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Summary:

The lecture discusses principles of design of the microscope for
applications in cell biology. There are discussed major aspects which need
to be considered, namely the priority of the biological experiment over the
optimisation of the optical setup. Consequently, main attention should be
given to information content of the experiment. The biological cell is an
asymptotically stable dynamic system, it is sensitive to exact performance
of the sample preparation and reproducibility in the standard sense of
chemistry and physics can never be achieved. In the lecture is proposed to
use the general stochastic systems theory for description of dynamic
behavior of living cell. It is given the reasoning why such approach is
particularly applicable to the case living cell trajectory and how trajectory
segments should be determined.

Next it is described the method of point information gain (PIG) which may
serve for general assessment of information content of an image. It is
discussed why in the case of structured objects the use of Shannon
entropy is not appropriate and why it is necessary to use Rényi entropy as
appropriate information measure. Derived are formulas for point
information gain entropy (PIE) and point information gain entropy density
(PIE/points). These phenomenological variables may be used for mapping
of the unknown state space of the dynamic structured object such as living
cell, but in principle equally well for any dynamic structured object.
Examples of utilisation of the method in real cell biology microscopy as
well as examples on standard distributions are shown.

Further are given examples of potential technical improvements of the
microscope for observation of living cell and concept of universal biological
microscope is proposed. Such microscope is currently under construction
in collaboration with a Czech technology company and by the time of the
lecture first experiments will be available. From the proposed design are
derived constructions of single-purpose microscopes for specific use in
embryology, neurology etc.

Overall approach to microscopic experiment and its analysis is described
in articles Stys et al. 2011a and b and Stys et al. 2012.
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Shrnuti:

V prednasce jsou diskutovany principy navrhu mikroskopu pro aplikace

v bunécné biologii. Jsou diskutovany hlavni problémy, pfedevsim priorita
biologického experimentu pred optimalizaci technického nebo optického
usporadani. Z toho vyplyva diraz, ktery je nutno klast na posouzeni
informaéniho obsahu experimentu. Ziva burika je asymptoticky stabilni
systém a jeji pfesny tvar a chovani je citlivé zavislé na pocate€nich
podminkach. Reprodukovatelnost ve stejném rozsahu jako v chemickém
a fyzikalnim experimentu neni mozno oCekavat. V pfednasce navrhuji a
zduvodnuiji, proc€ je pro popis zZivé bunky zvlasté vhodna obecna teorie
stochastickych systému. Zminuiji se téz o teoretické zakladné pro
stanoveni segmemntu trajektorie takového systému.

Dale je vysvétlena metoda vypoctu informacniho pfispévku jednoho bodu
(point information gain, PI1G), ktera umozriuje stanovit informacni obsah
obrazu. Je vysvétlen zplsob odvozeni této veli€iny a zduvodnéno, proc je
nutné pouzit Rényiho entropii jako spravné méfitko informace. Odvozeny
jsou téz vzorce pro entropii informacniho pfispévku (point information gain
entropy, PIE) a hustotu entropie informaéniho pfispévku (point information
gain entropy density, PIE/points). Tyto fenomenologické promé&nné mohou
byt vyuzity k popisu neznamého stavového prostoru dynamickych objektu
Vv Zivé bunce, ale v zasadé stejné tak dobfe k popisu jakéhokoliv
dynamickeého strukturovaného objektu. V pfednasce jsou uvedeny priklady
vyuziti téchto veli€in k popisu realnych zivych bunék i standardnich objektu
zname struktury.

V posledni ¢asti jsou uvedeny pfiklady technickych vylepSeni mikroskopu
pro pozorovani zivych bunék a je navrzen koncept univerzalniho
biologického mikroskopu. Tento mikroskop je v sou€asnosti konstruovan
ve spolupraci s ceskymi firmami a v dobé verejné prednasky budou

k dispozici prvni vysledky. Z tohoto univerzalniho navrhu jsou odvozeny
jednoucelové mikroskopy pro specialni vyuziti v embryologii, neurologii a
dalSich disciplinach.

Celkovy postup mikroskopického experimentu a jeho analyzy jsme popsali
v 6lancich Stys a spol. 2011a a 2011b a Stys a spol. 2012.
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,Nevyhnutelnost vyuzivani matematiky vychazi zejména z dominantniho
rozprostranéni anorganickeé (Iépe sub-organické) (formy hmoty). Ale pokud
jde o zakony, kterymi se fidi jiné jevy, zde maji anorganické — mechanickeé
- zakony své analogie v zivotnich projevech. Pouze zprostifedkujici role
matematiky je zde povolena. Analogie je to jediné, co je zde tfeba hledat.
A vyuzivani matematiky ve vytvareni vysSich nazoru o Zivoté v pfirodé
nema zachazet nad ramec paralelizace zakonu mechaniky se zakony zivé
pfirody a jejich vztahy (s jejich odvozenymi vztahy a kvantitativnimi
predpovédmi).... Bylo by ale povznas$ejici, prozkoumat zakony nekonec¢na
pomoci matematiky, plnost a spontaneitu Zivota neudélat nikdy zvykem...
Pfi kazdém pouziti matematiky pro paralelizaci je tfeba mit na paméti, ze
matematické symboly se nemaji pouzivat jen jako zprostfedkujici symboly
(coz se tak Casto déje), ale Ze musi byt posuzovany v celém duchu svého
vyznamu. Tak, jako geometr pouziva svUj zapis s plnou matematickou
korektnosti a ne jako bezvyznamné hieroglyfy*

G.F. von Buquoy, Idelle Verherrlichung des empirisch erfassten
Naturlebens, Breitkopf und Hartel, Leipizig 1822.
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1. Mikroskopické sledovani zivych bunék z vyssich organismu
Vyzkum na izolovanych bunkach z vys$Sich organismu, bunéénych
monovrstvach a tkanovych kulturach je kliCovy pro zakladni poznani
v biologii i praktickou medicinu. Pokud bychom byli schopni, napfiklad, na
zakladé histologicky odebraného vzorku posoudit biokompatibilitu
bunécného implantatu, ¢i vhodnost jednotlivého chemoterapeutika pro
potlaceni urCitého nadoru, medicina by se vyrazné zefektivnila, zlevnila a
stala se pfistupnéjsi. Vztah mezi chovanim bunky v tkani (in vivo) a zivé
izolované bunky (ex vivo) neni dobfe prozkouman. V kazdém pfipadé neni
pochyb o tom, Ze bunka izolovana z pfislusné tkané nebo organu je
nejlepSim modelem puvodni tkané, s nimz je mozno bez probléma
experimentovat.

Z technického pohledu si vyzkum na Zivych bunkach izolovanych

z organismu klade za ukol pozorovani bunék s dostate¢nym prostorovym
rozliSenim v Zivém stavu a analyzu jejich dynamického chovani a
dynamiky jejich slozek. VeSkeré experimenty se odvijeji od poZzadavku na
kultivacni podminky. Ty jsou zvlasté narocné, pokud jde o somatické
buriky odvozené z ZivocCiSnych, napfiklad sav€ich, tkani. Takto pfipravené
buriky jsou kriticky citlivé na zachazeni. Proto se s nimi vétSinou pracuje

v kultivanich komorach. Ty mnohdy znemoziuji pouzivani objektivi

s vysokou rozliSovaci schopnosti, maximalni dostupna zvétseni byvaji 20x
— 40x. Z toho divodu fada detaild nebyva rozliSitelna béznymi optickymi
mikroskopickymi technikami.

Ze striktné fyzikalniho hlediska pojem rozliSeni musi byt vztazen k faktu,
Ze bod v puvodnim objektu je optickym systémem pfenasen jako skupina
bodul ve vysledném obraze. Funkce pfenosu informace systémem se
nazyva point spread function (PSF), Cesky nejspise funkce rozmitani bodu
(Airy 1835, Braat a spol. 2008). Pro izolované a dostate¢né vzdalené body
Ize definovat minimalni vzdalenost mezi nimi, v niz je mozno body rozlisit.
Detaily a prakticky rozbor problému zaloZeny na experimentu uvadime

v praci Nahlik a spol. (zaslano). V zobrazenich realnych vzork({ jsou
vSechny body plvodniho objektu reprezentovany, ale ve vysledné
reprezentaci jsou smiSeny zpusobem, ktery nelze jednoduse rozdélit na
reprezentace jednotlivych objektu. Navrhli jsme, jak pouzit tuto informaci
pro sledovani dynamického chovani Zivé burky (Stys a spol. 2011a). P¥i
pouziti standardniho kamerového Cipu se tfemi barevnymi kanaly tak
dostavame unikatni kombinaci reprezentaci na kazdém bodu kamery.
Analyza této informace rozkladem na jednotlivé pfispévky prostfednictvim
znamé PSF je v pfipadé Zivé bunky prakticky nemozna, protozZe jednotlivé
objekty, které pfispivaji k vytvoreni obrazu, jsou u sebe velmi blizko a
nemaiji charakter hmotnych bodu. Prehlednou analyzu problému pro
nejbézné;jsi typ optického kontrastovani — fazovy kontrast — a disledky pro
snimani digitalni kamerou jsme zpracovali v ¢lanku Nahlik a spol.
(zaslano).

Zivé buriky se navic vyznamné lisi ve strukturnich detailech, takze nelze
jednoduse vyuZzit vyhledavani opakujicich se podobnych tvaru - patterns.
Radu tvaru objektl experimentator i v mikroskopii s nejvy$Sim rozliSenim
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do znacené miry odhaduje, napfiklad, ze série nasledujicich snimku
(Lichtscheidl a Foissner 1996). Je to mozZné proto, Ze se objekty navzajem
podobaji do té miry, Ze mozek je pfirozené reprezentuje jako podobné
objekty. Je ale velmi téZké takové pozorovani algoritmizovat, vétSina
dostupnych softwarl selhava pfi rozpoznavani i jen jednotlivych
somatickych bunék v kultufe.

Problém je z praktického pohledu mozno rozdélit na tyto dilCi kroky

1) Reprodukovatelna pfiprava a kultivace bunécné kultury

2) Reprodukovatelné provedeni mikroskopického experimentu

3) Spravny zpusob analyzy dynamického chovani zivé bunky na
zakladé jeji reprezentace mikroskopem

Prvni problém, reprodukovatelna pfiprava bunécné kultury, se nejspise
vzdy bude vymykat pojmu reprodukovatelnosti tak, jak je chapan ve fyzice
nebo chemii. Je tomu tak proto, Ze buriky jsou typické materialni projevy
chovani nelinearnich dynamickych systému, jsou to asymptoticky stabilni
objekty (Cvitanovi€ a spol. 2009). Obrazy jednotlivych bunék i bunécnych
kultur proto nebudou stejné, ale ur€itym zpisobem si navzajem podobné.
Pravé ziskani méfitka podobnosti je jednim z vysledkd, které budou

v tomto textu diskutovany. Cim vice bunék najednou pozorujeme, tim blize
se muzeme dostat ke ,standardnimu” statistickému popisu experimentu.
V typickém experimentu pozorujeme maximalné nékolik desitek bunék
(Obr. 1). Pro jakykoliv detailnéjSi popis stavu bunééné kultury musime
hledat popis bunky jako dynamického systému.

Obrazek 1 Priklad zaznamu vyvoje bunééné monovrstvy z bunék
izolovanych z lidské kostni tkané. Zleva doprava se jedna o 12., 700. a
1430. minutu zaznamu. Zaznam ukazuje zakladni problémy pri vyuZiti této
metody — experiment trva velmi dlouho a scéna se v jeho prubéhu
zasadné neméni. Neboli mnozstvi nové informace je zdanlivé malé. Buriky
ale maji velmi rychlou vnitini dynamiku, ktera je obtizné zachytitelna i
kamerami s pomérné vysokou frekvenci (napf. videokamera s frekvenci
25s™). Jiz s touto frekvenci vznika takové mnoZstvi dat, Ze jejich analyza
Je dostupnymi metodami, vesmeés s vyuZzitim lidské expertni prace,
nerealna. Je nutno vypracovat metodu automatické klasifikace stavu
bunék.

Druhy problém je pfedmétem konstrukce mikroskopu — navrh, k némuz
jsme se dopracovali a na jehoz zakladé je v souCasné dobé konstruovan
biologicky sub-mikroskop — nanoskop, budu diskutovat v posledni kapitole
této prednasky. Pro tento navrh jsme museli nejdfive pochopit, co vlastné
Ize na zivé burice méfit a jak méfené jevy interpretovat, coz je obsahem
tfetiho problému.
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Jak se ale ukazalo, problémy od sebe neni mozno oddélit.

2. Ziva burika jako kauzalni stochasticky systém

Obecnou teorii systému vhodnou pro popis studovaného problému
vypracoval prof. Zampa z Fakulty aplikovanych véd Zapadogeské
univerzity (Zampa 2004). Teorie byla ptivodné vyvinuta pro méfitelné
technické systémy. Stav systému je definovan ve vztahu k jeho
méfitelnosti, zohlednuje fakt, Ze systémovy €as je uspofadana mnozina
hodnot Casu t;. Méfené veliiny z mnoziny veli€in V jsou pouze méfitkem
i reprezentaci atributl systému z mnoziny atributd A mdzeme je méfit jen
s konec€nou presnosti. Trajektorie systému se sklada ze segment(, coz je
takova mnozina hodnot ¢asu a atributa (veli€in) systému, ktera umozni
kauzalné, i kdyz jen stochasticky, pfedpovédét jeho budouci chovani.
Segment trajektorie se tedy sklada z mnoziny atribut( systému prislusnych
jednomu nebo nékolika ¢asum predchazejicich €asu, ktery uvazujeme —
pficiny a ze sady atributd v Case uvazovaném — nasledku. Podle obecné
teorie systémi mizeme vzdy zvolit takové mnozstvi atributd, které ucini
pravdépodobnost systému nezavislou na historii. Segment trajektorie je
pak z hlediska statistického chovani Markovovsky.

Podle plivodni teorie je pfedpovéd chovani systému pouze stochasticka
zejména z toho divodu, ze méfeni ma pouze kone€nou presnost a
méfime pouze v diskrétnich ¢asech. Deterministicky systém

s kontinualnim ¢asem je pouze specialnim pfipadem stochastického
systému. (V principu, podle pravidel kvantové mechaniky, ale neni
nekonecéna presnost dosazitelna. Limituje ji princip neurcitosti (Heisenberg
1927, nedavna formulace relevantni pro tuto diskusi Bialynicky-Birula
2006).) Trajektorii systému tvofi sekvence segmentu, kdy kazdému z nich
Ize pfipsat urcitou pravdépodobnost. Z nich Ize vypocitat pravdépodobnost
prislusné trajektorie. Vhodnou skupinu trajektorii nazveme jevem. (Detaily
matematického popisu jsou v dodatku €. 1).

Cilem sledovani zivych bunék je jejich vyuziti pro vyzkum a medicinskou Ci
veterinarni diagnostiku. V biologii se stav zivé buriky vztahuje zejména

k riznym stadiim bunééného cyklu. V zakladni u€ebnici (Alberts a spol.
2009) se bunéény cyklus definuje jako postupna sekvence udalosti,

Vv jejimz pribéhu bunka zdvoji svij obsah a pak se rozdéli na dveé.
Bunécné cykly se liSi mezi organismy i mezi typy bunék. Nékteré
charakteristiky musi ale byt zachovany, napfiklad pfesna duplikace DNA,
chromozémd, organel, synchronizace mezi bunéénym rustem a rychlost
déleni apod.

Bunéc&nému cyklu je z praktickych divodu v biologii vénovana zasadni
pozornost. Konstatovalo se, zZe u vétSiny heterotrofnich eukaryot, od
kvasinky az po ¢lovéka, jsou zasadni faze bunééného cyklu a fidici
mechanismy stejné. Schématicky je to naznaceno na Obr. €. 2.
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Obréazek 2 Schéma experimentalné pozorovanych fazi bunécného cyklu
pro bunécnou linii kostnich rakovinnych bunék Mg63. Standardni bunééna
biologie se zabyva zejména vlastnim bunéénym cyklem. Rozeznava v
ném faze G1, kdy se burika rozhoduje, zda probéhne bunécné déleni,
nebo zda burika vstoupi do GO faze, v niz se dlouhodobé nedéli. Dale
nasleduje S faze, v niz se duplikuje bunécny obsah, G2 faze, v niz se
rozhoduje o ¢asu déleni, M faze — mitéza, v niz dojde k déleni a navrat do
G1 faze. Mitdézu pak Ize rozloZit opét na nékolik konsenzualnich stadii.

Schéma navozuje pfedstavu, Ze bunécny cyklus ma néjakou typickou
dobu. Pomoci nami vyvinutého software Cells (Levitner a spol. 2010) jsme
byli schopni objektivné vyhodnotit dobu trvani a pocty jednotlivych jevi
bunécéného cyklu. Jedinym zavérem bylo, Ze Zadné typické hodnoty nelze
nalézt. Software, zejména jeho navazujici verze, se vSak vyznamné
uplatnil pfi vytvareni ontologie bunéénych stavu. Zde se uplatriuje

10
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pfedevsim jako komunikacni a klasifikacni nastroj pfi interakcich mezi
biology a informatiky.

V realité pozorovani neovlivnénych zZivych bunék je vétSina bunék v GO
fazi, od niz je rozpoznatelné pouze konecéné stadium S faze, kdy jiz
probé&hlo oddéleni jader dvou budoucich bunék. Také mitézu Ize malokdy
klasifikovat do konsenzualné pfijatych stadii, vesmés Ize sledovat velké
mnozstvi riznych struktur. Obecné Ize fici, Ze kdyz uz bunééné déleni
nastane, az na naprosté vyjimky probéhne az do konce, vzniku dvou
bunék v (z pohledu bunécného biologa) v GO fazi.

Pro diagnostiku nad ramec zjisténi, zda se burika déli i naopak zemfe, je
sledovani pouhého bunécného déleni nedostatecné. Potfebujeme védét,
jak se bunky budou chovat po integraci do tkané (v pfipadé studia I€Civ Ci
implantatd), zda se déli odliSné nez zdrava tkan, napfiklad rychleji nebo
jinak anomailné (v pfipadé nadorovych bunék) a podobné. Popularita a
uspéch sledovani bunééného déleni jako takového spociva v jeho
uchopitelnosti, jakmile nastane, je dobfe reprodukovatelné. Rizeni
procesu je zdanlivé deterministické a jeho stav Ize sledovat monitorovanim
hladin Fidicich proteint, cyklind. Ty Ize oznacit fluorescenéné, napfiklad
riznymi chemickymi znackami (na chemicky modifikovanych burkach),
ale v posledni dobé zejména expresi fuzniho proteinu s riznymi
fluorescen&nimi proteiny. To je realizovano tak, ze se ke genu kédujicimu
dany protein pfipoji gen pro fluoreskujici protein medizy (Day a Davidson
2009, Shimomura, Chalfie a Tsien 2008). Tim se jasné urci, v jakém
stadiu bunééného cyklu burika je, vzniklé mikroskopické obrazky jsou
pomeérné jednoduché, je mozno je do zna¢né miry analyzovat
automaticky.

Odpoveéd na otazku, co bunéény cyklus spousti, co spusti produkci cyklint
a dalSich protein v mitotické fazi bunécného cyklu, neni jasna. Jsou
znamy proteiny pfitomné v mezibunéném prostoru zvané mitogeny, které
stimuluji déleni bunék. Buriky si ale prokazatelné vymérniuji informace i —
pfi integraci do tkané zejména — prostrednictvim transportu hmoty pomoci
kanalkd (Obr. 3) .

11
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Obrazek 3 Vyména informace mezi dvéma burikami monovrstvy kultury
HelLa bunék (bunék rakoviny lidského vajecniku) prostrednictvim
pseudopodia. Pri analyze ¢asoveho zaznamu je mozno sledovat jednotlive
,balicky“ hmoty transportované mezi burikami (Stys a spol. 2011a). Obsah
téchto objektu, nejspise lipidovych vacka, které mohou nést napfiklad
signalni proteiny, signalni metabolity nebo nukleové kyseliny, neni znam.
Nemame tedy k dispozici Zadny jednoduchy fidici signal, ktery bychom
mohli sledovat. Musime se orientovat na pozorovani stavu buriky jako
systému. Howard a spol. (2001) ukazali, Zze v bunce baktérie Escherichia
coli probihaji oscilace proteind MinD. O nich bylo znamo, Ze jejich
vyfazeni vede k porucham bunééného cyklu. Pfi prodluzovani buriky se
frekvence oscilace po urcitou dobu prodluzuje, po dosazeni limitu se
burika zacne délit. To je v souladu s pfedstavou Kaneka (2006), ale ve
skute€nosti jiz s mnohem starSi predstavou Prigogina (napf. Nicolis a
Prigogine 1977), Ze zivé organismy jsou asymptoticky stabilni struktury.
Po dobu, po niz byly parametry cyklu oscilaci v burice v mezich splfiujicich
ramec jednoho asymptoticky stabilniho cyklu, chovala se burika jako jeden
celek. Jakmile byla pfekroena maximalni délka buriky, bylo zahajeno
déleni. Schwille a spol. potvrdili tuto pfedstavu i experimentem in vitro, kde
Min protein navazali na membranu upevnénou na sklenény povrch (Loose
a spol. 2008). Pozorovali vznik putujicich vin podobny jako u Bélousovovy-
Zabotinského reakce (Bé&lousov 1956).

Zda se tedy, Ze stav buriky by mohly charakterizovat dynamické struktury,
které se v burice opakované vyskytuji. Rada v&dct se snazi tyto jevy
stabilnich objekty, chaotickych atraktoru (Kaneko 2006). Pfechod do
jiného stavu bude zplsoben takovou zménou parametru, ktera povede na
kvalitativné jiny asymptoticky stabilni objekt. Z pohledu interpretace
experimentu je tfeba nalézt takovou charakteristiku Zivé buriky, ktera
urCuje jeji makroskopickou strukturu a tuto s dostateCnym ¢asovym

12
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rozliSenim méfit. Musime nalézt takovy matematicky popis, ktery je
kvalitativné podobny chovani buriky. Zda, Zze jednou takovou moznou
strukturou je chaoticky atraktor. Diskuse v této praci vychazi

z pfedpokladu, Zze asymptoticka stabilita zivé bunky je zalozena na takové
organizaci bunécnych metabolickych a signalnich drah ze vedou na
chaoticky atraktor.

Cilem konstrukce modelu je ujasnit si, jakou veliCinu bychom méli méfit a
jakou metodou. Nejstudovanéjsim asymptoticky stabilnim objektem je
Lorenzuv atraktor (Lorenz 1963). Lorenzlv atraktor je popsan rovnicemi

X o(x—y)
e=v = (7)1 v =)

Z xy — bz
Jedna se o radikalné zjednoduSeny model chovani Raleyigh - Bénardovy
cely (Raleyigh 1916). Proménné X, y a z jsou jednoduchymi
transformacemi plvodniho Saltzmannova popisu oscilujici konvekce
s kone¢nou amplitudou (Saltzmann 1962). U Saltzmanna X byla intenzita
konvektivniho pohybu, Y je umérné rozdilu teplot pfitékajiciho a
odtékajiciho proudu a Z umérna odchylce vertikalniho teplotniho profilu od
linearity. V Lorenzové vyjadienix =X, y=Yaz=Z—-oc—pukdeocay
jsou koeficienty v rovnicich Lorenzova atraktoru. Tyto koeficienty jsou
odvozeny z charakteristik toku, jedna se o Raleyighovo a Prandtlovo Cislo.
Podstatné pro dalSi diskusi je, Ze se jedna o makroskopické proménné
stejného typu jako je frekvence oscilaci v bakterialni bufice u Howarda a
spol. (2001) nebo délka, tvar a rychlost postupujicich vin u Loose a spol.
2008.

Soucasna systémova biologie vyuziva vesmés modely zaloZené na
principech modelovani metabolickych drah (napf. Karp a spol. 2010,
Waltermann a Klipp 2011). Koeficienty — z chemického hlediska rychlostni
a rovnovazné konstanty - které tyto modely obsahuji, pochazeji vesmés

z biochemickych experimentt ve zfedénych roztocich. Opakované se
ukazalo, Ze tyto vysledky mohou byt velmi daleko od reality v Zivé bunce.
Zejména ale je nejspiSe problematickeé ztotoznéni koncentraci metabolitl
a proteint s proménnymi charakterizujicimi asymptoticky stabilni stav zivé
buriky. Pokud si uvédomime, Ze je tfeba studovat struktury tvofené vice
latkami a jejich dynamiku, pfestava byt problémem i fakt, Ze v mikroskopu
vidime jen jejich reprezentaci. Dllezité je nalézt méfitko jimz je mozné
pozorované struktury méfit, nazvéme ho napfiklad mirou strukturovanosti
objektu.

3. Informacni prispévek bodu a entropie informacniho prispévku
3.1 Informacni pfipévek bodu — transformace jednoho obrazu

Pro zjiSténi informacniho obsahu jednotlivého bodu na snimku jsme
vyvinuli metodu informacniho pfispévku jednoho bodu. Na pocatku byla
jednoducha uvaha vychazejici ze Shannonovy teorie informace (Shannon
1948). Pro Shannonovu entropii S plati vztah

S=Yripilogpi (2
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Kde p; je pravdépodobnost i-tého jevu a n je pocet jevl. Pro nalezeni
informacniho pfispévku obrazového bodu jsme za pravdépodobnost
povazovali relativni po€et vyskytl dané intenzity v obraze. Shannonovu
entropii jsme spocitali pro rozdéleni pravdépodobnosti se zapocftenim a
bez zapocCteni uvazovaného bodu. Rozdil téchto dvou hodnot dava
informacni pfinos daného bodu, point information gain, PIG.

Problémem tohoto pfistupu je fakt, Zze vyskyty intenzit nemaji normalni
rozdéleni a proto Shannonovu entropii neni zcela opravnéné pouzit.

Z mnoha mér informace pouzivanych pro jina nez normalni rozdéleni jsme
zvolili Rényiho entropii (Rényi 1956).

1
Iy = —log, ¥iL, pi’ 3)
Kde a je koeficient, ktery ma vztah k rozdéleni pravdépodobnosti jevu.
Theiler (1990) shrnuje, jaky ma vybér koeficientu a vztah k obecné
dimenzi prostoru D, pro né&jz plati

. I
Da = hmr_,o —logr (4)
kde r je pouzité méfitko (Theiler 1990).
Pfi praktické aplikaci této metody jsme ziskali transformovany obraz tak,
jak je uveden na obr. 4.

Obrazek 4 Srovnani zobrazeni bunék Mg63 pomoci fazového kontrastu
(levy panel) s jeho obrazem transformovana pomoci PIG jako Al 1
(pravy panel). Pseudobarvy pochazeji z rizné zavislosti indexu lomu na
vinové délce — v pripadé fazového kontrastu — nebo z kombinace
informacnich prispévku v jednotlivych barevnych kanalech — v obraze
transformované pomoci PIG.

Pro informacni pfispévek jednoho bodu Al

AIx,y,a: =1y — Ix,y,a (5)

kde I, a I, . jsou pfislusna Rényiho entropie celého snimku a snimku

s vynechanym posuzovanym bodem. Transformace obrazu

z reprezentace pomoci puvodnich intenzit do reprezentace pomoci PIG je
sama o sobé velkym pfinosem pro analyzu mikroskopického obrazu, ale i
analyzu obrazu obecné (Urban a spol. 2009, Stys a spol. 2011a, Stys a
spol 2011b, Stys a spol 2012 ). Na obr. 5 jsou zobrazeny obrazy
transformované pro nékteré typické hodnoty a v porovnani s pavodnim

v« » PIG, pak plati vzorec
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obrazkem z fazového kontrastu. Na obr. 6 pak pribéhy zavislosti poctu
bodu o daném PIG - Al , , na Al,,, .. Je zfejmé, Ze nizké hodnoty
koeficientu a zvyrazhiuji vzacné body, naopak a vétsi nez 1 je potlacuje.
Typickou vlastnosti obrazl transformovanych pomoci PIG je zvyraznéni
hranic objektd a zvySeni rozliSeni jejich struktury pomoci pseudobarev.
Zde je tfeba si uvédomit, Ze fakticky kazdé zobrazeni mikroskopem

v pruchodu svétla je zobrazenim v ,pseudobarvach“ z pohledu standardni
fotografie se zaznamem na barevny film. Mikroskopicky obraz je tvofen
predevsim rozptylem na hranicich objektu rizného indexu lomu. Napfiklad
fazovy kontrast, pouZity v obr. 4 a 5, je zaloZen na kombinaci rozptylu
svétla a zpozdéni, které vznika pfi prichodu svétla prostfedim o rizném
indexu lomu. Experimentalni analyzu funkce rozmitani bodu (PSF) a
vyuziti transformace obrazu pomoci PIE pro objektivizaci zaostfeni
mikroskopu jsme popsali v nedavné praci (Nahlik a spol. zaslano).

PFi po&tech obrazku ziskanych v typickém experimentu ¢asosbérné
mikroskopie, coz jsou bézné tisice az desetitisice obrazkl obsahujicich
desitky az stovky jednotlivych bunék, je nepfedstavitelné, Ze by se
vysledky detailnéji interpretovaly ruénim zpracovanim. Presto je to
pFevazujici styl prace v laboratofich buné&né biologie. Dlvodem jsou
zejména problémy s automatickym zpracovanim obrazu, kdy identifikace
bunék i dalSich objektl ve vétSich scénach je zatim nevyfeSenym
problémem. Teprve v dalSim kroku nastupuje analyza vnitfnich struktur.
Uspofadame-li nasledujici snimky do filmu, lidsky mozek dokaze nasledné
objekty integrovat a tim detekovat. To zakonité vede k subjektivnimu
vybéru studovanych objektl. V této praci jsou diskutovany vysledky
semiautomatického pfistupu, kdy jsme jednotlivé bunky oznacCovali ruéné a
zkoumali vhodnost transformace pomoci PIG pro jednoznacnou klasifikaci
jejich stavl. PIné automatizovany pfistup je nejspiSe v sou€asné dobé
mimo technické moznosti souc¢asné mikroskopie, jak budu diskutovat

v kapitole 4.

V kazdém pfipadé ma metoda transformace pomoci PIG velky prakticky
vyznam. Ne vzdy je totiz dostupné jednoduché, napfiklad fluorescencni,
barveni bunék. Navic se pfi takovém barveni sleduje jen jeden jev a
ostatni se zanedbavaiji. Pokud se tedy podafi jednotlivé jevy klasifikovat,
ziska se komplexni informace o organelach a jejich stavech

v neovlivnénych burikach (Stys a spol. 2011 b).
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Obrazek 5 Detail ptivodniho obrazku ziskaného metodou fazového
kontrastu a vybrané typické transformace PIG. Zobrazen je vyfez obrazku
bunék HelLa v oblasti bunécného jadra. Pri velmi nizkych hodnotach a jsou
zdaraznény vzacné body. Z praktického hlediska je duleZitd moznost
vynechat nékteré velmi vzacné body. Ty byvaji ¢asto zptsobeny,
napriklad vadami kamerového Cipu, a neodrazeji Zadné vlastnosti
sledovaného objektu, zato vSak deformuji rozdéleni hladin PIG. Tuto
vlastnost jsme do software implementovali po rozsahlém testovani v
posledni dobé.
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Obrazek 6 Vybrané zavislosti poc¢tu bodu na hodnoté PIG pro ruzné
hodnoty a. Zavislost poctu bodi na hodnoté PIG je z principu vZdy hladka
kfivka. Pro Gaussovo rozdéleni je rozdéleni hodnot PIG po ose X
rovnomérné pro a=1. Pro a=2 a Gaussovo rozdéleni je naopak zavislost
poctu bodu na PIG linearni. Z realnych zavislosti je tak mozno jednoduse
zjistit, jak se studované rozdéleni pravdépodobnosti lisi od rozdéleni
normalniho. Body, které vybocuji z hladké krivky, jsou soucty vyskytd pro
dvé nebo vice realnych hodnot PIG. Tento jev je zplsoben redukci poctu
hladin na 256 pro zobrazeni pomoci pocCitace. V realném experimentu se
tato redukce objevuje hned dvakrat. Poprvé prfi kompresi obrazu pfi
snimani kamerou, podruhé pfi vypoctu PIG.
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3.2 Entropie prispévku informacniho bodu jako jednoznacna metoda
klasifikace struktury objektu a stanoveni experimentalni stavové
trajektorie Zivé bunky

Z hodnoty informacniho pfispévku jednoho bodu je mozno spocitat dvé

veliiny charakterizujici cely objekt.

Al, = Zizrll ;:T AIx,y,ac (6)

kterou jsme nazvali entropii pfispévku informacniho bodu (point

information gain entropy, PIE) a kdy s¢itame informacni pfispévky vSech

jednotlivych bodu. Hodnoty n a m jsou rozsahy bodu v obraze.

Pfripadné mizeme scitat jen pfes hodnoty entropii pro jednotlivé nalezené
hladiny entropie |

AIa,r = Z%zgnaxlevelAIx’y,a,l (7)

¢imz ziskame veli€inu, kterou jsme nazvali hustotou entropie pfispévku
informacniho bodu (PIE/points). Obé veli€iny je mozno pouZzit jako méfitko
stavu objektu.

Obrazek 7 ukazuje, jak se hodnota PIE/points pro vybrané hodnoty a vyviji
po 262 minut Zivota bunky, b&éhem nichz probéhlo bunécné déleni.

-0,005 N.O' of imalge
101 m 151

51

201 251

-0,01

PIE/points

-0,015

-0,02 -

-0,025

Obrazek 7 Zavislost hodnoty PIE/points pro a« = 1.5 pro jednotlivou buriku
Mg63 ve tiech barevnych kanalech. Jedna se o stejnou buriku jako na
obrazku 4. Je patrné, Ze obraz buriky se v ¢ase vyviji do nékolika objektu
S podobnou hodnotou PIE/points.

Mame tedy k dispozici sadu proménnych, které odrazeji strukturu objektu.
V optimalnim pfipadé bychom znali vSechny obecné dimenze daného
objektu a zvolili parametr a tak, aby vzniklé hodnoty PIG, PIE, respektive
PIE/points pokryvaly spravné a kompletné strukturu pozorovaného
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objektu. Takova sada je pak unikatnim identifikatorem daného obrazku,
identifikuje ho ve vicerozmérném prostoru. V dalSim textu budu
predpokladat, Ze nahodné vybrana sada parametri a dostatec¢né
reprezentuje fazovy prostor a Ze na zakladé takto vzniklych soufradnic
muzeme studovat trajektorii zivé bunky ve fazovém prostoru alespon

v ramci jednoho experimentu (viz obr. 8).

pozorovaného asymptoticky stabilniho objektu jeviciho prvky
samoorganizace jsme publikovali v €lanku ve sborniku Sixth International
Workshop on Self-Organising Systems (Stys a spol. 2012). Do tohoto
textu se bohuzel nevesly.

x 107
-2~
-3 -
-4 -
-5 -
o 65—
=
s ]
8 7+
(=]
-8 -
-9
10 4
REN
S . ' "
- 002 qmE 0.0 0.015 0.02
osa green 1.5 osared 0.7

Obrazek 8 Stavova trajektorie buriky Mg63 v souradnicich PIE/points
(Al,,) a=0,7 v Ccervenem kanalu, a=1,5 v zeleném kanalu a a=3 v modrém
kanalu. Jednotlivé stavy buriky jsou jasné oddélené a hodnoty se jasné
shlukuji. Shluky je mozZno povaZovat za jednotlivé, objektivné nalezené,
stavy burky.

4. Experimentalni stanoveni trajektorie zive buriky

Mnohem slozit&jsi je otdzka srovnavani vysledkd mezi sebou. Jeji feSeni
ale musi byt cilem vyzkumu dynamiky Zivé bunky, pokud ji nékdy mame
byt schopni vyuzit pro diagnostiku. Z pfedchoziho rozboru je patrné, ze
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provedeni experimentu a objektivni analyzu dat neni mozné oddélit. Pfi
praktické aplikaci metody popsané v kap. 3 pracujeme fakticky se sadou
fenomenologickych parametru. Diskuse, nakolik je podobny vybér
fenomenologickych parametrl v experimentalni praci obecny presahuje
ramec tohoto textu. V kazdém pripadé je tfeba hledat experiment, ktery
bude mozno co nejlépe reprodukovat plvodni strukturu. Na obrazku 9 je
srovnani experimentu ze standardni mikroskopie a mikroskopie

s videozesilenim. Obrazky ze standardniho mikroskopu v jednotlivych
barevnych kanalech a jejich kombinace ukazuiji, jak je informace
pfenesena mikroskopem zavisla na vlastnostech konkrétniho optického
usporadani. Konkrétni tvar zobrazeni (v klasické mikroskopii vcelku
nespravné mluvime o zkresleni) je navic rizny pro rdznou polohu vUci
roviné zaostfeni. Tento problém jsme podrobné rozebrali v nedavné
publikaci (Nahlik a spol. zaslano a téz obr. 12). Detaily obrazku

z mikroskopie s vidozesilenim a pfi teoretickém zvétSeni objektivu 100x
ukazuje detaily velikosti jednoho bodu na kamefe, coz je v tomto pfipadé
24 nm v plvodnim obrazku.

Obrazek 9 Porovnani objektu podobné velikosti v HelLa burice zobrazené
pomoci standardniho a nejlepSiho dosazitelného usporadani. Standardni
usporadani je 40x zvétseni suchym objektivem, snimani fotoaparatem

s tfemi barevnymi kanaly, optické kontrastovani pomoci fazového
kontrastu (Zernike 1934) (panely a-d). Maximalni dosazitelné rozliSeni
bylo realizovano mikroskopii s videozesilenim (Reynolds 1969), 100x
zvétsSeni imerznim objektivem, bez optického kontrastovani (panely e a f).
V obou pripadech je zobrazen informacni prispévek jednoho bodu. Panely
a-c jsou jednotlivé barevné kanaly PIG byla vypoctena s a=1,5. Panel d) je
kombinace téchto kanalu. Panel e) pfedstavuje PIG — transformovany
obrazek z mikroskopu snimany v intenzivnim biléem svétle. Panel f) je
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tentyz obrazek, kdy jednotlivé hladiny PIE byly rozdéleny do tri
pseudokanald pro lepS$i vizualizaci jednotlivych objektd.

Objekty uvniti oznacené oblasti na panelech a-d v obrazku 3 jsou typicke
pseudoobjekty pod rozliSenim mikroskopu, fe€eno slovy pokrocilého
uzivatele mikroskopu. Skute¢né& neni mozno nijak posoudit, do jaké miry
se jedna o reflexi skute€nych objektu, které jsou vyznamné opticky aktivni
jen pfi urCitych vinovych délkach, nebo zda se jedna o stejny objekt
zobrazovany jinou funkci rozmitani bodu (PSF) pfi jiné vinové délce. Dalsi
komplikaci je fakt, Ze rizné PSF pusobi na objekty v jiném misté
vzhledem k ose €oCky a v jiném misté vzhledem k roviné zaostfeni. Neni
vSak pochyb, Ze se jedna o jadérko, objekt uvniti bunééného jadra. Také
neni pochyb, Ze jiné usporfadani uvnitf objektu povede k jiné strukture
pseudoobjektl a Ze tato struktura do zna¢né miry jednoznacné skute¢nou
vnitini strukturu objektu odrazi. Stavova trajektorie objektu je uréena
fenomenologickymi proménnymi Al, ,. objektu pro jednotlivée hodnoty a. A
jediné, co nam zbyva, je pouzit mikroskopické pseudobjekty jako
fenomenologické charakteristiky, coz je jiné vyjadfeni faktu, Ze jako
stavové proménné pouzivame veliiny PIE a PIE/points.
Objekty zobrazené pomoci mikroskopie s videorozliSenim jsou realné
objekty. Je to dano tim, Zze funkce rozmitani bodu — PSF — je v tomto
pfipadé mensi nez bod kamery. To je ovéfeno experimentalné a pfipisuje
se to kvantové-mechanickému chovani fotonu v experimentu (Mizushima
1988, Lipson 2003), rozliseni mikroskopu se povazuje za simultanni
provedeni mnoha kvantové mechanickych experimentl. Z Heisenbergova
principu neurcitosti pak Ize odvodit, Ze pro rozliSeni mikroskopu plati
upraveny Abbého vztah (Abbé 1873)

2
ox > 2nVNsina (8)
kde 6x je rozliSeni v roviné obrazu, A vinova délka, n index lomu skla, N
pocet dopadaijicich fotonu a sin a je polovina uhlu, pod nimz je zobrazovan
bodovy objekt. Pfi vysoké intenzité (nekoherentniho) svétla je tak mozné
dosahnout teoreticky nekonecného rozliseni. Bez hlubsi analyzy detaill
platnosti téchto odvozeni pro mikroskopii s videozesilenim (VEM) je vidét
z experimentu na obrazku 9, Ze teoretické rozliSeni je mozno dosahnout,
pfinejmensim u zobrazeni nékterych bodd. Technika VEM je pfitom
v zasadé velmi jednoducha. Staci velmi intenzivni svételny zdroj a
kamera, na niz je mozno snizit zesileni. Obraz pozorovany pouhym okem
je sice presvicen, na kamere jsou vSak pozorovany vsechny realné
dostupné detaily.

Pfesto vysokeé rozliSeni je realna informace ziskana z obrazu mensi nez
ta, ktera byla ziskana standardni metodou. PfedevSim proto, Ze velikost
scény je fadové mensi nez pfi mensim zvétSeni a proto, Ze pozorujeme pfi
jedné vinové délce. DalSim problémem je potfeba pozorovat v komurce
tloustky sklenéného kryciho skli¢ka, aby bylo mozno z obou stran
dostatecné pfiblizit optickou soustavu. Tyto problémy feSi nové navrzeny
mikroskop, ktery byl zkonstruovan a je v sou¢asné dobé testovan
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v laboratofich v Novych Hradech. Vysledky dosazené na tomto novém
pristroji budou v pfednasce prezentovany.

Pokud je Ziva bunka skute¢né asymptoticky stabilnim systémem, neni
libovolné, s jakou frekvenci snimky sbirame. Extrémnim pfFikladem
vnitrobuné&éné dynamiky je nejspiSe narlstajici burika rostlinného
kofenového vlasSeni. Tam se ukazuje, Ze i v ramci opakovaci frekvence 25
s™ dojde k takové reorganizaci bunééného interiéru, Ze vesmés neni
mozno sledovat pohyb jednotlivych tvari. Nasim zajmem jsou bunky

v sérii obrazku vzdalenych od sebe 0 1 s i 10 s Ize snadno pfiradit
odpovidajici objekty (obr. 11). Na téchto snimcich je vidét jeden

z vyznamnych technickych problému, kterym je velky vliv bodd mimo
rozsah prostoru ktery se béZzné oznacuje jako hloubka ostrosti. Tyto body
se v obrazku vyskytuji vzdy, kdy pozorujeme transparentni objekt vétsi
tloustky a jevi se jako velmi jasné. | kdyz strukturni pfifazeni jednotlivych
objektl pozorovatelem je relativné bez problému, automatickou analyzu
stavové trajektorie v tomto pfipadé nelze pouzit. Pfitom ruc¢ni analyza
spotfebuje i nékolik tydnl. Také objem ziskanych dat je tak velky, ze
zpracovani dat snimanych podobnymi frekvencemi vede k velkym
problémUm pfi skladovani a zpracovani dat.

Obrazek 11 Obrazek interieru HelLa buriky transformovany PIG
s a = 2,0. Snimky ze sekvence VEM jsou sbirana v ¢ase 0, 1 a 10 s.
Rozdily v pseudointenzitach jsou zptsobeny pfitomnosti objektl na hranici
hloubky ostrosti, které pfispivaji velmi intenzivnim signalem.

Z pohledu praktického vyuziti stavové trajektorie zivé bunky mizeme
rozlisit dva ukoly: praci v konkrétni laboratofi, napfiklad akreditované
medicinské kontrolni laboratofi, a experimentalni laboratof, ktera si klade
za cil produkovat vysledky porovnatelné v celém svété. Jadrem odliSnosti
pFistupu je vztah k biologickému materialu. V akreditované laboratofi jde
predevsim o komfort laboratorniho personalu, protoze cilem je opakované
a reprodukovatelné charakterizovat konkrétni vzorky. Ve vyzkumné
laboratofi se predpoklada moznost experiment se stejnou kulturou
opakovat se stejnym vysledkem kdekoliv na svété, pficemz se snazime
ziskat zaroven co nejvétsi mnozstvi poznatkd. V disledku diverzity
biologického materialu a nakladnosti experimentl je vSak prese vSechnu
snahu reprodukovatelnost v biologickém vyzkumu vesmeés problematicka.

Ukazali jsme, Ze vyuziti PIE umoziiuje dobfe rozdélit stavovou trajektorii
Zivé bunky v jednom konkrétnim experimentu vedeném metodou
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vyuzivanou v aplikacni laboratofi. Naproti tomu vyuziti vysoce rozliSené
tedy, Ze jak sbér dat v intervalu minut, tak fakticky mensi rozliSeni
mikroskopu — €i vétSi zkresleni obrazu — neni tak zasadnim problémem,
mozna dokonce vyhodou. Ziskavame sice hodnoty zjevné
fenomenologickych proménnych, jejichz vztah k atributim plvodniho
objektu je velmi nejasny, ale na druhou stranu nesou tyto proménné kazda
vyrazné odliSnou informaci. Kazdy barevny kanal tak pfinasi do vysledku
nezavislou a odliSnou, byt fenomenologickou, informaci. Pfedevsim Ize ale
experiment bez problému vzdy provést tak, aby nebyl ovlivnén
experimentalnimi podminkami, jako je citlivost snimaciho zafizeni. (Zajisté
vSak nelze fici, Ze by v biologické praxi byly experimenty vzdy spravné
provadény.)

NemuUzeme vyloucit, Ze nékteré Casti pozorovanych trajektorii by bylo
mozno dale rozdélit, pokud bychom byli schopni vyhodnotit rychlejSi déje a
tim stav bunky |épe diagnostikovat. V mikroskopii s videozesilenim
predevsim dojde k zadsadnimu zmenSeni pozorované scény a tim fakticky
ke znemozneéni jakéhokoliv statistického vyhodnoceni na urovni vice
bunék. Dale, diky zmenseni hloubky ostrosti zaénou informaci obsazenou
v experimentu vyznamné ovliviiovat signaly objektl z jejich okrajl, které
se chovaji opticky vyrazné odliSné. Z teoretické analyzy mikroskopie

s videozesilenim vyplyva, Ze rozlisSeni by nemélo byt zavislé na
teoretickém rozliseni mikroskopu. Regeno z pohledu kvantové-
mechanického odvozeni (Lipson 2003), velikost tvaru, jimz mikroskop
zobrazuje jeden bod v objektu, by vzdy méla byt mensi nez bod na
kamere. Pro analyticky pfistup, kdy nasim zajmem je pochopit pfispévky
jednotlivych prvkl systému, je mikroskopie s videozesilenim ziejmé
nejvhodnéjSim nastrojem. Pfi systémoveém pfistupu, kdy nasim cilem je
najit vhodné — pokud mozno ortogonalni - systémoveé proménné, se
mohou jiné metody nakonec ukazat vhodnéjsi.

5. Konstrukce mikroskopu pro studium kultury zivych bunék
Jak jsem naznadcil v uvodu, existuji tfi navzajem provazané problémy

1) Reprodukovatelna priprava a kultivace bunécné kultury

2) Reprodukovatelné provedeni mikroskopického experimentu

3) Spravny zplsob analyzy dynamického chovani zivé bunky na
zakladé jeji reprezentace mikroskopem

Celkovy detailni popis mikroskopu vyda na samostatnou prednasku. Byl
navrzen ve spolupraci se dvéma Ceskymi vyrobci a v soucasné dobé se
testuje. V nasledujicim textu budu diskutovat jen hlavni specifika
pouzivani mikroskopu.

1. Kultivace bunék: V kapitole 4 je rozebran problém experimentalniho
stanoveni stavové trajektorie zivé bunky. Ukazalo se, Ze i pfi
technicky velmi detailné provedeném experimentu neni mozno
jednoznacné rozhodnout jak experiment provést z hlediska
optického usporadani. Pro vétSinu redlnych problémd by mélo byt
dostacdujici snimat s 20x az 40x zvétSenim. Pfi pouziti mikroskopie
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s videozvétSenim a za pouziti vicebarevné kamery by neméla byt
problémem interpretace pozorovanych objektl. Toto uspofadani ale
doposud nikde nebylo pouzito a ovéfeno. MlzZe se také ukazat, Zze
pravé nedokonalost optického uspofadani, a tim i zasadné odlisna
reprezentace pozorovaného objektu, je pro stanoveni stavové

ale reprodukovatelné provedeni experimentu. Jadrem problému je
tedy zajistit takové biologické provedeni experimentu, které bude na
jedné strané reprodukovatelné a co mozna nejméné stresuijici pro
buriky a na druhé strané umozni aplikaci vétSiny mikroskopickych
technik. Proto jsme vyvinuli mikrofluidni celu pro mikroskopii.
Problém optimalizace vyvoje mikroskopickych komarek je velmi Zivy
a nezda se, zZe by bylo k dispozici univerzalni feseni. Méli jsme
prilezitost méfit u firmy NeuroZone v Milané, ktera spolu s IBM
Zurich vyviji zafizeni BrainChip (Lovchik et al. 2009). Jeho jadrem
je specializovana mikrofluidni komurka geometrie optimalizované
vzhledem k dobré kontrole komunikace mezi neurony a za ucelem
aplikace nékolika chemickych signalu. Zda se, Ze podobna
komplikovana feSeni jsou nekompatibilni s reprodukovatelnym
provedenim biologického experimentu. Je pravdépodobné, Ze
jednoduché feSeni vyvinuté v nasi laboratofi bude nakonec po
mensi geometrické upravé pouZzito i témito pfednimi pracovisti.

. Reprodukovatelné provedeni optické mikroskopie: Experimentalné
jsme dokazali (Nahlik a spol. v tisku), Ze metoda vypoctu PIE je
vhodna i pro reprodukovatelné nastaveni mikroskopu. Podle cile
prace je mozno pouzit tfi rizna nastaveni: (a) klasické zaostreni,
které je zaméfeno na co nejmensi velikost vybranych pozorovanych
objektu, (b) zaméreni na co nejvétsi informacni obsah obrazu,
maximalizace PIE a (c) nalezeni pozice, v niz je nejlépe
reprodukovan tvar standardniho objektu. Experimentalné jsme
stanovili, Ze pozice, v niz je nalezen nejmensi objekt a pozice

s nejvétSim PIE, se lisi o jednotky mikron(. Bézna tloustka buriky je
do 20 mikron® (Obr. 11). Toto jednoznacné rozdéleni je mozné
pouzit pouze v pripadé, Ze je tvar sledovaného objektu znam. Je
vidét, Zze pro rlizné hodnoty a se maximalni hodnota nachazi v jiné
pozici. Pozice pro maximum informacni entropie se pro kulovy
objekt nachazi v Sirokém rozsahu skaly. V pfipadé hodnot a, které
zvyraznuji objekty pramérné velikosti (@ = 0,7 — 1,7), se maxima
nachazeji po oboru stranach pozice nalezené pro nejmensi objekt.
Z toho usuzujeme, Ze ustaveni fokusu do centralni pozice mezi
dvéma maximy PIE povede k nejlepSimu dosazitelnému
optimalnimu zaostfeni.
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Latex Particles - Phase contrast

Obrazek 12. Ruzné objektivné stanovitelné polohy zaostreni
mikroskopu pro fazovy kontrast. Vodorovna osa zleva do stfedu
ukazuje hodnotu koeficientu a, vodorovna osa ze stfedu doprava
polohu mikroskopického stolku vzhledem k empirické poloze
zaostfeni a svisla osa hodnotu PIE. Zaostreni jsme posuzovali pro
Cerveny kanal. Modré body jsou hodnoty v poloze empiricky
nejlepsiho zaostreni, ktera se objektivné shoduje s pozici, v niz jsou
nalezeny nejmensi body. Ty jsou vSak geometricky silné
deformovény. Cervené body udéavaji polohu stolku, v niz byla
nalezena nejlepsi shoda s predpoveédi podle Airyho teorie. Zelené
body vyznacuji polohy maxim PIE pro jednotlivé hodnoty koeficientu
a. Panely odpovidaji poloze modrych bodd, pficemz levy horni
panel je zobrazeni pomoci fazového kontrastovani a pravy horni
panel zobrazeni pomoci primého prachodu svétla (tzv. brightfield.
Levy dolni panel je obraz levého horniho panelu transformovany
pomoci PIC.

Pro objektivni nalezeni zaostreni je tfeba pro kazdy mikroskop
provést kalibraci. V pfipadé mikroskopu Olympus IX 51 se pro
objektivni vypocet optimalniho zaostreni ukazala hodnota
koeficientu a v rozmezi 0,4 az 0,8, kde body maxima se nachazi
mezi nejlepsim zaostienim v chapani bézného uZivatele a nejlepSi
reprodukci teoreticky o¢ekavaného tvaru. Cely problém je
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komplikovan faktem, Ze pro kazdy barevny kanal je optimalni
nastaveni odlisné.

Podobnou metodu s vyuzitim PIE vypoc&tené pro Shannonovu
entropii jsme uspésné implementovali do software pro optimalizaci
nastaveni mikroskopu jiz v roce 2008. SkuteCnym praktickym
problémem v3sak je pfesvedCit uzivatele, aby software vyuzivali.

V nové navrzeném mikroskopu bude autofokusace automaticka.

3. Analyza vysledkd experimentu: Jak bylo uvedeno v kapitole 4, jsou
v zasadé dva cile biologického experimentu, aplika¢ni a vyzkumny.
Rozdilem mezi nimi je pfedpokladana obecnost vysledkd,

v aplikaCni laboratofi pfedpokladame reprodukovatelnost, napfiklad,
diagndzy v ramci jedné laboratofe, vyzkumna laboratof pfedpoklada
sdileni vysledkud i méficich technik mezi laboratofemi. Nase
zkuSenost je takova, Ze v biologické a biochemické praci je
dosazeni reprodukovatelnosti ve stejném smyslu, jako je chapana

v chemii nebo fyzice, velmi obtizné. To je dano pravé tim, ze
zatimco v chemii je Ize bez problému pfipravit Cisté chemické
individuum, napfiklad proteiny se pfi dalSim Cisténi vesmés
denaturuji diky ztraté kli¢ovych kofaktor(i nebo ionttl.Cim
obtiznéjsi je jeho pfiprava. Pouziti hodnot PIG a PIE, které
umoznuji objektivné definovat strukturu objektu a tim i stav
systému, otevira moznost jiného pohledu na definici
reprodukovatelnosti. Pokud hledame pouze asymptoticky podobnou
strukturu s podobnou ¢asovou dynamikou, je srovnavani
experimentl mezi laboratofemi mnohem snazs$i. Zda je k tomu
vyhodnéjsi ,standardni“ mikroskopie se ,zkreslujici“ optikou nebo
zda bude vyhodné&jsi vyuZzit zkresleni mikroskopu pro ziskani
nezavislé informace — fenomenologické proménné — bude
predmétem dalSiho experimentovani.

6. Podékovani

Na ukolech, kterou popisuiji v této praci, se podilela fada ¢lenu
oddéleni biologického inZzenyrstvi ustavu fyzikalni biologie
JihoCeskeé univerzity. Byli to zejména Petr Cisaf, Jan Urban, Jan
Vanék a Tomas Nahlik na strané tvorby software, analyzy dat i
mikroskopickych experimentl. Metodu videozesilené mikroskopie
nas naucila a umoznila nam ji provést Irene Lichtscheidel

z Videriské univerzity. Za konstrukci mikroskopu dékuji pfedevsim
Ing. Petru Taxovi a dalSim pracovnikim firem Optax a Compotech.
Konec¢né dékuiji i své rodiné za trpélivost s niz snasela mé pracovni
nasazeni.
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Dodatek €. 1 Vybrané pojmy obecné teorie systému a jejich vztah

k pozorovani zivych bunék

Abstraktni objekty v kazdé teorii jsou vytvareny jako vice i méné
homomorfni modely realnych objektti (Zampa 1996 ). Kazdy model je
vytvaren za néjakym cilem. NejbéznéjSim cilem je zkoumat (pfesné
fe¢eno vyjadrit) shodny popis (a parametrizaci) znamého obecného
prirodniho zakona platného pro dany objekt studia. Tento proces ovéfuje
nebo vylu€uje jak obecnost uvazovaného prirodniho zakona, tak hypotézu
jeho platnosti v ramci daného studovaného objektu. V pfipadech, kdy
vylou€ime obecnost, musime paradigma modifikovat. V praxi musime
pfesné tvrzeni ovérovat statisticky velkym mnozZstvim (pozorovani) a
posuzovat jejich shodu s modelem.

1. Systém z pohledu méritelnych velicin
Kazdy systém, tedy de-facto jeho abstraktni model, popisujeme jeho
atributy. Atribut je matematicka abstrakce urcité charakteristiky, napfiklad
identity molekul nebo jejich poctu. Atribut je reprezentovan proménnou
(délka, hmota, Cas, teplota ...). Proménna je pojem pro symbol, jehoz
hodnota se mize ménit. Parametr je symbol, jehoz hodnota se neméni.
Hodnota uréuje urcity pfipad proménné.
V kazdém realném méreni je €as uspofadana mnozina hodnot ¢ast T
v nichz bylo provadéno méreni
ti €T, tg <ty <tp < <tg (1)
kde ¢; jsou hodnoty ¢asu, v nichZ bylo provadéno méreni. Dale mame
mnozinu atributd A
A={qliel} 2)
kde a; jsou vSechny atributy s indexy z mnoziny I. Mnoziny A a | jsou tedy
ekvivalentni. Dale existuje mnozina v8ech hodnot proménnych pro dany
atribut V;
V; S Vi,i el (3)
a sjednoceni téchto mnozin V U,¢; V;. Pro kazdou hodnotu proménné v;
tedy plati, zZe v; € V
Pro zavedeni pojmu trajektorie systému potfebujeme definovat, ze b v
kazdém Casovém okamzZziku t; € T nabyva kazdy atribut a; prave jednu
hodnotu v; € V;. Trajektorii systému je pak zobrazeni z
z:T X I = U;e V; takove, ze z(t,i) eV, i €1 (4)
Dale definujeme mnozinu vSech trajektorii Q jako
Q= {z} (5)
Vhodné vybranou skupinu trajektorii nazveme jevem systému B c Q a
definujeme ji
B = (Z|V(z)) (6)
kde mnozinu V(z) c V nazyvame vlastnost trajektorie, coz v praxi maze

znamenat, napfiklad, Ze proménné v urcitém rozmezi ¢asu nabyvaji hodnoty
v urCitém rozmezi.
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Nyni mizeme definovat obecny abstraktni systém § jako

s=(TV) (7

Mame-li v systému definovanu trajektorii, pak deterministicky systém je definovan
jako

DS = (T,V,z2) (8)

Realny systém je vzdy stochasticky. Kazdému jevu B pak mizeme pfipsat
pravdépodobnost P(B). Uspofadanou trojici (T, V, P) pak nazveme stochasticky
systém SS.

s =(T,V,P) )

Stochasticita realného mechanického systému v prvnim planu vychazi

Z technické nemoznosti méfit s nekonecnou presnosti a v kontinualnim ¢ase.
Pfesnost méfeni i minimalni ¢asovy interval je koneckoncl dan kvantové
mechanicky, vyplyva z Heisenbergova principu neurditosti. Z teorie nelinearni
dynamiky (Cvitanovi¢ a spol. 2009) vyplyva, ze fazovy prostor je pfirozené
rozdélen na oblasti a pfechody mezi nimi je mozno popsat pravdépodobnostné.
K dasledkim této prfedstavy obecné a specificky v pfipadé stavové trajektorie
zivé bunky se vratim v dalSi ¢asti této diskuse.

2. Kauzaélini vztahy v systému a pojem elementu trajektorie
Definicnim oborem trajektorie D je kartézsky soucin
D=TxI (10)
ProtoZe neméfime v kontinualnim ¢ase, musime predpokladat, Zze i v ramci
jednoho intervalu mezi namérenymi Casy je trajektorie definovana po &astech, ze
kazdy vstup pfedchazi pfislusnému vystupu, kazdy signal pfedchazi odezve.
Mnozinu | tedy mizeme vyjadfit jako
I= {11.12, ...... Im} (11)
kde indexy 1,2 ...m odpovidaji asovym Usekim, v ramci nichz je trajektorie
systému po Castech determinovana. Vhodné rozdéleni uréuje vnitini
mechanismus dynamiky systému (Obr. D1.1) .
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Obrazek D1.1 Sekvencni determinace stavoveé trajektorie. Mezi kazdymi dvéma
casy se systém sekvencné vyviji. Jeho osud je definovan sadou predchozich
atributti, respektive proménnych. Pfi standardni technické realizaci méfeni neni
Zadny davod se domnivat, Ze zvoleny ¢asovy interval mezi méfenimi pravé
umozni zaznamenani dostateéného mnoZstvi proménnych, které umozni
jednoznacdné definovat stavovou trajektorii, zobrazeni z. Casovy interval neni
libovolny, je dan viastnostmi systému. MuzZe nastat, a v bunééné biologii
Casto nastava, i pfipad, Ze méreni neni provadéno s dostatecnou
frekvenci a rozklad na segmenty trajektorie neni mozny.

V realném méfeni muzeme definiCni obor D zobrazeni z rozloZit na
usporadany rozklad. Prvky tohoto rozkladu mohou byt v extrémnich
pfipadech sama puvodni mnozina D a v druhém extrémnim pfipadé
vSechny jednobodové podmnoziny mnoziny D. Lze definovat uspofadany
kartézsky soucin

D ={D;;|D;; =T; xI;,T; €T, I; € 7} (12)

kde T a J jsou usporadané rozklady mnozin T a |. Podle této pfedstavy je
trajektorie determinovana nejprve na mnoziné D, ;, dale na mnozinach

Do 2,Do3 ... Do, POSI€ze pak Dy 1,D1 5 ....Dyy wo.. D1, Dp 5 ... D py, Kde indexy
0,1, .....F jsou indexy podmnozin, na néz byla uspofadanym zplsobem rozlozena
mnozina T. Pro redlny pfipad tedy rozkladame trajektorii systému z: T X I —
Uier Vi na sekvenci segmentu trajektorie. To vyjadfujeme vyrazem z|Dy ;.
Fakt, ze segmenty trajektorie na sebe nasleduji, oSetfime definici
predchazejiciho segmentu

Cr1 © Ui j<k,n Dij (13)

Pak existuje zobrazeni X mnoziny D do potence mnoziny P (D) mnoziny
D takové, Ze kazdému prvku D; ; € D, takzvanému dusledku, je pfifazen prvek
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Cx, € P (D), takzvana bezprostiedni pfiCina. Tim definujeme v8echny kauzalni
vztahy v systému a mizeme psat

K = {(Ckr, Di1)|Dx.1 € D} (14)

Kauzalni systém je pak definovan jako

KS = (T,V,%) (15)

a realny systém, ktery budeme uvazovat, jako stochasticky kauzalni systém
SKS = (T,V,X,P) (16)

kde P je soubor vSech kauzalnich hustot pravdépodobnosti definovanych jako
#11(21Dy 15 2| Cre ) 17)

Z pohledu teorie nelinearnich dynamickych systému (Cvitanovi€ a spol. 2009) je
tato definice identicka s rozkladem fazového prostoru na Markovovské elementy.
Je zajimavé, Zze Zampa (2006) na tuto definici pfiSel jinou tivahou, vychazel

z toho, Ze pouze takto definovany systém muize vykazovat stavové chovani ve
standardnim mechanickém ¢&i termodynamickém smyslu. To ma zajimavé
disledky az na uroven fundamentalnich modeld vesmiru.

3. Struktura kauzalnich systémd
Systém ve smysilu, ktery je zde popisovan, v sobé obsahuje i vSechny vstupy.
Systémy ve standardnim slova smyslu jsou z hlediska systému ve smyslu
obecné teorie systému subsystémy. Subsystém je mozno vymezit, mizeme-li
vy€lenit proménnou

v (tk) € Viy, (18)
ktera odpovida kauzalnimu vztahu
Cri = {(tr, i} a Dy = {(tr, 1D} (19)

neboli pozadujeme, aby tento kauzalni vztah byl poZadovan pouze jednim
atributem. Takovy kauzalni vztah pak nazveme informacni vazbou

c;(t,) systému, pokud jej Ize pferusit, tj. pokud systém bude existovat i poté, kdy
pro dané k a | nebude k dusledku Dy, ; existovat pfi€ina Cy ;.

Timto zasahem se systém rozdéli na sub-systémy. Definujeme si mnozinu vSech
informacnich vazeb C jako

alty) €C (20)
Mizeme tak definovat kauzalni sub-systém
xS = (T,V(I), X)) (21)

V tomto rozkladu miazeme pokracovat tak dlouho, dokud budou v systému
existovat kauzalni relace, které splfuji definici informacni vazby. Ziskame tak
soubor prvku systému (i), pfiéemz mnozinu téchto prvkl IT nazveme univerzem
systému. Cely kauzaini systém pak miUzZeme popsat jako

xS = (I, €) (22)

Rozklad systému na sub-systémy je vhodnym konceptem pro analyzu chovani
buné&&né monovrstvy. Tam muzeme identifikovat buriky jako sub-systémy (Obr.
D1.2) i komunika&ni kanaly mezi nimi. Kvalitativné je mozno kanaly rozdélit (Stys
a spol. 2011) podle velikosti a délky trvani, ale pro detailnéjSi hodnoceni je zatim
pFilis brzy.
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Obrazek D1.2 Detail bunék jako pfirozenych subsystému systému bunééné
monovrstvy. Predpoklada se, Ze buriky spolu komunikuji pomoci chemickych
signall — hormont, metabolita, které jsou vnimany v§emi burikami zaroven. Tim
Je ale velmi ¢asto mozZno pozorovat vyménu hmoty — a tedy nejspiSe informace —
mezi konkrétnimi dvéma burikami. Takova vyména mize byt masivni, jak
ukazuje tento obrézek, nebo i jen malé a doasna (viz. Stys a spol. 2011).
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