a predmetovej vetve mikroskopu. Kde ng je
index lomu média, n; je index lomu bunky, d je vyska bunky a h je vyska pozorovace] komorky.

Index lomu ny zavisi na obsahu suchej hmoty v bunke podl'a nasl edujtceho vzt'ahu
nl(x,:)’) = nO + aC(x,:V) ’ (24)

kde a jerefrakény prirastok a C je koncentracia suchej hmoty v roztoku [23]. Oneskorenie faze
svetelného zvéazku prechadzajliceho Zivou bunkou je imerné hmote bezvodného obsahu bunky,
teda suchej hmote. Plosnd hustotu suchej hmoty p, vypocitame podravztahu

A
Pi(x'}’) = EA¢(%J’) (25)

Obrazovu fazu mézeme tiez interpretovat’ spdsobom, kedy je bunka aproximovana jedinou
hodnotou indexu lomu ainforméacia o féze je prepocitana na vysku bunky podravzt'ahu (2.3)
[24].

2.4 Popis pouzitého softwaru, meranie a ukladanie déat

Slcast'ou multimodalneho holografiského mikroskupu Q-Phase je g program pre meranie,
ukladanie a analyzu obrazov. Naladeny hologram je zékladom pre naviazany a vyrovnany
féazovy obraz, z ktorého ziskavame informacie o bunkéch v obraze. Akeékolvek artefakty
V naviazanom a vyrovnanom fazovom obraze ovplyviiuja presnost’ segmentacie buniek, na
ktorej je zalozend nasledné analyza.

Pre segmentaciu buniek s mdzeme vybrat’ jeden z dvoch programom ponukanych
metod (obr. 2.8), dvoj-Uroviiove prahovanie alebo watershed. Pre metddy segmentécie buniek
je ngvyhodnejsie zvolit metddu watershed. Tao metdda je schopnd vysegmentovat’ g
navzgjom sa dotykajce bunky.

Metdda watershed ma styri parametre: prah pozadia, prah minimalngl hmoty bunky,
prah maximalngg hmotnosti bunky a polomer morfologického uzavrenia. Polomer
morfologického uzavrenia je mozné aplikovat’ na odprahovani masku, ¢im sa dosahuje
odstrénenie chybne vytvorenych dier vnutri bunky (mézu vznikat’ v mieste vakuol, blizko

8



okraja bunky vplyvom sumu). Parameter prah minimalneg) hmoty bunky slGzi k odfiltrovaniu
niektorych anomalii v obraze (napr. necistoty v roztoku, vystrelovy sum).

. 2 . v s .
« Settings Dy oj-stupfiové prahovanie

Cells detector
Dataset

DIC Threshold
DPD

FFT reconstruction
FluoClipping
Phase compensator Percentage
Phase unwrapper .
Statistic 0.19 pghum?
Plugins

Output streams

Method

Background threshold Morphology dosing radius

Min cell weight threshold Max weight merge threshold

20.00 pg 40.00 g

Obr. 2.5 Uzivate/'ské prostredie softwaru Q-Phase. Okno pre vyber metédy pre segmentaciu
buniek.

Zadana hodnota tohto parameta by mala byt mensia ako nagjnizsia hmotnost’ jednej bunky zo
suboru, ktory bude pozorovany. Aby sa predisio tomu, Ze watershed zIU¢i dve dotykajlce sa
bunky do jedne, je zaradeny parameter prah maximélne hmotnosti bunky. Hodnota tohto
paramertu je rovna nagjvyssg mozngl hmotnosti, ktordt mbdze jedna pozorovana bunka
dosiahnut’, aby nebola programom rozdel ené na dve bunky.

Po skonéeni segmentacie mame k dispozicii masku buniek, ktoré algoritmus v obraze
rozpoznal, ich plosné a vézené taziska a parametre buniek v danom case.

Pre redlizaciu anayzy je k dispozicii sada néstrojov (obr.2.6) pre zobrazenie
a vyhodnotenie ziskanych informacii. Medzi tieto nastroje patria napriklad ¢asoveé grafy, kde
kazdy zobrazuje casovy priebeh niektorg vlastnosti u vybrang podmnoziny buniek. Jednym
z dasich néstrojov je tiez taburka priemernych parametrov, ktoré obsahuje pre kazdu bunku



z aktudlne vybrangl mnoziny buniek vypisy priemernych hodnét vsetkych ich parametrov za
vybranu dobu.

Average Feature Table . [umh] X GrowthSpeed [pgh]

ZelliCus(palund|pr peed eter| larty

Cradanty [ %]

Trdeose K QP e

Poston < > Uayout

Obr. 2.6 Uzivate/'ské prostredie softwaru Q-Phase. Okno néstroja analyza, v ktorom
zobrazujeme tabu/ku priemernych parametrov a casové grafy priebehu jednotlivych
pozorovanych parametrov.
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3 Popisné parametre bunky

K vyhodnocovaniu réznych bune¢nych dejov nam slUzia viaceré popisné parametre bunky.
K zakladnému popisu bunky sav préci pouzivajl tieto parametre: plocha bunky, obvod plochy
bunky, kruhovitost, sucha hmota bunky. Pre vyhodnotenie réznych bunkovych dejov je
prospesné sledovat’ tieto parametre aich zmenu v ¢ase. Pre popis niektorych bunkovych dejov
jetiez vyhodné sledovat’ rychlost’ pohybu buniek.

3.1 Plocha bunky A (area)

Plocha bunky A udava informécie o jg rozlozeni na povrchu pozorovace] komérky. Sucet
vsetkych pixelov, ktoré bunka okupuje udava velkost jg plochy. Celkova plocha bunky je

pocitana ako
k
A= Z S, (2.6)

i=1

kde n mbdze nadobudat” hodnoty n=1 pre pixely, ktoré plocha bunky okupuje a n=0 pre pixely
leziace mimo tato plochu. Hodnota S udava plochu jedného pixelu ak je ich pocet.

3.2 Obvaod plochy bunky P, (perimeter)

Obvod plochy bunky P4 je definovany ako stcin celkového poétu pixelov navnatorne hranici
tejto plochy avelkosti pixelu.

3.3 Kruhovitost’ R (roudness)

Tento parameter urcuje odchylku tvaru bunky od kruhového tvaru v zavislosti na obvode
aploche priemetu podra nasledujiceho vztahu

__ 4mA
(Pa)? -~

2.7)

Hodnota R=1 odpoveda kruhovému tvaru bunky, v pripade nekruhovitého tvaru bunky je
hodnota R<1.

3.4 Sucha hmota bunky M (mass)

Suma hodn6t faze v pixeloch patriacich ploche bunky udava celkovi hodnotu faze bunky. Ako
uz bolo vyssie uvedené féza je priamo Umerna rozlozeniu hustoty suchej hmoty vnutri bunky
a preto mbéze byt absolitna hodnota féze vyjadrend pomocou hmotnostnych jednotiek
(pikogramy).

Cekova sucha hmota bunky M je definovana nasledne

J
M = SZ pi (28)
i=1

kde p; vyjadruje plosnu hustotu suchej hmoty v i-tom pixeli nach&dzajlicom sa na ploche
bunky aj je pocet pixelov plochy bunky vo fazovom obraze.
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3.5 Rychlost’ pohybu bunky (speed)

Rychlost’ pohybu bunky je pocitana ako zmena polohy taziska za urcity casovy interval.
Slradnice t'aziska bunky vypoc¢itame nasledovne

1
X = sz'y xn;S , (2.9)

Ve = le,yyniS ,
A (2.10)
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4 Epitelidlno-mezenchymalny prechod (EMT)
Epitel jejednaalebo viacero vrstiev buniek sréznymi funkciami (napr. krycia, respiracnd, atd’.),
kde spolu jednotlivé bunky tesne susedia a st spojené roznymi typmi medzibunkovych spojov,
ako napriklad adherentnymi spojmi, medzerovymi spojmi, tesnymi spojmi atd’. Bunky maju
aplikdlne-bazdlnu polarizéciu, ktora je urcena ngma rozlozenim adhéznych molekdl,
organizaciou spojov, polarizéciou aktivneho cytoskeletu a st spojené s bazalnou membranou,
ktora im pomaha udrziavat’ ich prirodzent fyziol6giu. Toto usporiadanie zaistuje integritu
epitelu a nedovol’uje bunkédm migrovat’. Pre mezenchymd ne bunky je charakteristicka zvysena
migra¢na kapacita, invazivita a zvysena produkcia zloziek extracelularnej metrix (ECM) [26].
Pre organizmy je nevyhnutné, aby epitelidine bunky boli v ur¢itych okamzikoch
schopné zmenit' svoj fenotyp a migrovat. T&o premena bunky sa nazyva epitelidine-
mezenchymdlny prechod (EMT) (obr 4.1). EMT mbzeme nazé&klade jeho funkénych odlisnosti
rozdelit’ natri typy.

Epitelia’|ny fenotyp Prechodovy bunkovy MezenChymélny fenotyp
fenotyp
LR TR JOCTNY ORI iy By S
| | § : | | "‘H. Moy o < \i?—-—)
e — -
J » o | & o | W o I ’
] N—— R S c
Epitelialne bunky Mezenchymalne bunky

Progresivna strata epitelidinych
znakov a zisk mezenchymalnych

Obr.4.1 Priebeh a znaky epitelidlno-mezenchymalneho prechodu (EMT). Polarizované
epitelialne bunky postupne obmedzuju medzbunkové spojenie, dochadza k znizeniu expresie
epitelidlnych znakov a bunky ziskavaju mezenchymalny fenotyp, pre ktory je charakteristicka
expresia mezenchymalnych znakov. Zmena je sprevadzana degradaciou bazalngj membrany
[25].

Prvy typ EMT sQvisi simplantéciou embria, jeho formovanim avyvojom. Pre tento typ
ETM je prizna¢né, Ze nespdsobuje fibrozu tkaniv ani neindikuje v bunke invazivny fenotyp,
vd’aka ktorému by sa mohlasirit’ cievnym riecistom.

Druhy typ EMT sQvisi s hojenim rén aregeneraciou tkaniv u dospelych jedincov. Tento
druh EMT indukuje tvorbu fibroblastov zo sekundarnych epitelidnych buniek ako odpoved’
nazapal. V pripade chronického zapalu nieje EMT ukon¢eny a dochadzak fibroze, ktoraméze
spbsobit’ poskodenie tkaniv aebo az znicenie organov. Tento patologicky proces je
sprostredkovany bunkami imunitného systému a fibroblastami, ktoré uvolnuju zgpalovée
signdly aprodukuju zlozky ECM, napriklad kolagény a elastiny. Z&palové zraneniamdzu viest
k uvorneniu rastovych faktorov ako napriklad TGF-p (transformujuci rastovy faktor B) , ktoré
mozu indukovat EMT [27].

Treti typ EMT prebieha pri neoplastickych bunkéch, ktoré nest urcité genetické
a epigenetické zmeny. Niektoré bunky, ktoré prejdu tymto typom EMT s zachovévau ¢ast’
svojich epitelidinych vlastnosti, iné Uplne zmenia svoj fenotyp z epitelidlneho na
mezenchymdlny. Tento typ EMT je ¢asto spojovany s progresivitou a agresivitou nadorov.
EMT je povazovany za kriticky krok veduci k uvolneniu buniek z primarneho nédoru aich
nasledné rozsirenie po tele. Podl'a miesta sekundarneho nédoru byva niekedy potrebnareverzia
buniek spat’ na epiteldny fenotyp pomocou mezenchymal ne-epitelidlneho prechodu (MET).

Aby nadoroveé bunky mohli opustit” miesto primarneho nédoru atvorit’ metastazy, musia
oslabit’ medzibunkovl adhéziu a ziskat’ pohyblivost’, ktora mé za nésledok zvysena bunecnu
migréciu a tkaninové zmeny (obr. 4.2). Bunky musia byt schopné preniknit’ do krvného
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riecist'a, odolat” mechanickym vplyvom v cievach, preniknit’ do inych tkanin v tele a zachovat’
s pritom schopnost’ prezit’ adelit sa[27, 28].

Normalny epitel Dysplazia/adenom Karcinom in situ

L Bazalna membréana ; g
Uvolnenie z krvného Vstup do krvného riecista Invazivny 1 <EMTZ
riecista karcinom ZN
B NS NE> N1
- <EME
o @ Lynfatické/krvné AN
vacky
L S — —

— e - —_—
@ s ¥ “féndoteliélna
@ bunka @

Mikrometastazy M?t . P = N — O~
E akrometastazy

Obr. 4.2 EMT spojeny s nddorovou progresiou a tvorbou metastdz. Normalny epitel sa
sklad& z vzajomne prepojenych epitelialnych buniek prisadlych k bazalneg membrane. Bunky
opUstajuce primarny nador sa vyznacuju ziskom niektorych vliastnosti mezenchymalnych
buniek, vstupuju do krvného riecisra a putuja telom. Na inom mieste organizmu
prostrednictvom procesu MET vzniké sekundarny epitelialny tumor [29].

D |

Premena epitelidinych buniek na mezenchymdlne je riadena sekvenciou prisne
regulovanych molekuldrnych degjov spolo¢nych pre vsetky typy EMT. Na zaciatku dochédza
k rozpadu medzibunkovych spojov, potom nastava premena polarizécie z aktivne-bazalnej na
predo-zadnu, reorganizécia cytoskeletu a zmeny tvaru buniek, Utlm epitelidineho génového
programu a aktivacia génov urcujucich mezenchymalny fenotyp a nakoniec zvysenie mobility
a invazivity buniek (schopnost’ migrovat’ z pdvodnej epitelidng vrstvy) vrétane schopnosti
prestavovat’ extracelularny matrix. Bunky, ktoré presli EMT maju zvysenu rezistenciu
k starnutiu buniek a apopt6ze (programovana bunkova smrt).

EMT v bunké&ch mozu indikovat' rozne fyzikane, chemické ¢i biologické faktory.
Medzi molekuly indukujice EMT patria rastové faktory, cytokiny, hormoény a ¢asti ECM.
Najzndmejsi a najviac preskimany rastovy faktor indukujaci EMT je transformujuci rastovy
faktor B (Transforming Growth Factor beta, TGF-B) (obr.4.3). TGF-p sa nachddza v ECM
v latentng) forme a je aktivovany proteolyzou a interakciou s matrix a proteinmi bunecnej
membréany [28, 29].
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Obr. 4.3 Pdsobenie transformujuceho rastového faktoru TGF-£ na bunky (Zernike fazovy
kontrast). Na neosetrené bunky (a) bol aplikovany rastovy faktor TGF-4. Jeho pésobenim po
dobu 48h bunky v désledku EMT stracaju viastnosti epitelialnych buniek a ziskavaju viastnosti

mezenchymalnych (b).
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5 Statistika

Statistickou analyzou dét ziskanych sledovanim merangj néhodnej veliiny v experimente
mézeme rozhodnlt' o platnosti ur¢itého tvrdenia (Statistickgl hypotézy) na drovni celg
populacie. Naj¢astejsim typom experimentu je tzv. komparativny experiment, kde pracujeme
minimalne s dvomi skupinami, kontrolnou a pokusnou skupinou. Kontrolna skupina pozostava
z jedincov, ktori nie si vystaveni pokusng intervencii. Naopak pokusna skupina je vystavena
skimanému typu zasahu, experiment je mozné uskutoénit’ g s niekol’kymi takto osetrenymi
skupinami. Ciel'om statisticke] analyzy nameranych dét je zistenie a kvantitativna specifikécia
rozdielu medzi jednotlivymi skupinami prostrednictvom statistickych metod pre vzgomné
porovnavanie vyberovych siborov zU¢astnenych v experimente. Ngjcastejsie pouzivanym
parametrickym testom pre testovanie rozdielu dvoch strednych hodnét je t-test tiez znamy ako
Welch'st-test (Studentov t-test). Predpokladom pre pouzitie stati stickych parametrickych testov
vratane t-testu je, ze sibor dat mé normalne rozdelenie. Z toho dévodu pred samotnou analyzou
musi byt’ tento predpoklad overeny.

5.1 Testovanie nor mality dat

Normalitu dat je mozné predpokladat’ vizudlne alebo pomocou testov vyznamnosti. Jednou
z vizudlnych metéd ako priblizne urcit’, ¢i data maju normane rozdelenie je zostrojenie
boxplotu. Boxplot (obr. 5.1) alebo tiez krabicovy graf, ktorého stredna obdiznikova ¢ast’ je
zdolaohrani¢ena 1. kvartilom az vrchu 3.krvartilom, vn(tri obdiznikasanachadza 50% hodnét.
PIn& ciara vnutri predstavuje median daného suboru dat. Whiskers Usec¢ky aebo tiez fuzy
reprezentuji minimane a maximane hodnoty v ramci 1,5 néasobku interquartilu (IQR). Data
nachédzaj(ice sa mimo rozsah boxplot obdiznika awhiskers Gsetiek st povazované za odl'ahlé
hodnoty (outliers) a byvaju znazornené bodkou. V pripade, ze boxplot a whiskers Usecky su
symetrické a median sa nachadza priblizne uprostred, mézeme predpokladat’ ze stbor da& ma
normalne rozdelenie.

Odlahla hodnota

75% kvantil

Centralna
Sl Medi&n (50% kvantil)

25% kvantil

Obr. 5.1 Boxplot

Ako test vyznamnosti pre stanovenie normality dat je mozné pouzit’ Shapiro-Wilkov test. Jedna
sa o test, ktory umoziuje overenie zhody empirického pravdepodobnostného rozdelenia
s normanym rozdelenim. Je vhodny pre sibory so strednym objemom dét (n < 2000).

Pre usporiadany statisticky subor, kde x; < x, < -+ < x,, je Shapiro-Wilkov test definovany
nasledne [34].
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_ (Xieg aix)?
Yie1(x; — %)? '
kde x; oznacuje poradoveé statistiky, x je vyberovy aritmeticky priemer akoeficient a; je vaha,
ktora je odvodena zo strednych hodnét a variancnegj matice poradovych statistik prostého
nahodného vyberu z N(0,1) rozsahu n. Tieto koeficienty byvaju tabelované.
Testuje sa nulova hypotézu, ktora predpoklada, ze data pochédzaji z normaneho rozdelenia.
V pripade, ze p-hodnota je nizsia ako zvolena hladina vyznamnosti, nulova hypotéza neplati,
a to ukazuje, ze testované data nepochadzaju z normalneho rozdelenia. V pripade kedy je p-

.....

w (5.1)

distribuované nemozno zamietnut’. Pripad, kedy déta nespinaji podmienku normality mozno
riesit’ odstranenim odl'ahlych dét (outliers) [32,33].

5.2 F-test (test rozdielu dvoch rozptylov)

Testom rozhodujeme, ¢i pokusny zésah ma vplyv na premenlivost (rozptyl o2) skimanej
nahodngj veliciny v popul&cii. Je tiez dblezity pre porovnévanie presnosti dvoch merani.
V F-teste testujeme nulovu hypotézu: Hy: 6 = o%.

Vypocet Fisherovho F-testu vychédza z d& dvoch vyberovych siborov, ktoré sl
predmetom porovnavania. O kazdom tomto stbore predpokladdme, ze pochédza z populécie
s Gaussovym normd nym rozdelenim s parametrami u (stredna hodnota) a o2 (rozptyl).

Nech (xy, x5, ..., x,) je ndhodny vyber z rozdelenia N(u;, a2) anech (y4,v,, ..., ) j€
nanom nezavisly ndhodny vyber z rozdelenia N(u,, 62). Rozptyly tychto vyberov vypogitame
nasledne:

n .2
Yk=1%k

=n ,
n;—1

_(27lé=1xk)2
ni

(5.2)

s
kde x? je kvadrét k-teho ¢lenu ndhodného vyberu an; je pocet ¢lenov v ndhodnom vybere.
Stanovime pocet stupnov volnosti v; pre obidva vybery

vi=n—-1, (5.3)

avypocitame testovacie kritérium F nasledujicim vzt'ahom:

F=3 (5.4)
2 .

S2

s

kde do ¢itatela dosadime v&ssi z rozptylov, s? > sZ. Obdobne plati ze v, > v, av, je pocet
stupiiov vornosti patriaci néhodnému vyberu s vagsou hodnotou rozptylu s? av, je pocet
stupiiov vornosti patriaci néhodnému vyberu s mensou hodnotou rozptylu sZ. Dalej zvolime
hladinu vyznamnosti a a v statistickych tabulkéch vyhradame odpovedajtcu kritickd hodnotu
pre F-test :

—_1_<
FkTit =1 2! (55)

Nésledne vypocitanu statistiku F porovname s tabul’kovou kritickou hodnotou. V pripade, ze
F> Fpir (P< a) zamietame nulovd hypotézu H,: o2 = o7 adostdvame vysledok, ze rozptyl
obidvoch vyberov sastatisticky vyznamne lisi. V opacnom pripade, kedy je F< F..i; (P> a)
nulovu hypotézu nemézeme zamietnut’ a predpokladéme, Ze rozptyl obidvoch vyberov sa
Statisticky vyznamne nelisi [35].
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5.3 T-test (test rozdielu dvoch strednych hodnot)

Studentov t-test je parametrickym testom, ktory sa pouziva pre testovanie rozdielu strednych
hodn6t u dvoch ndhodnych vyberov. Podl’a statisticke] vyznamnosti rozdielu strednych hodnét
mbézeme uvazovat’ o0 Ucinnosti aplikovaného pokusného zésahu v sledovanom experimente.

Dvoj vyberovy t-test sa pouziva pre hodnotenie experimentov, kde nepoznéme strednu
hodnotu zakladného siboru a porovnévame iba dva stbory vyberovych dét. Tieto data mézu
byt predstavované bud’ dvoma meraniami uskutoénenymi opakovane u jednej skupiny jedincov
(meranie pred aplikaciou pokusného zasahu a po aplikécii) tzv. zavidi vyber aebo dvomi
nezévidymi skupinami merani tzv. nezavisy vyber. V pripade dvoj vyberového t-testu
testujeme nulovu hypotézu: Hy: 1y = ps.

Nepéarovy t-test porovnava déta, tvorené dvoma nezavislymi vybermi, tzn. ze
pochadzaju z dvoch réznych skupin jedincov. Naj¢astejsie ide o porovnanie hodndt pokusne
skupiny, kde bol aplikovany pokusny zésah a kontrolngj skupiny, kde nebola uskutocnena
aplikéacia pokusného zasahu.

Testovana nulova hypotéza: H,: u, = u, hovori, ze strednd hodnota u,populécie,
z ktorgl pochédza pokusny vyber sa rovna strednegl hodnote u, populécie, z ktorej pochadza
kontrolny vyber.

Vypocet testu vychadza z odhadu parametrov obidvoch porovndvanych popul&cii,
aritmetického priemeru arozptylu. Pretoze testované sibory mézu pochédzat’ z popul &cii, ktoré
maj U rovnaky alebo naopak rozny rozptyl hodnét sledovanegj veliciny, je nutné ngjprv otestovat’
rozdiel rozptylov oboch stiborov pomocou F-testu. Podl'ajeho vysledku zvolime odpovedaj (ci
postup pre neparovy t-test.

d) AKF < Fyos
tzn. ze plati Hy: 62 = o2 . Oba vybery pochadzaji z populécii so zhodnym vyberom.
Pre testovanie rozdielu strednych hodnét pouzijeme nepérovy t-test pre zhodné

rozptyly: e
X1—X2
t = )
(n1—1)5%+(n2—1)s%n1+n2 (56)
nqtngy—2 nqny

kde X, je aritmeticky priemer i-teho vyberu, s?je rozptyl i-teho vyberu an;je pocet ¢lenov
Vv i-tom vybere.
Stupne vornosti pre t-test sa vypocitaju nasledujcim spdsobom

v=ny+n, —2 (5.7)

b) AKF > Fyg75
tzn. ze neplati nulova hypotéza H,: o2 = ¢Z. Oba vybery pochédzaji z popul&cii
s rdznym rozptylom. Pre testovanie rozdielu strednych hodnét pouzijeme nepérovy t-
test pre rézne rozptyly:

_ Ixi-x3|

t - ’
2.5 (5.8
nqg np

kde X, je aritmeticky priemer i-teho vyberu, s?je rozptyl i-teho vybetu an;je pocet ¢lenov
v i-tom vybere
Stupne vornosti pre t-test sa vypocitaju nasledujcim spdsobom
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2 2
S1,52
i)

= maing (5.9)

2 2 -
<S%> <S%>
nq np
+

ni—1 np-—-1

Vypocitanu statistiku t porovname staburkovou kritickou hodnotou ¢, _« , ktort ngjdeme podl'a
2

daného stupna volnosti v a zvolengj hladiny vyznamnosti a, ktora méze nadobudat’” hodnoty
0,05; 0,01 a0,001.

V pripade, ze t < t,_a nezamietame nulovl hypotézu Hy: uy = up, tzn. ze stredna
2

hodnota pokusného stboru sa nelisi od strednej hodnoty kontrolného stboru. Rozdiel medzi u,

a U, je statisticky nevyznamny. Aplikovany pokusny zasah bol ne(c¢inny, pretoze nebola

ovplyvnena strednd hodnota pokusného stboru vplyvom aplikécie zasahu v porovnani so

strednou hodnotou kontrolného stboru (p> 0,05) . Ak t > t,_a zamietame nulov( hypotézu
2

Hy: uy = u, tzn. ze stredna hodnota pokusného stiboru sa lisi od strednej hodnoty kontrolného
stiboru. Rozdiel medzi p, a u, je statisticky vyznamny na hladine vyznamnosti « = 0,05
avysoko statisticky vyznamny na hladine vyznamnosti @ = 0,001. Pokusny zasah bol G¢inny,
pretoze spbsobil zmenu strednegj hodnoty pokusného stiboru vplyvom aplikécie pokusného
zésahu v porovnani s kontrolnym stiborom (p<0,05; p<0,01 aebo p<0,001) [35,36].
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6 Experiment

Hlavnym doévodom uskutoc¢nenia experimentu, v ktorom je pozorovany vplyv TGF- nabunky
NMuMG (né&dorové bunky prsne zl'azy) je ziskanie kvantitatyvnych informécii o priebehu
EMT. V dnesng dobe existuje mnozstvo informécii o EMT spracovanych pomocou réznych
technik svetelnej mikroskopie. Nikdy vsak nebol tento dej popisany pomocou kvantitativneho
fézového kontrastu. Preto v spolupraci so skupinou , Molecular cancer and stem cell
therapeutics® pdsobiacou na univerzite ,Karolinska Institutet® prebehol prvy experiment,
v ktorom bol pozorovany a nésledne kvantitativhe popisany prieben EMT pomocou
multimodalneho holografického mikroskopu Q-Phase. Ciel'om experimentu bolo presne
popisat’ zmenu pozorovanych parametrov v case pre spravny spdsob indikéacie vyvijanych
terapeutik.

6.1 Kultivacia bunkovej linie NMuM G

Bunkova linia NMuMG bola odvodena z mysgj prsngj zl'azy. Bunkova kultira NMuMG je
tvorend cystickymi miestami ohranic¢enymi vrstvou kubickych epitelianych buniek. Bunky boli
kultivované pri teplote 37 °C a 5% koncentracii CO, v komerénom médiu DMEM
obsahujiicom GlutaMAX™ (Life Technologies). Do média bolo pridanych 10% objemu FBS
(Life Technologies), 100 U/ml penicilinu s 0,1mg/ml streptomycinu (Life Technologies).

6.2 Pozor ovanie buniek

Bunky NMuMG boli pozorované v mikroskopu Q-Phase v transmisnom mode objektivmi
20x/0,5 v Ibidi pozorovacich komérkach (obr.6.1) sadené s koncentréciou 50 buniek/mm?. Boli
uskutocnené dve sady merani. Kazdé meranie trvalo 48 hodin. Bolo zaznamenavanych 6
zornych poli sfrekvenciou zaznamu jedna snimka za 5 minat nakazdej zo siestich pozicii. Ako
prvé bolo realizované kontrolné meranie buniek bez akéhokol'vek pokusného zésahu. V druhom
merani sme skumai bunky bezprostredne po aplikécii rastového faktorku TGF-f
s koncentréciou 5ng/ml. Ziskané data boli ulozené v podobe datasetu k naslednému
Spracovaniu.

Obr. 6.1 Saticka pozorovacia Ibidi komdrka urcéend pre pozorovanie biologickych preparatov.
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6.3 Analytické spracovanie dat pre vyhodnotenie experimentu

Segmentéciou buniek v programe, ktory je sticastou mikroskopu Q-Phase boli ziskané dva
stibory dét o pozorovanych parametroch: plocha bunky, obvod plochy bunky, kruhovitoss’ bunky,
such& hmota bunky, rychlos’ pohybu bunky. Jedna sada dét partiaca kontrolnému stboru bola
po segmentécii a statistickom spracovani porovnavana s druhou sadou dat patriacou stiboru, na
ktory bol aplikovany rastovy faktor TGF-f. Segmentaciou buniek (obr. 6.1 a obr. 6.2) a
analyzou nameranych dat boli ziskané informacie o pozorovanych parametroch, ktoré boli
popisané v 3. kapitole. Tieto parametre boli nakoniec sledované v 6smich expertom
indikovanych ¢asovych usekoch (v Oh, 17h, 21h, 25h,29h, 34h, 38h a 48h).

a) b)

Obr. 6.1 Uké&zka segmentacie epitelialnych buniek v programe Q-Phase metédou water shed.
Obraz kompenzovangj faze a). Segmentéacia buniek funkciou analyse b).

a) b)

Obr. 6.2 Ukazka segmentacie mezenchymalnych buniek v programe Q-Phase metédou
watershed. Obraz kompenzovangj faze a). Segmentécia buniek funkciou analyse b).

Spbsob statistického spracovania dat je podrobne popisany v 5. kapitole. Pre odhad
normality dét boli pouzité boxplot grafy a numericky Shapiro-Wilkov test. Pokial’ sibor dat
spinal podmienku normality, bol na neho aplikovany F-test. Tento test bol pouzity pre zistenie
rozdielu rozptylov dvoch siborov dét ataktiez ukézal, ¢i mal aplikovany pokusny zésah vplyv
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na pozorovany parameter a jeho vysledok je tiez délezity pre vyber spravneho druhu t-testu.
Pre vyhodnotenie F-testu bola zvolena hladina vyznamnosti po = 0,05.

Podr'a vysledku F-testu vyberdme t-test pre stbory s rovnakym rozptylom, alebo t-test
pre stbory s réznym rozptylom. Pre t-test sme zvolili tri hladiny vyznamnosti p,= 0,05; p;=
0,01 ap,=0,001. Ak p vypocitané z t-testu je p > po (0) predpokladame, ze aplikovany pokusny
zésah nemal vplyv na zmenu strednych hodn6t pozorovaného parametru a nulovu hypotézu
Ho: uy = po prijimame.V pripade, ze p < po(*) (resp. p< p1(**), p< p2(***)) predpokladame,
7e aplikovany pokusny zasah mal vplyv na zmenu strednej hodnoty pozorovaného stiboru
anulovl hypotézu Hy: u, = u, zamietame.

6.4 Vysledky

Plocha bunky A

Na z&klade statistického spracovania dat, ktorého vysledky mbdzeme vidiet” na obr. 6.3
av taburkéch tab. 3.1 atab. 3.2, usudzujeme ze aplikaciarastového faktoru TGF-f v ¢ase medzi
0 az 17 hodinou nemala na zmenu plochy bunky ziadny vplyv, j§ zmena sa zacala pregjavova
az po 17 hodine a mbzeme ju pozorovat’ az do konca experimentu. Z toho mozno vyvodit, ze
epitelialiny fenotyp buniek sa meni na mezenchymalny priblizne medzi 17. — 21. hodinou.
Bunky sa zacingj rozt'ahovat'.

T SN S S S N S

r(;‘ 4000 @ Plocha kontrola
Plocha TGF
£ 3500
= 3000
<2500
S 2000 ’ . - .
o 2
« 1500
5 1000 é; é?
O
=, 5500
oh 17h 21h 25h 29h 34h 38h 48h
cas[h]

Obr. 6.3 Graf pre pozorovany parameter ,, plocha bunky A*.

Tab. 6.1 Vydledky F-testu aplikovaného na data pozorovaného parametru ,, plocha bunky A* .

cas|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,50070 0,05342 0,00001 0,10271 0,00478 0,00012 0,07437 0,00058
Po<p Po<p Po>p Po<p Po>p Po>p Po<p Po>p
rovhaké rovnaké rbzne rovnaké rbzne rozne rovnaké rozne

0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Tab. 6.2 Vydedky t-testu aplikovaného na data pozorovaného parametru ,, plocha bunky A“ .
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cas[h] 0 17 21 25 29 34 38 48

p= 0,90446 0,88143 0,03785 0,000001 0,00012 0,00212 0,00121 0,00015
P> Po P> Po P <Po p<p:2 pP<p:z p<p: p<p: P<p2
rovhaké rovnaké rézne rozne rézne rézne rézne rézne

u (0) u (0) p(*) pC**)  pw**) w*) w(**) w )

Obvod plochy bunky Pa

Z vysedkov zhrnutych na obr.6.4 av tab. 6.3, tab. 6.4 mozno vyvodit’ zaver, ze rovnako ako
VO vyssie popisanom pripade, nemal aplikovany rastovy faktor ziadny vplyv nazmenu obvodu
plochy bunky az do 17. hodiny. V ¢ase po 17. hodine mézeme pozorovat’ zmenu vo vysledku t-
testu. Rozdiel strednych hodndt porovnévanych déat po 17. hodine nas navadza k predpokladu,
ze bunky po aplikécii TGF- meniasvoj obvod az po uplynuti ¢asu dihsieho ako 17 hodin. Toto
pozorovanie koresponduje so zmenou plocha bunky popisangj vyssie.

(0] (0] * * %K * 3k 5k X%k * %k X%k

AN AN A AN AN AN
@ Obvod kontrola
Obvod TGF

(o))
o
o

Ul
o
o

Obvod [um]

N
o
o

100

h 17h 21h 25h 2%9h 34h 38h 48h
cas[h]
Obr. 6.4 Graf pre pozorovany parameter ,, obvod plochy bunky PA* .

0

Tab. 6.3 Vysledky F-testu realizovaného na datach pozorovaného parametru ,, obvod plochy
bunky PA" .

éas[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,01176 0,03416 0,00128 0,00307 0,00022 0,00003 0,00084 0,00001
Po=>p Po=>p Po>p Po>p Po>p Po>p Po=>p Po>p
rézne rézne rézne rozne rézne rézne rézne rézne
O'2 O'2 0'2 O'2 0'2 0'2 O'2 0'2

Tab. 6.4 Vydedky t-testu uskutocneného na datach pozorovaného parametru ,, obvod plochy
bunky Pa“ .

¢as|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,36484 0,11745 0,03375 0,00002 0,0000039 0,00009 0,00015 0,0000001
P> Po P> Po P <Po p<p:z p<p:z pP<p:2 pP<p:2 p<p2
rovhaké rovnaké rézne rézne rozne rézne rézne rozne

u (0) u (0) p(*)  p(**)  w ) w ) w(**r)  p(**Y)
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Kruhovitost’ R

Parameter kruhovitos’ bunky sarovnako ako plocha bunky a obvod plochy bunky bezprostredne
po aplikacii rastového faktorku najprv neodlisuje od kontrolného merania. Zmena nastava az
po 17. hodine. Vtedy sa tvar buniek zatina odchyl'ovat’ od kruhovitého tvaru typického pre
epitelialne bunky, tvar buniek sa predizuje a splostuje, ¢o je typické pre mezenchymalny
fenotyp buniek. Na obr. 6.5 av tab. 6.5, tab. 6.6 su zhrnuté vysledky statistickej analyzy na
z&klade ktorych boli tieto zavery uskutoc¢nené.

(o] (0} X KXKX  kckk  KXKX  KXKX o kxkxk
: _ B Kruhovitost kontrola

60 Kruhovitost TGF
5
2. 50
= 40
>
(o]
S 30
¥

20 ¢

10

Oh 17h 21h 25h 29h 34h 38h 48h
Cas [h]

Obr. 6.5 Graf pre pozorovany parameter ,, kruhovitoss’ bunky R* .

Tab. 6.5 Vydedky F-testu realizovaného na datach pozorovaného parametru ,, kruhovitost’
bunky R .

Cas|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,37932 0,30497 0,17446 0,72810 0,84864 0,51991 0,11054 0,42883
Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p
rovhaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké

g’ g’ g’ g’ g’ a? g? a?

Tab. 6.6 Vydedky t-testu uskutocneného na datach pozorovaného parametru ,, kruhovitost’
bunky R*.

¢as|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,21637 0,16952 0,03310 0,00001 0,000001 0,000001 0,00004 0,000001
P> Po P> Po P <Po p<p:z pP<p:2 p<p2 p<p:z P<p2
rovhaké rovnaké rozne rézne rézne rozne rézne rézne

(o) (o) p(*)  p(**)  op () w () w () w(**Y)

Suchd hmotu bunky M

Na z&klade analyzy je mozné konstatovat’, ze bunky po aplikécii TGF- nemenia mnozstvo
priemerng suchgl hmoty. Rozdiel strednych hodndt v 38. hodine, ktory mozeme pozorovat’ na
obr. 6.6 av tab. 6.7, tab. 6.8, indikuje zmenu mnozstva priemerngj suchej hmoty. Rozdiel moze
byt spésobeny nedokonalou segmentaciou buniek. V 48. hodine je taktiez pozorovatelny
pokles priemernej suchej hmoty buniek u oboch pozorovanych vzorkov. Tento rozdiel je mozné
taktiez prisudit’ nedokonalel segmentécii. Problém pri segmentécii buniek mohol byt v takto
pokrocilom ¢ase experimentu sposobeny vysokym stupnom konfluencie buniek a obtiaznym
rozoznévanim ich hranic.
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Obr. 6.6 Graf pre pozorovany parameter ,, suchd hmota bunky M.

Tab. 6.7 Vysledky F-testu realizovaného na datach pozorovaného parametru ,, sucha hmota
bunky M“ .

¢as|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,24012 0,00379 0,03373 0,42837 0,18028 0,16553 0,00043 0,38950
Po<p Po>p Po>p Po<p Po<p Po<p Po>p Po<p
rovnaké rézne rozne rovhaké rovnaké rovnaké rézne rovnaké
O'2 O'2 O'2 O'2 O'2 O'2 O'2 O'2

Tab. 6.8 Vydedky t-testu uskutocneného na data pozorovaného parametru ,, sucha hmota bunky
M* .

cas[h] 0 17 21 25 29 34 38 48

p= 0,33326 0,01309 0,55930 0,39122 0,53585 0,47767 0,00000045 0,30591
P> Po P <Po P> Po P> Po P> Po P> Po pP<p:2 P> pPo
rovnaké rézne rovhaké rovnaké rovnaké rovnaké rézne rovnaké
u (0) p(*) (o) (o) (o) (o) p (***) (o)
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Rychlost’ pohybu bunky
Pre parameter rychloss’ pohybu bunky sme zistili, ze aplikéciou rastového faktoru TGF-p sa

rychlost’ pohybu bunky meni podobne ako parametre plocha bunky, obvod plochy bunky
a kruhovitoss. Zmena nastéava az mezi 17. a 21. hodinou. Vtedy je rychlost’ pohybu buniek vo
vzorku s TGF-B vyssia ako v kontrolnom vzorku. Tento pozorovany jav je v sllade
steoretickym predpokladom, Zze mezenchymdny typ buniek ma tendencie migrovat’ rychlejsie
ako epiteilny typ buniek. Vysledky analyzy na z&klade, ktorej bol vyvodeny tento zaver su
zhrnuté na obr. 6.7 av tab. 6.9, tab. 6.10.

O Rychlost kontrola

oM . Rychlost TGF
E L]
~. .
E 1 5m
o
2}
o
= 1M
O
>
&

0.5M

Oh 17h 21h 25h 2%9h 34h 38h 48h
Cas [h]

Obr. 6.7 Graf pre pozorovany parameter ,, rychlos’ pohybu bunky*

Tab. 6.9 Vydedky F-testu aplikovaného na datach pozorovaného parametru ,, rychlos’ pohybu
bunky”

Cas[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,23758 0,05256 0,89542 0,47576 0,21022 0,13916 0,20432 0,23500
Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p Po<p
rovhaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké rovnaké
2 2 2 2

O'2 O'2 O'2 O'2 g g g g

Tab. 6.10 Vysledky t-testu realizovaného na data pozorovaného parametru ,, rychlos:’ pohybu
bunky*

¢as|[h] 0 17 21 25 29 34 38 48
p= 0,84953 0,56995 0,03440 0,03523 0,00336 0,01119 0,00007 0,00215
P> Po P> Po P <Po P <Po pP<p: P <Po p<p:2 P<p1
rovnaké rovnaké rézne rézne rozne rézne rézne rézne

p (0) (o) p(*) p(*) p(**) p(*) p(F**) p(**)
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6.5 Zhrnutie vysledkov experimentu

Po uvazeni vysledkov statistickych testov pre jednotlivé pozorované parametre mézeme
usudzovat’, ze uskuto¢nenim experimentu sa mam podarilo potvrdit’ vplyv rastového faktoru
TGF-B naEMT a popisat’ ¢asovy priebeh zmien pozorovanych parametrov. Epitelidne bunky
priblizne sedemnast’ hodin po aplikécii TGF-B za¢nu strécat’ svoje epitelidne vlastnosti
a ziskavat’ mezenchymdne vlastnosti buniek. Zmenu tvaru bunky potvrdzuji rozdiely
strednych hodnét t-testu pre parametre plocha bunky, obvod plochy bunky a kruhovitoss’ bunky.
Zvysenu migracnu kapacitu ainvazivitu bunky mozno usudzovat’ z parametru rychlos’ pohybu
bunky.
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7 Zaver

V réamci bakaldrskej prace som sa zaoberala sledovanim dynamiky bunecng linie v
multimoddnom holografickom mikroskope v transmisnom maode. Ciel'om experimentu je
kvantitativny popis epitelid no-mezenchymalneho prechodu nédorovych buniek NMuMG.

V prve casti préce bol stru¢ne popisany historicky vyvoj interferencnej mikroskopie,
spbsob delenia interferencnych mikroskopov a vyvoj digitane holografickel mikroskopie na
FSI VUT v Brne.

V dasg casti préce bol popisany multimodany holograficky mikroskop Q-Phase,
ktory bol pouzity na uskutoc¢nenie experimentu. Tato ¢ast’ sazaobera konstrukciou mikroskopu
Q-Phase, interferenciou, koherenciou, achromaticitou a vinovou dizkou svetla pouzitého Q-
Phase mikroskope. Dalg] pojedndva o spdsobe spracovania hologramu, priblizuje précu so
softwarom a meranie dét.

Nasleduje kapitola zaobergjlca sa popisnymi parametrami bunky, ktord popisuje
pozorované parametre buniek, pouzitych pre postdenie bunkového spravania pri epitelidino-
mezenchymdé nom prechode.

Dale nasleduje kapitola priblizujica informécie o epitelidno-mezenchymanom
prechode buniek, jeho viastnostiach, o spdsobe deleniaETM  a vplyve rastového faktoru TGF-
B naEMT.

Spbsob, akym boli ziskané déta z programu Q-Phase spracované, bol popisany v ¢asti
s ndzvom Statistika. Tu boli popisané statistické testy, ktoré boli pouzité pri spracovavani dat,
ziskanych pocas experimentu a spdsob akym boli tieto testy vyhodnotené.

V experimentalngj casti boli uskutocnené dve sady merani. Meranie kontrolného
preparatu a meranie preparatu, na ktory bol aplikovany rastovy faktor TGF-f . Kazdé meranie
trvalo 48 hodin a bolo snimanych 6 vybranych zornych poli s frekvenciou snimania 1 snimka
za 5 minit. Ziskané déta boli ulozené v podobe datasetu pre neskorsie spracovanie v offline
maode programu, ktory je sicastou mikroskopu Q-Phase. V tomto programe bola uskuto¢nena
segmentécia buniek a nasledna analyza dét z 6smich vybranych ¢asovych Usekov, z ktorej sme
ziskali informécie o piatich pozorovanych parametroch. Vystupy sme podrobili Statisticke)
analyze. Na z&klade vysedkov testu normality, F-testu a t-testu boli vyvodené zavery
experimentu.

Zo ziskanych vysledkov mézeme usudzovat’, ze prvych 17 hodin po aplikacii rastového
faktoru TGF-B nepozorujeme ziadne zmeny epitelidneho fenotypu buniek. Prechod od
epitelidlnych vlastnosti buniek k mezenchymanym indikuje rozdiel strednych hodnét
parametrov plocha bunky, obvod plochy bunky, kruhovitoss’ a rychloss’ pohybu bunky az medzi
17. a 21. hodinou experimentu. Zo zmeny kruhovitosti bunky mézeme vyvodit, ze bunky
strécaju kruhovity tvar typicky pre epitelidine bunky, ich tvar sa predizuje a splost'uje, ¢o je
typickym znakom mezenchymanych buniek. Zvysenu invazivitu a tendenciu migrovat’
predpokladame na z&klade rozdielu strednych hodnét parametru rychlos:’ pohybu bunky. Pri
parametri such4 hmota bunky nedoch&dza k zmene strednej hodnoty parametru medzi
kontrolnym a pokusnym preparatom. Pokles priemernej suchej hmoty v oboch preparétoch
v 38. a 48. hodine pripisujeme nedokonalgl segmentéacii. Problém pri segmentécii ku koncu
experimentu mohol byt zapri¢ineny tym, ze vrstva buniek uz bola takmer konfluentna, ¢o
spbsobuje znacné obtiaze softwaru pri odsegmentovavani jednotlivych buniek.

Experiment potvrdil predpokladany vplyv TGF-B na epitelidine bunky a poskytol
Casovy popis epitelidno-mezenchyméneho prechodu pomocou pozorovanych parametrov.
Boli teda ziskané kvantitativne informécie o jednom z prvych pozorovani EMT pomocou
digitdng holografickej mikroskopie.
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Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

Symbol Rozmer Velic¢ina

A [um?] Plocha bunky (area)

a; [—] Statisticka véha

d [m] Hrdbka bunky

h [m] Vyska pouzitych komorok

H, [—] Nulova hypotéza

L [um] Koherenéna dizka

M [pg] Sucha hmota bunky (mass)

ng [—] Index lomu média

ny [—] Index lomu bunky

Do [—] Hladina vyznamnosti

Py [um] Obvod plochy bunky (perimeter)

R [%] Kruhovitost' (roundness)

x2 [-] Kvadrét k-teho &lenu statistiky

X; [—] |-ty ¢len statistiky

X [—] Aritmeticky priemer

a [ml/g] Refrakeny prirastok

B [°] Vystupny thol

An [—] Rozdiel indexu lomu v danom mieste bunky aindexu lomu média
A [nm] Polosirka spektra

Agp [rad] Rozdiel obrazovej faze predmetovel areferencéngj viny
A [nm] Centralna vinovéa dizka, vinova dizka pouzitého svétla
U [—] Stredn& hodnota

Vi [—] Pocet stupnov volnosti

pi [pg/um?]  Plosnahustota suchej hmoty

o2 [—] Rozptyl

by [rad] Obrazova faza predmetovej viny
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o, [rad] Obrazova faza referencnegj viny

% [rad] Féza

Skratka Vyznam

CCD Charge-Coupled Device

CCHM Koherenciou riadeny holograficky mikroskop  (Coherence-controlled
hol ographic microscope)

DHM Digitdny holograficky mikroskop (Digital holographic microscopy)

EMT Epitelid no-mezenchymany prechod (Epithelial—-mesenchymal transition)

ECM Extraceluléarny matrix (Extracellular matrix)

FFT Rychla Fourierova transformécia (Fast Fourier transform)

IFFT Rychlaiverzna Fourierova transforméacia (Inverse fast Fourier transform)

IQR Rozdiel medzi prvym atretim kvartilom (Interquartile range)

MET Mezenchymdlno-epitelidiny prechod (Mesenchymal—epithelial transition)

NMuMG Nédorové bunky prsnej zl'azy

SNS Signal-to-noise ratio

TGF Transformujuci rastovy faktor (Transforming growth factor)
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