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ABSTRAKT

Bioflurescence je emise svétla v UV, VIS a blizké IC ve které emituji biologické
materialy (butiky) pfi excitaci vhodnou vinovou délkou. Pfitomnost a vzdjemné vazby
biofluorofort v Zivych organismech ovliviiuji jejich emisni spektra a jsou tedy moznym
nastrojem ke studiu biologickych materidlti. Mezi biofluorofory, obsazeném v buiice,
patii NADH, ktery je dilezitym prvkem v metabolismu buniky pfi tvorbé ATP. Proto byl
vybran jako indikator pro porovnani spekter zdravé a nadorové bunééné kultury.

V préci jsou porovnana emisni spektra zdravych 3T3 a nddorovych CT26 bunék
stejné¢ho typu. Excitacni vinové délky 260nm, 340nm a 365nm, shodné s absorpénimi
maximy NADH, byly pouZzity pro experimenty.

Bunééné kultury byly kultivovany standardné¢ v DMEM (M.I. a M.IL.) a pro méteni
ptipraveny jako suspenze v PBS s pH7 s definovanymi koncentracemi 1,25E4 a 5E4
bun¢k/ml. Emisni spektra byla métena na spektrofluorometr Fluoromax-4 v spektralnim
rozsahu 380nm az 600nm. Naméfend spektra byla zpracovana programem GASpeD,
ktery umoznil rozlozit spektrum na jednotlivé ptispévky od biofluoroforti obsazenych
v burice v oblasti maximalni emise NADH na 460 nm.

Cilem préace bylo porovnat emisni spektra zdravych a nadorovych buné¢k a tyto
rozdily vyuzit k diagnostickym metodam.

Vysledky porovndni spekter ukazuji, Zze rozdily jsou v intenzit¢ fluorescence a
v nékterych ptipadech i v posunu maxim u sledovanych vlnovych délek. Na metabolické
urovni byl pozorovan vétsi nartist intenzity fluorescence v oblasti kolem 460nm
u nadorovych, nez u zdravych bunék, coz je v souladu s literaturou. Je uvedena zavislost
intenzity fluorescence na vinové délce 460 nm namétené a uréené pomoci GASpeD, na
dob¢ ozatovani vzorku CT26 s PpIX excitovaném na 350 nm. Zavislost ur¢end na
zakladé¢ GASpeD ma odpovidajici klesajici tendenci, coz odpovidé oCekéavani.

Kli¢ova slova

Fluorescence NADH, Fluorescence PpIX, Fotodynamicka terapie, Nadorové butky, Zdravé bunky



ABSTRACT

Bioflurescence is the emission of light in UV, VIS, and near IR emitted by biological
materials (cells) at a suitable excitation wavelength. The presence and interrelation of
biofluorophores in living organisms influences their emission spectra and is therefore a
possible tool for the study of biological materials. Among the biofluorophores contained
in the cell are NADH, which is an important element in cell metabolism in ATP
production. Therefore, it was chosen as an indicator for the comparison of the spectrum
of healthy and tumor cell culture.

In this work the emission spectra of healthy 3T3 and tumor CT26 cells of the same
type (fibroblasts) are compared. Excitation wavelengths of 260nm, 340nm and 365nm,
identical to the NADH absorption maxima, were used for experiments.

Cell lines were cultivated as standard in DMEM (M.I. and M.IL.) and prepared as a
suspension in PBS with pH7 at defined concentrations of 1.25E4 and 5E4 cells/ml.
Emission spectra were measured on spectrofluorometer Fluoromax-4 in a spectral range
of 380nm to 600nm. The measured spectra were processed by the GASpeD program,
which allowed the spectrum to be decomposed to individual contributions from the
biofluorophores contained in the cell in the area of NADH emission maximum 460nm.

The aim of this work was to compare the emission spectra of healthy and tumor cells
and use these differences for diagnostic methods.

The results of the comparison spectra show that the differences are the fluorescence
intensity and in some cases also the shift of emission maxima at the specific wavelengths.
At the metabolic level, a greater increase in fluorescence intensity was observed in the
area of wavelength around 460nm in the tumor than in healthy cells, which is consistent
with the literature. The time dependence of fluorescence intensity at the wavelength of
460 nm of the carcinoma cells CT26,after applying PpIX and irradiated, at the excitation
wavelength of 350 nm was shown from the measured data and the decomposition of
GASpeD. Time dependence determined by GASpeD has shown the declining tendency,
which corresponds to expectations.
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1 Uvod

Incidence a mortalita pacienttl s nadorovym onemocnénim neustale roste jak v Ceské
Republice, tak i celosvétové. VEasna diagnostika a zahdjeni terapie jsou velmi dilezité
faktory, které ovliviiuji tuto statistiku. Pfi terapii benigniho nadorového onemocnénti, jsou
funkéni stav a vitalita bunék klicové parametry pro zjisténi ucinnosti konkrétni terapie.
Prozatim byly zkousky bunétné vitality provadény pouze in vitro, coz vSak dovoluje
pouze jednordzové metfeni na daném preparatu. Nekteré jsou ale samy toxicke, a tudiz v
medicin€ nepouzitelné. Proto je cil nasi diplomové prace zaméten na hledani zpusobu,
jak rozlisit nddorové bunky od zdravych in vivo s pouzitim neinvazivni fluorescenéni
techniky.

Motivace této diplomové prace je porovnat emisni spektra nadorovych a zdravych
bunék, popiipadé nalézt metodu, jak rozpoznat nddorové buniky. To by umoznilo in vivo
diagnostikovat nadory v€as coZ je velmi dilezité pfi terapii. Diagnostika autofluorescenci
biofluorofort by byla neinvazivni a netoxické (nepotfebujeme piidat zadné fotosenzitivni
latky). Rozdily mezi zdravych a nemocich bun¢k také hodné ptispivaji v terapii. Diagram
excitacnich a emisnich vlnovych délek biofluorofii ve VIS oblasti spektra je v obrazku 1.
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Obrazek 1: 1.Riboflavin, FAD, FMD, 2.NADH, 3.Pyridoxine, Pyridoxamin, Pyridoxal-
5’-fosfat, 4. Tryptofan, 5.Tyrosin, 6.Fenylalanin [1]
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Poruchy mitochondridlnich funkci vedou k naruseni bunéénych aktivit a vyvoléavaji
razné lidské nemoci [2]. Mitochondrie, jako systém produkce energie, se podili na
patogenezi nadorovych bunck, popsané¢ Warburgem pred 80 lety [3] a pozdéji
nasledované dal§imi studiemi [2, 3-7]. Ulohu NADH v bunééné funkci popsal Kaplan
[8]. Dychaci fetézec, ktery probihd v mitochondrii je hlavni zdroj energie pro nas
organismus. Nejen naddorové ale i jiné nemoci souviseji hlavné s metabolismem bunky
(vyroba ATP). Proto poznatky biofluoroforti, které se ucastni dychaciho fetézce, mohou
pomoct monitorovat stav bufiky a jeji poruchy (v nasem ptipad¢ jsou to zdravé nebo
nadorové bunky). Hlavni role mitochondrie, kterd souvisi s patogenezi nadoru je zobrazen
v obrazku 2.
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Obrazek 2: Procesy probihajici v mitochondrii, které prispivaji pfi patogenezi nadoru [9]

Chemické slozeni a spektralni vlastnosti biofluoroforii jsou popsany v fadé publikaci
[10-14], v tabulce 1 jsou uvedeny jejich parametry.

Prevazna cast praci, které vyuzivaji biofluorofory ke studiu bunéénych funkci a
procest, je zaloZzena na fluorescenéni mikroskopii. Analyza emisnich spekter byla
provedena autory [15-16]. V préci 1 je analyzovano emisni spektrum z jater zijici mysi,
detekované vldknovou sondou. Analyza byla provedena na ziklad¢ jiz provérenych
poznatkl emisnich past biofluoroforti pfi excitaci na vinové délce 366nm. V préci 2 byly
srovnavany emisni spektra bun¢k krevni plazmy zdravych a nemocnych osob, pfi excitaci

vinovou délkou 400nm. Byla porovnana spektra Stokesova posuvu. U obou metod byly
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pozorovany rozdily ve spektrech zdravych a nemocnych osob. Ptiprava vzorki vSak byla
velmi slozita.

K nejdilezitéj§im biofluoroforim v butice nalezi NADH a FAD [17]. NADH se
oproti FAD tcastni na tvorbé ATP mnohem vice, jak bude detailné popsano v kapitole 2.
Proto bylo vybrdano NADH, jako jeden z nativnich biofluorofort k monitorovani
metabolismu bunéénych kultur a porovnat jejich emisni spektra. Ta byla méfena na
spektrofluorometr Fluoromax-4, ktery je velmi pfesny a pln€ automatizovany piistroj.

Prace je rozdélena do 7 kapitol. Kapitola 1 popisuje cil a motivace té¢ diplomové
prace. Bylo také vysvétleno, pro¢ budeme vénovat emisni spektru NADH.

Kapitola 2 je vénovéana dychacim fetézci bunky. Dychaci fetézec nam vysvétluje,
jak naSe bunky ziskdva energie ATP a jak souvisi tvorby ATP s NADH. Poznatky o
tvorbé NADH a jeji reakce pii rizné metabolické zmény ndm umoziuje vysvétlit priciny
zmény v emisnich spektrech.

Principy vzniku a jevy souvisejici s fluorescenci latky jsou popsany v kapitole 3.
Kapitola podava piehled vybranych biofluoroforti a jejich parametri.

Kapitola 4 je rozd€lena na dvé ¢asti. Prvni ¢ast popisuje kultivaci bunécnych kultur
a zpusob pfipravy bunécné suspenze. Druhd Cast této kapitoly popisuje pfistroje a a
metody, které byly pouzity k feSeni prace.

Popis experimentti a vysledky méfeni jsou uvedeny v kapitole 5.
Zhodnoceni a diskuse vysledkil jsou uvedeny v kapitole 6.

V zavéru prace je provedeno zhodnoceni dosazenych vysledkli se zaddnim
diplomové préce a je navrzeno pokraCovani v dané problematice.
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2 Dychaci retézec bunky

2.1 Definice a vyznam dychaciho retézce

Dychaci fetézec piedstavuje sled na sebe navazujicich redoxnich systému
lokalizovanych ve vnitini membrané¢ mitochondrii (nebo v jejim bezprosttednim okoli),
pfenasejici redukéni ekvivalenty (vodik nebo elektrony) z vhodnych substratu az na
molekularni kyslik. Ten se do mitochondrii dostane uvolnénim z oxyhemoglobinu (viz
v obrazku 3).

H substrati / H0
. y 0))
obligatorné

Obrazek 3: Schéma dychaciho fetézce

Vsechny redoxni pienaSece v dychacim fetézci jsou zabudovany do fosfolipidové
dvojvrstvy vnitini membrany mitochondrii; vyjimkou jsou pyridinové dehydrogendzy
s kofaktorem NAD" v matrix a cytochrom C, ktery je volné vazan na vnéjsi povrch vnitni
membrany. Lokalizace fetézce ve vnitini membrané je vyhodnd pro bezproblémové
napojeni koncového metabolismu zivin. V matrix mitochondrie probihd - oxidace
mastnych kyselin a citratovy cyklus. Tim se vodiky ptivodné pochézejici z Zivin snadno
pfenaseji na zacatek dychaciho fetézce prostfednictvim pyridinovych ¢i flavinovych
dehydrogenéz. Béhem odbouravani dochazi ke vzniku redukovanych koenzymi — NADH
a FADH,. Chemické struktury NADH a FADH a jejich oxidované formy jsou ukazany
na obrazku 4 as5.

NADH se v dychacim fetézci zpét oxiduje na NAD" dle reakce:
NADH+H > NAD'+2H' +2¢.
FADH, se v dychacim fetézci zpét oxiduje na FAD dle reakce:
FADH,> FAD+2H +2¢.
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Obrazek 4: Nikotin-amidadenin-dinukleotid-fosfat v oxidované (nalevo) a redukované podobé
(napravo) [18]
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oxidace
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Obrazek 5: Flavinadenindinukleotid v oxidované (nalevo) a redukované podobé¢ (napravo) [18]
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Aktivita bunécného dychani zavisi na nahromadéni prenasecii v mitochondrii. Proto
mitochondrie s vysokym poctem krist, tedy s velikym povrchem vnitini membrany, maji
vysokou schopnost konzumovat kyslik (dychat), a tak uvoliiovat vice volné energie [19].

A

2.2 Procesy bunécného retézce

Cely dé&j probiha v n¢kolika krocich:
e Aecrobni glykolyza
e Krebstv cyklus
e Dychaci fetézec
e Oxidativni fosforylace [20]

V cytosolu je glukoéza rozstépena procesem glykolyzou. Pii roz$tépeni 1 molekuly
glukozy se uvolni energie, kterd odpovida 2 molekuldm ATP. Glykolyza mize probihat i
bez pifitomnosti kysliku, kone¢nym produktem anaerobni glykolyzy je kyselina mlécna.
V cervenych krvinkach, které nemaji mitochondrie, je anaerobni glykolyza veskerym
zdrojem energie. V aerobnich podminkach je kone¢nym produktem glykolyzy kyselina
pyrohroznova.

Kyselina pyrohroznova je pfenesena do mitochondrii a tam je oxidovana na acetyl-
CoA. Ten vstupuje do Krebsova cyklu. Béhem cyklu se uvolni dalsi dvé molekuly ATP,
hlavné ale dojde k redukci koenzym, které pak pfenaseji vodikové protony a elektrony
na vnitini membranu mitochondrii. Jako vedlejsi produkt se uvoliiuje oxid uhlicity.

Vodikové atomy, které ptinesly zredukované koenzymy z Krebsova cyklu, jsou
pfenaseny enzymy dychaciho fetézce, (flavoproteiny, koenzym Q, cytochromy, které jsou
zabudované do vnitini membrany mitochondrii.

Cytochromy si ptedavaji elektrony a energii, kterd se uvolni pti oxida¢né-redukcnich
procesech, vyuzivaji k precerpavani protonii do prostoru mezi vnéjsi a vnitini
mitochondridlni membranou. Na konci dychaciho fetézce je ,,vyCerpany™ proton
oxidovan kyslikem na vodu.

Vnitini membrana mitochondrii je pro vodikové ionty neprostupna. Diky ¢innosti
protonovych pump dychaciho fetézce se na membrané tvoii gradient, ionty maji snahu
vyrovnat koncentrace na obou strandch membrany. Jediny zplsob, jak se mohou
vodikové ionty dostat na druhou stranu membrany, je projit skrze ATP-syntézu. Enzym,
ktery je zakotveny v membrané a tvoii kanal pro priichod iontl. Zarovenl vyuziva jejich
energie k syntéze ATP. [20]
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Obrazek 6: Schéma procesti bunééného dychani.
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3 FLUORESCENCE

Luminiscence je emise elektromagnetické viny, které¢ vznika jako piebytek zéareni
télesa nad urovni jeho tepelného zafeni v dané spektralni oblasti pfi dané teploté.
Luminiscence je rozdélena na dva jevy: fluorescence a fosforescence — zalezi na typu
jejich excitacnich stavi. Fluorescenci pozorujeme jako zéfivy pfechod ze singletniho
stavu S; do zakladniho stavu Sy. Po vypnuti buzeni zmizi prakticky ihned. Doba
dohasinani je zhruba 10 ns. Fosforescence je emise elektromagnetické viny z tripletniho
excitovaného (metastabilniho) stavu T, do zékladniho stavu Sy, k vyzafovani pak dochéazi
pomalu i po dobu od né€kolika milisekund az sekund. Fosforescenci ¢asto nepozorujeme
v tekutém roztoku pti pokojové teploté, protoze existuji deaktivaéni procesy, které mohou
dominovat nad emisi, tj. napfiklad nezéfivé prechody nebo zhaseni [17].

3.1 Jablonski diagram

Jabolonského diagram (viz. obrazek 7) ptedstavuje energetické hladiny molekuly, na
které mohou byt excitovany valencni elektrony a procesy, které nastavaji pti absorpci a
emisi elektromagnetické volny (fotonu), které je pojmenovaném po profesoru Alexanderu
Jablonském. [21-22].
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" A Intersystem
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— Tl
Absorption -—7T
Fluorescence @il

hv, 7| hv, | i

Phosphorescencev

i ¥

So
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Obrazek 7: Jablonského diagram [17]

Absorpce a emise u slozitych organickych molekul probihaji mezi rotacné vibracnimi
energetickych hladin.

Kazda energeticka hladina mize obsahovat n¢kolik vibracnich energetickych trovni,

cvwr

[RA4

hladiny S;na T je tzv. intersytem crossing [17].
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3.2 Charakteristika fluorescenc¢niho spektra

3.2.1 Stokesiiv posun

Energie emise je typicky mensi nez energie absorpce. Proto fluorescence vykazuje
mensi energie (Stokestiv posun) nebo vétsi vinové délky (Anti-Stokestiv posun). Tento
jev byl poprvé pozorovan Sir. G. G. Stoksem v roce 1852 [23] pozdéji byl nazvan
Stokestiv posun (viz. obrazek 8).

- Stokes' shift

<>

Absorption Emission

450 500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

Obrazek 8: Absorp¢ni a emisni spektrum Rhodaminu[10]

3.2.2 Nezavislost emisniho spektra na excitacni vinové délce

Dalsi vlastnosti fluorescence je nezavislost emisniho spektra na excita¢ni vinové
délce, znama jako Kashovo pravidlo [24]. Toto pravidlo znamend, ze pfi excitaci
molekuly na vyssi energetickou hladinu, piebytek energie je rychle spotfebovan a pokud
(relaxace) S;. Tato relaxace trva zhruba 10"* s. Diky této rychlé relaxaci je emisni
spektrum vétSinou nezavislé na vinové délce. Vyjimku tvoii fluorofory, které se mohou
vyskytovat ve dvou riznych ionizacnich stavech, kazdy stav ma odlisné absorpéni a
emisni spektrum. Existuji i molekuly které mohou emitovat od S,, ale emise je vzacna a
obecné nepozorujes nepozorujeme u biologické molekuly [17].
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3.2.3 Doba zZivota a kvantovy vytézek

vvvvvv

Kvantovy vytézek je definovan jako podil poctu emisnich fotoni k poctu absorbovanych
fotontl, vyjadien vztahem (1). Latky s velkym kvantovym vytézkem - napt. Rhodamin Q
=0,9, vykazuji hodn¢ emise.

Q= I'/(I'+ knr) (1)

Kde I' ak,, jsou rychlostni konstanty [s'] zafivého a nezafivého piechodu.
Kvantovy vytézek se muze priblizit k jedné, pokud je nezafiva rychlostni konstanta k,,,.
mnohem mensi neZ zativa rychlostni konstanta I'. Kvantovy vytézek fluorofort je vzdy
mensi nez jedna diky Stokesovu posunu.

Doba Zivota T excitovaného stavu je dal§im dilezitym parametrem, ktery definuje
dobu, po které fluorofor interaguje s okolnim prostiedim. Doba Zivota je definovana jako
sttedni hodnota doby, ktera uplyne mezi excitovanym stavem molekuly a jejim ndvratem
do zékladniho stavu. Doba Zivota je pfiblizn¢ 10 ns a je vyjadfena vztahem:

= 1/(I' + k_nr) (2)

Fluorescence je ndhodny proces, proto jen par excita¢nich fotonli mize emitovat
fotony v Case t = 7. Doba zivota muze byt definovana jako stfedni doba, kdy pocet
emitovanych fotont klesne na 1/e oproti svému pivodnimu poctu. Tato definice je
principem metody méfeni doby zivota excitovanych stavl latek.

Doba zivota excitovaného stavu fluoroforti s absenci nezativého ptechodu je tzv.
pfirozena doba zivota 7, a je ddna vztahem:

,= 1/T (3)
Ptirozend doba Zivota mlize byt také vyjadiena jako podil doby Zivota T a kvantového
vytézku Q:

T, = 7/Q 4)

Vyznam kvantového vytézku O a doby zivota T jsou nejlépe prezentované
Jablonskym diagramem na obrazku 7.
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3.2.4 Fluorescen¢ni zhaSeni

Intenzita fluorescence je ovlivnéna procesy, které mohou vést k jejimu snizeni. VSem
jevum, které prispivaji k tomuto procesu, se fika fluorescencni zhéseni. Tyto procesy
mohou nastat béhem excita¢ni doby napft. kolizni zhdSeni, pteddvani energie, nabojova
vymeéna béhem reakce nebo fotochemie — nebo diky tvorbé komplexu v zakladnim stavu.

Nejcastéjsimi typy zhasSeni jsou kolizni (mechanické) zhaSeni a statické (tvorba
komplexu) zhaseni.

Kolizni zhaSeni mizeme pozorovat, kdyz se excita¢ni fluorofory dostavaji do
kontaktu s atomy nebo molekulami, které usnadiluji nezativy ptrechod do zakladniho
stavu. Takova zhasedla jsou O, I', Cs" a akrylamid.

Kolizni zhaSeni je popsano Stern-Volmerovou rovnici:

Iy/I = 1+ K_sv|c] (5)

Kde Iy a I jsou fluorescence pozorované¢ bez a s pfitomnosti zhéasedla, [c/ je
koncentrace zhasedla a K, je Stern-Volmerova konstanta. Stern-Volmerova konstanta
ukazuje citlivost fluoroforii ke zhasedlu.

Dalsi ptipad zhéaseni je statické zhaseni. Fluorofory vytvofi stabilni nefluorescenéni
komplex s dal§imi molekulami v zakladnim stavu. Nejedna se o difuzi ani o kolizi [17].

3.3 Fluorofory

Fluorofory jsou latky, které po absorpci svétla vykazuji fluorescenci. Existuji dvé
formy, pfirozené¢ a syntetické fluorofory. Pfirozené fluorofory (viz. tabulka 1) jsou
fluorofory, které se vyskytuji v pfirodnich a biologickych latkach, to jsou napf.
aromatické aminokyseliny, NADH, flaviny, derivaty pyridoxinu a chlorofyl. Syntetické
fluorofory jsou latky, které se pfipravuji chemickou cestou, maji velkou kvantovou
vytéZznost a pouzivaji se jako aditiva k dalsim latkdm, aby vykazaly fluorescenci.
Syntetické fluorofory jsou napt. dansyl, fluorescein, rhodamine a dalsi latky [25-27].
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Biofluorofory | Excita¢ni maxima (nm) | Emisni maxima (nm)
Tryptofan 280 350
NADH 350 440
Pyridoxin 340 400
Pyridoxal 330 385
Vitamin K 335 480
Vitamin A 327 510
Vitamin D 390 480
Py“f‘los’;:tl 3 330 400
FAD, flaviny 450 535
Fosfolipidy 436 540
Lipofuscin 340 540

Tabulka 1: Prehled biofluoroforti a jejich excitacni a emisni maxima [17]

3.3.1 Fluorescence kofaktoru

Kofaktory jsou ¢asto fluorofory. NADH vykazuje vysokou fluorescenci s absorpéni
a emisni maxima ve 340 nm a 460 nm.

Kofaktor pyridoxyl fosfat vykazuje také fluorescenci. Jeho absorpéni a emisni
spektrum zalezi na chemické struktufe proteinu, se kterym je pyridoxylova skupina

vazana.

Riboflavin, FMN (Flavin mononukleotide), a FAD (Flavin adenine dinucleotide)
absorbuje svétlo o vinové délce zhruba 450 nm a emituje svétlo o vinové délce okolo 525
nm. Na rozdil od NADH, oxidovana forma flavinu fluoreskuje a redukovana forma ne
[35]. Stejné jako NADH, fluorescence flavinu je zhaSena adeninem diky formaci flavinu
s adenosinem. Duvod zhdSeni mize byt i1 dynamicky kvili kolizi adeninu
s nikotinamidovou ¢ast [28, 29]. Na rozdil od NADH ktery fluoreskuje vice, kdyz je vazan
s proteinem, flavoproteiny fluoreskuji méné nebo uplné [17].
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Obrazek 9: Biofluorofory[17]

V soucasnosti je velky zajem o emisi vnitinich fluoroforii tkdn€ nebo od vnitinich
fluoroforti, které nejsou kofaktory. Hlavni podil na fluorescenci tkan¢ je od NADH a
flavinti [23]. Ostatni fluorofory obsazené v tkani jsou kolageny, elastiny a porfyriny.
Vétsina praci, zabyvajici se fluorescenci tkdn€, maji za cil identifikovat zdravé tkan€ od
nadorovych a ostatnich nemoci [17].

3.3.2 Vyznam NADH

Nikotinamid adenin dinukleotid slouzi jako koenzym redoxnich reakci a v organismu
se vyskytuje ve dvou formach. Oxidovana forma (NAD") se na redukovanou formu
(NADH) méni reakci, pfi niz pfijimé vodikovy atom (odpovidd jednomu protonu a
jednomu elektronu) a elektron. Tim vznikne NADH a do okoli je uvolnén jeden proton
z druhého atomu vodiku. Diky pomérné nizké elektronové afinité¢ mtize molekula NADH
pfijaty elektron snadno piedavat dalsim molekuldm — reakce pfitom probihd obracenym
smérem a opét vznika oxidovany NAD" za sou¢asného uvolnéni energie. Molekula tak
muze cyklicky pfechazet mezi oxidovanou a redukovanou formou a ptenaset elektrony,
aniz by sama byla konzumovéna. [31, 32]
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NAD +2¢ +2H +E <> NADH + H" (6)

Této schopnosti pienaSet elektron je v organismu vyuZivdno zejména béhem
bunécného dychani, kde hraje NADH jednu z klicovych roli. Jelikoz vysledek redoxni
reakce NADH je NAD' probihaji cyklicky, znamena to, ze v uréitych okamzicich
bun&éného dychini je NAD' redukovano na NADH, v jinych pak reakce probiha
obracenym smérem.

NADH je tedy pro Zivot nezbytnd molekula umoziujici efektivni chod oxidativni
fosforylace, kterd v bufice stoji za vyrobou vétSiny molekul ATP. Na jednu molekulu
glukozy ptipada Cisty zisk cca 30 molekul ATP, z toho jen dvé pochdzi z glykolyzy,
zbytek je vysledkem oxidativni fosforylace. [31]

V celkovém souctu vSsak NADH vyziva jako katalyzatoru redoxnich reakci vice
nez 500 enzymi, nachazejicich se i mimo mitochondrie, spektrum jeho vyuziti je tak
podstatné Sirsi [33]. Jakozto fluorescencni molekula NADH pfestavuje vyborny
prostiedek pro neinvazivni monitorovani metabolického stavu bunék.

3.3.3 Fluorescence NADH

Jak bylo zmirnéno vySe, koenzym NADH se mize vyskytnout ve dvou formach:
oxida¢ni a redukéni forma. Fluorescenci molekuly NADH zpiisobuje redukovana
nikotinamidova ¢ast, coz znamend, Ze molekula je fluorescencni pouze v redukované
formé, protoze NAD" m4 oproti NADH témé nulovou fluorescenci. Maximum absorpce
NADH se nachazi na vilnové délce 340 nm, maximum emise na 460 nm (viz obrazek 10)
[35-36]. Doba zivota NADH ve vodnim pufru je ptfiblizné 0,4 ns. V roztoku je
fluorescence zhasena Caste¢né kolizi nebo piebytkem adeninové Casti. Po navézani
NADH s proteinem se kvantovy vytézek NADH obecné zvysi na Ctyfnasobek a doba
zivota se prodlouzi na 1,2 ns. Nicméng, zalezi na proteinu, se kterym je NADH vazan,
fluorescence se miize zvysit ale 1 snizit [17].
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Obrazek 10: Naméfené absorpéniho a emisniho spektra NADH
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4 Materialy a metody pro méreni emisniho
spektra bunéénych kultur

Me¢teni byla provedena na bunétné suspenzi zdravych a nadorovych bunck (viz.
Tabulka 2) na spektrometru Horiba Fluoromax-4. Byly pouzZity 3 excita¢ni vlnové délky
(260, 340 a 365 nm) v suspenzi s pH 7 (bez pfitomnosti glukdzy, pii aerobni glykolyze a
anaerobni glykolyze). Postupy a vysledky pokusti budou detailné¢ popsané¢ v dalsi
kapitole.

4.1 Materialy a priprava vzorki
4.1.1 Bunécné linie pouZivané pri experimentech

Byly vybrané a pouzivané dva typy bunécné linie: bunééné linie BALB/3T3 a
bunééné linie CT26.WT od firmy Sigma Aldrich.

Bunééna linie BALB/3T3 jsou fibroblasty odebrané z mysich embryi mezi 14 a 17
dnem gestace. Druhou bunécnou linii (CT26.WT) jsou fibroblasty odebrané z karcinomu
tlustého stfeva dospélych mysi. Podrobné informace k bunéénym liniim jsou uvedené
v tabulce 2.

Obé dvé linie jsou adherentni buniky, které jsou kultivovany na Petriho misce
v kultivaénim mediu (blize popsaném v kapitole 4.1.2) pfi teploté 37 °C a atmosféte s 5
% frakci oxidu uhli¢itého.
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Obrazek 12: Mikroskopicky snimek bunék linie CT26.WT. Zvétseno 400x [30]
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Oznaceni CT26 3T3
Piesny nézev CT26.WT (ATCC"™ CRL-2638™) NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™)
Organismus Mus musculus, my$ domaci Mus musculus, my$ domaci
Tkan tlusté stievo embryo
Format zmrazeny zmrazeny
Morfologie fibroblast fibroblast
Choroba karcinom zdravy
Vek N/A embryo
Kmen BALB/c NIH/Swiss

Tabulka 2: Podrobné informace o bunéénych kultur [37, 38]

4.1.2 Kultivac¢ni procesy

Buriky byly kultivovany ze zmraZenych bunék s teplotou -80 °C ve dvou
mediich Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium (DMEM — low glucose with 1000 mg/L
glucose and sodium bicarbonate, with and without L-glutamine and phenol red, Sigma
Aldrich, USA) s 10 % podilem fetalniho bovinniho séra (FBS, Gibco, USA) a antibiotiky
(Gentamycin, Sandoz, Svycarsko) v Petriho misce zhruba 2 dny pfed méfenim v
inkubatoru pfi teploté 37 °C a atmosféfe s 5 % frakci oxidu uhli¢itého. VSechny procesy
byly provadény ve sterilnich podminkéach v laminadrnim boxu.

Pro ptipravu suspenze byl pouzit 0,25 % roztoku trypsinu a EDTA (Trypsin-EDTA
solution, Sigma Aldrich, USA). Jedna se o protedzu, ktera $tépi peptidové vazby bilkovin,
coz pomaha uvolnit buitkky od podkladového skla.

K promyvani bun¢k a tvorbé suspenze byl pouZit roztok PBS s chloridem hofe¢natym
a chloridem vapenatym (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich, USA)
pH 7.

4.1.3 Priprava bunécné suspenze

Me¢teni byla provadéna na pfistroji Horiba Fluoromax-4. Bylo nutné pfevést bunky
z podkladového materidlu do suspenze. Postup byl nasledujici:
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Po kontrole nakultivované bunky mikroskopem, bylo odebrano kultivacni médium
z Petriho misky a poté byla miska 2x omyta roztokem PBS, ¢imz byly odstranény
odumfelé buniky. Potom byl pfidan do misky roztok trypsinu a EDTA, jenZ se nechal
pusobit po dobu zhruba 8 minut v inkubatoru. Nasledné¢ byla miska kontrolovana pod
mikroskopem, zda jsou buiniky uvolnéné ze dna misky a volné plavou v roztoku. Hned
potom se musi piidat zhruba 8 ml kultivaéniho média, aby zastavil ucinek protedzy. Smés
byla pfenesena do zkumavky, poté byla centrifugovana po dobu 5 minut pfi ptetizeni 193
g. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a bunéény pelet byl resuspendovan v 1 ml
roztoku PBS. Koncentrace bun€k byla ur¢ena z roztoku v Burkerové komtrce (viz. nize).

r

4.2 Metody pouzivané pri méreni

4.2.1 Spektrometr Fluormax -4

Fluorescen¢ni spektrometr Fluoromax-4 (Horiba, Japonsko viz. Obr. 13) je plné
automaticky pfistroj na méteni spektralni zavislosti fluorescence. Schéma vnitiniho

uspofadani je uvedeno na obrazku 14.

Obrazek 13: Fluorescencni spektrometr Horiba Fluoromax-4 [39]

Zdrojem zéteni je xenonova obloukova lampa s vykonem 150 W v UV oblasti
spektra, coz je jednim z hlavnich pozadavki pro vybuzeni fluorescence NADH a
dal$ich fluorofort absorbujicich ultrafialové zateni. Zateni vybojky je sbirano
eliptickym zrcadlem, které zajiStuje fokusaci svazku zafeni na vstupni Stérbinu

excitaéniho monochromatoru. Samotna lampa je od excitacniho monochromatoru
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oddélena kifemennym sklem, které slouzi k odvadéni tepla z lampy. Excita¢ni
monochromator zajist'uje priachod zafeni sté€rbinou po difrakci na mtizce. Pouzita
miizka zajiStuje maximalni intenzitu v UV a ve viditelné oblasti. Svazek zateni je
veden odrazem soustavou zrcadel. Velikost $térbin monochromatorti je mozno zadavat
jako parametr ovladajiciho programu Fluoressence v3.5 (v nanometrech), velikost
Stérbiny excitacniho monochroméatoru urcuje Sitku spektralni ¢ary excitaéniho zafeni
dopadajiciho na vzorek. Velikost sté€rbiny emisniho monochrométoru reguluje intenzitu
zateni dopadajiciho na detektor. ZvétSovanim velikosti této Stérbiny dopadé na vzorek
veEtsi intensita fluorescenéniho zafeni, ale snizuje se rozliSeni a naopak. Poté nésleduje
komora pro vzorek. Fluorescentni zatfeni ze vzorku je koncentrovano emisnim
monochromatorem s obdobnou funkci, kterou plni excitaéni monochromator, tedy
maximalni propustnost zafeni. Signal je detekovan fotonasobi¢em s rozsahem odezvy
180 nm — 850 nm. Vyhodou pftistroje Horiba fluoromax-4 je, Ze fotonasobi¢ zvysuje
jeho citlivost. Fluktuace vyzafovani xenonové lampy je korigovana pomoci
referen¢niho detektoru — fotodioda, jehoz signal je pouzit pfi korekci métené

fluorescence fotonasobicem.

@\'3'\
i,

D

Obrazek 14: Schéma vnitfniho uspofadani fluorescen¢niho spektrometru Horiba Fluormax-4 1.
Xenonova lampa la. Zdroje energie lampy 2. Excitaéni monochromator 3. Komora pro
nameéteny vzorek 4. Emisni monochromator 5. Detektor signalu 6. Referen¢ni detektor [39]
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4.2.2 Software GASpeD

GASpeD je zkratka pro Genetic Algorithm for Spectral Decomposition. Jedna se o
program, ktery pouziva rizné metody rozkladu spektra a poskytuje jednoduché grafické
uzivatelské rozhrani pro jeho interaktivni analyzu. Program umoziiuje nalézt parametry
funkci popisujicich pozadi a konkrétni spektralni kfivky. Celkovy pocet spektralnich
kiivek pfitomnych ve spektru (a tedy i optimalizovanych parametril) je v obecném
pfipadé¢ neznamy, algoritmus jej ale dokaze odhadnout. Software fe$i problém
spektralniho rozkladu pomoci genetického algoritmu (GA). Tato metoda jiz byla GspéSné
pouzita v mnoha védnich disciplindch. Jedna se o heuristicky postup, ktery se snazi
aplikaci principt evolucni biologie nalézt feSeni slozitych problémd, pro které neexistuje
pouzitelny exaktni algoritmus [40]. Genetické algoritmy, resp. vSechny postupy patfici
mezi tzv. evolucni algoritmy, pouzivaji techniky napodobujici evolu¢ni procesy znamé z
biologie — dédi¢nost, mutace, ptirozeny vybér a kiizeni — pro ,,Slechténi® feSeni zadané
ulohy. Pro dosazeni lep$ich vysledk kombinuje GASpeD geneticky algoritmus s tradi¢ni
lokalni optimaliza¢ni technikou, metodou Levenber-Marquardt, kterd se zpravidla
pouziva k zavérecné fazi optimalizace. Implementace proménné pravdépodobnosti
mutace a preinicializace populace (spuSténim né¢kolika parcidlnich genetickych
algoritmt) dale zlepSuje konvergenci programu GASpeD a snizuje pravdépodobnost
uviznuti v lokdlnim minimu [41]

4.2.3 Burkerova komurka

Koncentrace bunék ve vzorku byla uréena pomoci Burkerovy komirky (viz. obrazek
15).

10 pl suspenze (viz. ptiprava vzorku ve kapitole 4.1) bylo pipetovano na stranu
kryciho skla a pod mikroskopem spocitany buiiky v jednotlivych ¢tvercich.

Pocet bungk v 1 mm’ (pl) suspenze je uréen vztahem:
b= nxz/(cxv=*h) (7)
Kde b... poget bundk v 1 mm’
n... celkovy pocet napocitanych bunék
c... pocet ¢tverct ve kterych se pocitalo (nejcastéji 25 nebo 50)
v... plocha pouzitého ¢tverce (maly nebo velky)
h... hloubka komirky

z... pouzité fedéni suspenze (uvadi se kolikrat byla suspenze fedéna)
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Obrazek 15:

Burkerova komorka [42]
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5 Vysledky

5.1 Meéreni fluorescence ¢istétho NADH

5.1.1 Vliv excitaéni vinové délce na fluorescence NADH

Vzorek NADH pro méfeni spekter byl pfipraven z praskové formy NADH — (-
Nicotinamid adenine dinucleotide hydrate (M=663,43 g/mol), (N7004, Sigma-Aldrich) o
97,2% spektrofotometrické Cistote, ktery byl rozpustén ve fosfdtovém pufru 1x PBS
(pH=7) pro stabilizaci pH. MnoZzstvi NADH bylo navazeno pomoci analytickych vah a
smichano s PBS tak aby byla vysledna koncentrace NADH v roztoku 0,018 mM, coz
odpovida jeho koncentraci v buiice [43]. Aby byl roztok homogenni, byl sonikovan
v ultrazvukové 1azni po dobu 10 min. Emisni spektrum pak bylo ve vSech experimentech
méteno bezprostfedné.
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"
35000 - N M, ——340nm
f
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/ n
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10000 4

Emission spectrum NADH
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Obrazek 16a: Emisni spektrum NADH pfi excita¢ni vlnové délce 340 nm, 350 nm a 365
nm

Meéfieni na vice excitacnich vinovych délkach bylo provedeno za ucelem poznat a
zjistit, jak se méni fluorescence NADH. Bylo pozorovéano Ze excita¢ni vinové délky maji
vliv na intensitu fluorescence NADH, ale ne na pribéh emisniho spektra NADH (viz
obrazek 16a coz odpovidd Kashovu pravidlu. Vybér vice excitacnich vinovych délek je
umoznén Sitkou absorpéniho pasu v oblasti 340nm jak ukazuje experimentalni vysledek
méteni na obrazku ¢. 16b. Emisni maxima pro vSechny excitacni vinové délky jsou pro
vlnovou délku 460 nm coz je ve shodé¢ s literaturou.
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Obrazek16b: Sitka absorpéniho pasu NADH

5.1.2 Vliv vlnovych délkich na fluorescence roztokii riznych
biofluorofori

Ke zjisténi excitacni vlnové délky, kterd by potlacila vliv ostatnich biofluorofort
obsazenych v buiice jsme piipravily smés NADH, tryptofan a pyridoxin s koncentraci
NADH 0,3 mM, pyridoxin o koncentraci 0,6 mM s tryptofanem s koncentraci 0,6 mM
v poméru 2:1:1. Vzorek byl opét sonikovan po dobu 10 minut a béhem méfeni, aby
nedoslo k tvorbé agregaci, bylo pouzito magnetické michatko. Vysledek je ukéazan

v obrazku 17.
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Obrézek 17: Emisni spektrum roztoku (NADH, Pyridoxin a Tryptofan) pfi excitacni
vilnové délce 365 nm

Roztok jsme naméfili také pti vinové délce 340 nm a 350 nm. Bylo pozorovéno, Ze
pfi vinové délce 365 nm, bylo emisni spektrum roztoku velice podobné s emisnim
spektrem NADH. Po opakovani naseho experimentu né€kolik krat za sebou jsme dosli
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k zavéru, ze se budeme vénovat hlavné excitacni vinové délce 365 nm, kterd vykazuje
nejvetsi intenzitu fluorescence u NADH.

5.1.3 Vliv pH na fluorescence NADH

Vliv pH pufru ve kterém byly pfipraveny vzorky smési byl zméten pro stejné poméry
NADH, tryptofanu a pyridoxinu pro pH 6, 7 a 8. Vysledky jsou uvedeny na obrazku 18a,
18b a 18c.

pH pufru byl upraven na potfebnou hodnotu pH pfidanim NaOH nebo HCI do
roztoku PBS. pH metrem byla kontrolovana hodnota nového pH.
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Obrazek 18a: Emisni spektrum NADH pfi excitacni vinové délce 365 nm v roztoku s pH 6, 7 a
8
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Obrazek 18b: Emisni spektrum Pyridoxinu pfi excitacni vinové délce 365 nm v roztoku s pH 5,
6,7a8
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Obrazek 18c: Emisni spektrum Tryptofanu pfi excitacni vinové délce 365 nm v roztoku s pH 5,
6,7a8

Me¢teni bylo provadéno u roztokit NADH o stejné koncentraci pii stejné excitacni
vinové délce (365 nm), ale s riznym pH. Byl pozorovan rozdil v intenzité fluorescence,
ale ne v emisnich maximech. Nepatrné rozdily byly u emisnich spekter pii excitacni
vinové délce 350 nm a 365 nm. Postup méfeni byl nasledné aplikovan na pyridoxin i
tryptofan. Vliv pH na emisni spektrum je vétsi u tryptofanu a pyridoxinu nez u NADH.

Pro porovnani emisnich spekter zdravych a nadorovych bun¢k bylo vybrano pH 7.
Pfestoze rizni lidé mohou mit rizné pH (alkal6za nebo acidéza), ale bunky zdravé a
nadorové rostou ve stejném prostredi.

5.2 Méreni fluorescence bunéénych kultur

Prestoze kombinace tii biofluoroforti ukazala, ze excita¢ni vlnova délka 365 nm,
zkouseli jsme 1 jiné vlnové délky, protoze buiiky mohou obsahovat i jiné biofluorory, o
kterych mozné ani nemame ptedstavu, jaké maji fluorescencni charakteristiky. V tomto
pfipadé jsme excitovali nas vzorek vSemi vlnovymi délkami (260 nm, 340 nm a 365 nm).
VInovou délku 260 nm a 340 nm jsme vybrali, protoZe jsou excitacni maxima pro NADH.
Me¢tili jsme 5 krat, abychom potvrdili pfesnost vysledkti méteni.

Bylo provedeno pét kultivaci bunéénych linii identickym postupem pro 3T3 a CT26
popsanym ve kapitole 4.1 k ziskani dat k porovnani jejich emisnich spekter. VSechny
métené vzorky byly ve stejné kyveté se magnetickym michatkem, aby nedochéazelo
k sedimentaci bun¢k.

Pro vSechny meéteni velikost Stérbina pii excitaci (2 nm) a emisi (2nm) ziistala
nemeénna.
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5.2.1 1. Méreni

1. méfeni bylo provedeno 1.3.2018 po 3. dnech kultivace bunécné linie. Ziskana
koncentrace roztoku byla upravena na 5.10* bungk/ml pro oba typy bundk. Méfeni
emisnich spekter popsanym zplisobem bylo provedeno bezprostfedné po ziskani bunécné
suspenze, aby zlstala koncentrace Zivych bun¢k nezménéna. Cely pokus by proveden na
dvojici vzorkl, naméfend data jsou uvedena v grafech na obrazcich 19a, 19b a 19c¢.

Pro pfesnéj$i méfeni musime métené signaly korigovat dvéma korekcemi. Prvnim je
korekce na fluktuaci svételného zdroje, tj. xenonové vybojky, jejiz intenzita je méfena
referencnim detektorem. Signal z detektoru je proto timto referencnim signalem délen,
¢imz je spektrum oSetfeno od vlivu ¢asové nestalosti excitacniho zdroje. Druhy spociva
v uprave dat pomoci korekénich soubortt doddvanych vyrobcem, jez slouzi k odstranéni
artefakti zanesenych do optického signalu v monochromatoru.
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Obrazek 19a: Emisni spektra pfi excitacni vlnové délce 260 nm bun¢k CT26 a 3T3
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Obrazek 19b: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 340 nm bunék CT26 a 3T3

40



14000

12000

10000

—CT26
—3T3

1.3.2018
exc. wavelength 365 nm
PBSpH7

T T T T 1
400 450 500 550 600
Wavelength [nm]

Obrazek 19c: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 365 nm bun¢k CT26 a 3T3

Naméfend emisni spektra 3T3 a CT26 se témet prekryvaji pii excitacni vinové délce
260 nm a 340 nm. U excitani vinové délky 365 nm byla naméfend spektra rozdilna
v poméru intenzity fluorescence emisnich maxim a v pozicich téchto maxim. Pomér
intenzity Iy (450 nm) : Ir (520 nm) u CT26 je 0,88 au 3T3 je 0,60.

Tyto prvni vysledky méfeni potvrdily nasSi hypotézu o tom, Ze jsou fluorescencni
spektra zdravych a nadorovych bunck rozdilnd. Abychom potvrdili naSi hypotézu
zopakovali jsme cely postup pfipravy bunéénych vzorkli a méteni jejich spekter naprosto
shodnym zptsobem.

5.2.2 2.méreni

Mgéieni bylo zopakovano 15. 3. 2018. Koncentrace byla upravena na 5.10* bunék/ml
stejn¢ jako u 1. méfeni. Naméfena data byla vynesena do grafii na obrazku 20a, 20b a
20c.
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Obrazek 20a: Naméfend a normalizovana emisni spektra pfi excitacni vinové délce 260
nm bunék CT26 a 3T3

6000

—CT26
—3T3

5000 4

4000
156.3.2018

¢ =5.10" cells/ml

exc. wavelength 340 nm

3000 4

2000

1000

T T T T 1
400 450 500 550 600
Wavelength [nm]

Obrézek 20b: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 340 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrazek 20c: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 365 nm bunék CT26 a 3T3

Opakovatelnost v méfeni spekter bylo dosazeno pouze pii excitaci vzorki CT26 a
3T3 na vinové délce 340 nm. U excitacni vinové délky 260 nm byl pozorovan velky rozdil
v intenzité fluorescence mezi obéma bunéénymi liniemi. Po normalizaci spekter se tato
spektra piekryvaji. Rozdil v intenzité fluorescence pii excitaci na vinové délce 365 nm je
patrné z grafu na obrazku 20c. Lisi se 1 pomé&r velikosti maxim emise, pomér intenzity Ir
(450 nm) : Ir (520 nm) u CT26 je 0,75 au 3T3 je 0,59. Tyto poméry jsou piedevsim pro
3T3 shodné a pro CT26 blizké.
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Obrazek 20d: Emisni spektra pii excitacni vinové délce 365 nm bun&k CT26 ve
dne 1.3 a 15.3.2018

Po diskuzi a hledani vysvétleni, pro¢ nebylo méfeni reprodukovatelné, bylo zjisténo,
ze jsou k dispozici dva typy kultivacnich medii (viz. kapitola 4.2). To by mohlo byt jeden
z diivodu vysvétlujici rozdily v naméfené fluorescenci, nebot’ koncentrace u obou vzorkt
byla ¢ = 5.10* bungk/ml.

5.2.3 3.méreni

Na zadkladé mozného vlivu media byly kultivovany CT26 a 3T3 v M. I. a M. IL.
Identickymi postupy popsanymi ve kapitole 4.2. Kontrolou kultivované bunééné kultury
pod mikroskopem bylo zji§téno, ze v mediu M. L. rostly buiiky obou typti vice nez u media
IL.. Proto byl pfipraven vzorek obou typii bunék s koncentraci 5.10* bungk/ml pouze pro
M. 1. a koncentrace 1,25.10* bungk/ml pro obé media. Postup méfeni spekter byla pro
vSechny pfipravené vzorky identicka dle kapitoly 4.2. Vysledky méteni jsou zpracovany
do grafii uvedenych na obrazcich 21a-f.
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Obrazek 21a: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 260 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrézek 21b: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 340 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrazek 21c: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 365 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrézek 21d: Emisni spektra pfi excita¢ni vlnové délce 260 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrazek 21e: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 340 nm bun¢k CT26 a 3T3
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Obrazek 21f: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 365 nm bun¢k CT26 a 3T3

Vliv kultivaéniho media na rGst bunéné linie uz bylo pozorovan pod
mikroskopem. Ptestoze kultivaéni medium 1. s glutaminem je povazovano za lepsi
prostfedi pro obé bunécné linie, pii porovnani naméienych emisnich spekter CT26 a 3T3
s koncentraci 1,25.10* bundk/ml lze konstatovat, Ze intenzita fluorescence u vzorki
kultivovanych v mediu M.IL. byla vyrazn¢ vyssi nez v ptipadé media M.I. Toto zjisténi
vlivil kultiva¢nich medii na intenzitu fluorescence povazujeme za dilezity vysledek ktery
by mél byt dale studovan.
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Pro vlnové délky 260 nm a 340 nm se emisni spektra li§i v intenzité fluorescence,
ale po normalizaci jsou tato spektra podstaté stejna.

5.2.4 4.méreni

Vzhledem tomu ze vysledky méfeni 1. az 3. nepodavaly reprodukovatelné
hodnoty, bylo pfipraven dal$i experiment 19.4.2018.Pro tento experiment byly
pfipraveny nové vzorky CT26 a 3T3 identickymi postupy jako v experimentech 1. az 3.
Naméiend data intenzity fluorescence byla zpracovana do grafii jez jsou uvedeny na
obréazcich 22a-f pro stejnou koncentraci 1,25.10* bunék/ml.
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Obrazek 22a: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 260 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrézek 22b: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 340 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrézek 22c: Emisni spektra pfi excitaéni vinové délce 365 nm bun¢k CT26 a 3T
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Obrézek 22d: Emisni spektra pfi excitacni vinové délce 260 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrazek 22e: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 340 nm bun¢k CT26 a 3T3
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Obrazek 22f: Emisni spektra pfi excitani vinové délce 365 nm bunék CT26 a 3T3

Z vysledkt 3. méfeni a 4. méfeni jsme mohli vidét, Ze normalizovana emisni spektra
pro excitac¢ni vinové délky 260 nm a 340 nm se nelisi pro CT26 a 3T3 pro M.l a M.II. U
M.I. ve 4. méfeni byla naméfena vyssi intenzita fluorescence u 3T3 nez CT26, coz je
v souladu s vysledkem 3. méteni. U MLIL je intenzita fluorescence naopak vétsi u CT26
coz je v souladu s literaturou [34], kde byla métfena koncentrace NADH ve zdravé burice
nizsi nez v nddorové ale kazda byla kultivovana v jiném mediu. takové ptipady méteni.
Emisni spektra CT26 a 3T3 v M.II jsou kvalitativné shodna s méfenim 29.3.2018.Toto se
nepotvrdilo u porovnani spekter v M.I. ale nestalo u media I. U 3T3 je intenzita
fluorescence prvniho piku (kolem 450 nm) vys$i nez intenzita fluorescence u druhého
piku (kolem 530 nm), coz je opacny vysledek oproti tomu z 29.3.2018.

U excitacnich vlnovych délek 260 nm a 340 nm, jsou rozdily v normovanych
emisnich spektrech zanedbatelné ,proto byly dalSi experimenty provedené pouze pro
excitaéni vlnovou délku 365 nm.

Vysledky Ctyt experiment neposkytne relevantni vysledky které by jednoznacné
charakterizovali zdravé a naddorové buiiky. Proto byl pouzit program pro dekonvoluci
spekter GASpeD (viz. kapitola 4.1) ktery byl vyvinut pro analyzu emisnich spekter
plazmy. Z vyuzitim toho programu jsme rozlozili naméfend spektra abychom porovnali
mozné posunu emisnich pikli odpovidajici vinové délce 460 nm, coz je emisni maximum
NADH. Ptiklad rozkladu je na obrazku 22g.
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Obrazek 22g: Rozklad emisnich spekter CT26 a T3T pomoci GASpeD

Rozkladdana spektra pomoci GASpeD umoznila identifikovat dva hlavni emisni piky
v oblasti 460 nm a 525 nm, které odpovidaji emisnim maximim NADH a FAD coz je
v souladu s literaturou [17]. Rozdily u CT26 a 3T3 byly jen v intenzité. U pikQ v oblasti
460 nm nebyly posuny patrné jak u M.I tak M.II, posun cca 5 nm byl u pika v oblasti 525
nm u M.IL

5.2.5 5.méreni

Vzhledem k tomu, Ze vysledky méfeni spekter CT26 a 3T3 neprokazali vyrazné
odlis$nosti, které by charakterizovali jednoznaéné nadorovou nebo zdravou burku, bylo
ptikroceno k méfeni emisnich spekter pii zménénych metabolickych podminkach pouze
pfi excitacni vlnové délce 365 nm. Vzorky CT26 a 3T3 byly pfipraveny identickym
postupem jak bylo uvedeno vySe. Emisni spektra byla métena pro pripravené vzorky a
pfi zméné metabolickych podminek: a) pfidanim stejného mnozstvi glukézy, b) pii
odebrani kysliku - vzorek byl probublavan po dobu jedné minuty istym dusikem. Jedno
meéteni emisniho spektra v rozsahu 380 az 600 nm trvalo 40 sekund. Mé&feni bylo
provedeno u kazdého vzork tfi krat pro potvrzeni reprodukovatelnosti mefeni. Vysledky
jsou na obrazku 23a a 23b.
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Obrazek 23a: Emisni spektra pfi excitani vlnové délce 365 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrézek 23b: Emisni spektra pii excita¢ni vlnové délce 365 nm bunék CT26 a 3T3
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Obrazek 23c: Reprodukovatelnost emisniho spektra CT26 pfi excitacni vinové délce
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Obrazek 23d: Reprodukovatelnost emisniho spektra 3T3 pfi excitani vinové délce 365
nm

Vysledky méteni uvedenych na obrazcich 23c a 23d dokumentuji, ze béhem méfeni
k tvorbé agregace a dal§im jeviim zptisobujicich zhaSeni fluorescence.
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Jako u predchoziho méfeni emisni spektra byla rozlozena pomoci softwaru GASpeD.
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Obrazek 23e: Rozklad emisnich spekter CT26 a T3T pomoci GASpeD

Na rozdil od ptedchoziho méteni, rozlozeni na jednotlivé piky je mozné urcit posuv
téch hlavnich pikti na vinové délce 460 nm a 525 nm o 15 az 20 nm.

Nyni bylo pfikro¢eno ke zméné metabolismus bunék pfidanim 100 pl roztoku
glukdzy glykolyza o koncentrace 100 mg/l do kyvety ke vzorku. Spektra byla naméfena
identickym postupem v danym ¢asovych intervalech uvedenych v grafech.
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Obrézek 23g: Emisni spektra po podani glukézy

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 23f. V prubéhu spektralnich zavislosti u vzorka

bez a s glukdzou je patrné vyrazné zvyseni intenzity fluorescence v oblasti 460 nm u
CT2613T3 a v oblasti 520 nm pouze CT26. U CT26 je toto zvySeni je vyssi nez u 3T3,
coz je v souladu s predpokladem, ze pti glykolyze dochédzi k zvysené tvorbé NADH.

Vyssi rozdil v intenzité fluorescence u CT 26 nez u 3T3, muize souviset v rozdilu

metabolismu nddorovych a zdravych bunék (nddorové bunky maji

metabolismus a d€li se mnohem rychleji).

rychlejsi

Dalsim zasahem do metabolismu bun¢k bylo odebrani kysliku stavajicim vzorkim

probublani dusikem. Méteni spekter byly provedené v ¢asovych intervalech uvedenych

v grafech na obrazku 23h a 23i.
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Obrazek 22h: Emisni spektra po probublani roztoku s glukézou dusikem pro CT26
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Obrazek 22i: Emisni spektra po probublani roztoku s glukézou dusikem pro 3T3
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Vyrazny vliv odebranim kysliku byl zaznamenén pouze u vzorku 3T3 v M.L
V ostatnich pfipadech se vliv odebrani kysliku neprojevil. V anaerobnim prostiedi
dochazi podle dychaciho fetézce bunky k saturaci NADH, nebot’ se nemlize oxidovat na
NAD', ktery nevykazuje fluorescenci. Jedno z mozného vysvétleni u ostatnich vzork je,
doba probublavani dusikem nebyla dostacujici.

5.3 Aplikace na analyzu fluorescen¢niho spektra pri PDT

Vysledky analyzy emisnich spekter nadorovych bun¢k byly vyuzity k analyze dat pfi
PDT. Z ¢asovych divodu byly tyto vysledky aplikovany na data, kterd byla ziskana pfi
diplomové praci Bc. Martina Cepy [30].

Nameétena emisni spektra byla provedena na vzorcich bunck CT26 pfi excitacni
vlnové délce 350 nm. Soucasné byly vzorky ozarovany po definovanou dobu zafenim o
vinové délce 405 nm.

Nameétena spektra jsme zpracovali a rozlozili s programem GASpeD a urcili hodnoty
fluorescence pro vinovou délku 460nm. Vysledky jsou uvedeny v grafu na obrazku 23.
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Obrazek 24: Zavislost intenzity fluorescence na ¢ase pro vinovou délku 460 nm

Nami zjisténa zavislost intenzity fluorescence na vinové délce 460 nm v zavislosti
na dob¢ ozatovani ma klesajici tendenci podle o¢ekavani. Tato zavislost 1ze vysvétlit
poklesem koncentrace NADH. To odpovidé poklesu vitality bun¢k, a tedy i¢innosti PDT.
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V grafu jsou zaneseny i pfimo méfené hodnoty pro vinovou délku 460nm, kter¢ ale
nevykazuji pokles, ale naopak doslo k zvyseni intenzity fluorescence. Coz by znamenalo,
ze k emisi ptispivaji i dalsi biofluorofory, ale ptesny diivod se nepodatilo objasnit béhem
experimentu.
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6 Diskuse a shrnuti

Me¢teni fluorescence Cistych biofluoroforti v kapitole 5.1 je oproti méfeni s redlnymi
bunikami opakovatelné kvalitativné i kvantitativné. Ziskané vysledky méfeni odpovidaly
hodnotdm uvedenym v literatufe i naSemu ocekavani. Dokézali jsme, Ze vlastnosti
emisniho spektra nezalezi na excita¢ni vinové délce (Kashovo pravidlo), protoze Sitka
absorp¢niho pasu fluoroforti je pomérné Siroka. Velikost vinové délky zméni spektralni
tvar fluorescenéniho spektra pouze kvantitativné ale ne kvalitativné. pH méfeného
dosazena intenzita fluorescence pro pH7 a vliv pH se projevil u vSech métenych
biofluorofort, nejméné ale u NADH. Diky témto dil¢im poznatkiim o Sifce absorpéniho
pasu, miizeme vybrat vhodnou excita¢ni vinovou délku, tak Ze je omezen vliv ostatnich
biofluoroford, které by ovlivnily emisni spektrum vice pfi jiné excitani vlnové délce.
V naSem piipad¢ pfi excitani vlnové délce 365 nm, byl potlacen vliv tryptofanu a
pyridoxinu. Emisni spektrum roztoku sledovalo spektrum NADH.

Pro porovnani fluorescenc¢nich spekter, coz bylo hlavnim cilem prace, byly zvoleny
dveé bunééné linie (CT26 a 3T3), které jsou fibroblasty mysi. Pfiprava vzorki byla ¢asoveé
naro¢na. Kultivace buné¢k trvala dvou az tfi dny a bylo nezbytné méfit okamzité, byla
zachovana koncentrace zivych bun€k. Procesy kultivace a ptipravy suspenze byly ¢asove
narocné a obtizné, protoze vSechno se muselo délat v laminarnim boxu, aby se zabranilo
kontaminaci bun€k. Pii prvnim opakovaném experimentu byly ziskdny
nereprodukovatelné vysledky emisnich spekter s prvnim méfenim. Tim byl zjistén vliv
kultivaéniho média na emisni spektra bun¢k. Ne vzdy se podafilo uspésné kultivovat
buiiky, n¢kdy rostly malo nékdy vice, proto bylo méteni provedeno pouze u media I. U
media II, které neobsahuje glutamin, buiiky rostly mnohem méné VSechny postupy pfi
kultivaci a piipravé vzorki bunck byly provedeny naprosto shodné€, postup méteni byl
dodrzovén stejn€, vysledky méfeni byly kvantitativné odlisné pro stejnou koncentraci,
médium a excitacni vinovou délku. U nékterych méfeni byly rozdily mezi CT26 a 3T3
patrné v poloze emisnich maxim (prvni méfeni), ale u nékterych méfeni tyto rozdily
nebyly, pouze ve velikosti intenzity. Byl pozorovéan velky vliv kultivaéniho media na
bunécné linie. Buniky vyrostly v mediu II. (bez glutaminu) ménég, ale vykazovaly
zvySenou intenzitu fluorescence. Pfi excitani vlnové délce 260 nm a 340 nm byla
normovana spektra u obou bun¢k téméf shond, proto vinova délka 365 nm. Po rozkladu
spekter pomoci GASpeD nebyly nalezeny spolehlivé rozdily (jen malé posuny ve
emisnim maximu v jednotkdch nm).

Jelikoz nebyly nalezeny spolehlivé rozdily v emisnich spektrech i po jejich rozlozeni
byly pouzity v souladu se zadanim DP, dalsi faktory, které mohou ovlivnit emisni spektra
bunéénych linii a tim je metabolismus bunék. Ten byl ovlivnén pfidanim 100 ul roztoku
glukézy o koncentraci 1000 mg/l k vzorku bunék. Po dobrém promichani byla métena
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emisni spektra stejnym postupem jako u vSech pfedchozich experimentl. Vysledky
méfteni ukazaly vyrazny nartst intenzity fluorescence kolem prvniho piku (cca 450nm) v
obou mediich vyraznéjsi u nadorovych bun¢k CT26 nez zdravych 3T3. Da se oCekavat,
ze pii pfidani glukézy bude intenzita fluorescence rust, jelikoz probihd v buikach
glykolyza, coz ma za nasledek zvyseni hladiny NADH (emisni maxima kolem 460 nm).

Dalsim zpisobem zkoumani metabolismu bunék je odebrani kysliku bunkam
(anaerobni prostfedi) probublanim dusikem. Vysledky méfeni bohuzel odpovidaly
o¢ekavani jen u jednoho ptipadu, tj. u 3T3, ktery byl kultivovany v kultivaénim mediu I.
U ostatnich ptipadl pii odebrani kysliku nevykazovaly téméf zadny rozdil od emisnich
spekter po podani glukézy. V anaerobnim prostredi podle dychaciho fetézce byl o¢ekavan
velky skok, protoze se hromadi NADH (saturace). Bez kysliku NADH nemiize oxidovat
na NAD', ktery nevykazuje fluorescenci. Domnivame se, Zze doba pfi odebirani kysliku
bunikdm nebyla dostatecné dlouha.

Na konec byl aplikovéan software GASpeD na naméfena data emisnich spekter CT26
s ptidanim PpIX po dlouh¢é dob¢ osvitu diodou o vinové délce 405 nm. Z takto ziskaného
rozkladu byly vybrany intenzity fluorescence na vybrali jsme hodnotu fluorescence na
vlnové délce 460 nm. Zjisténa zavislost intenzity fluorescence na dob¢ osvitu méla
ocekavany pokles, ktery 1ze interpretovat poklesem koncentrace NADH a tedy i poklesem
CT26.
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7 Zavér

Prace byla zaméfena na porovnani fluorescencnich spekter zdravych a nadorovych
bunécnych kultur pfi excitacnich vinovych délkach 260 nm, 340 nm a 365 nm. M¢éteni
byla postupné provddéna na péti vzdy znovu kultivovanych bunécnych kulturach
zdravych a nddorovych bunék. Rozdily v emisnich spektrech byly v nékterych piipadech
(1. a 5. méfeni), u ale ne vzdy. I pii stejnych postupech kultivace, pfipravé vzorkl a
méteni, byly rozdily ve spektrech 3T3 a vzdy pouze v intenzité fluorescence a poméru
velikosti maxim emise pro vinové délky okolo 460nm a 520nm. S vyuzitim programu
GASpeD na rozklad spekter se podafilo najit nékteré posuny piku ve vinovych délkach
az deset nanometrt v piipad¢ (5. méteni) nikoliv ale u kazdého spektra. Ukézali jsme, jak
velky vliv ma typ kultiva¢niho media na rlist bunék a na velikost intenzitu fluorescence.
Znamena to, ze 1 kdyz jsou buiiky stejného typu (genotypovée), pokud ale vyrostly v jiném
prostredi, fenotypoveé nemusi byt Uplné totozné, mohou se liSit v svém metabolismu. To
bylo prokdzano porovnanim emisnich spekter vzorkd s gluk6zou v aerobni a anaerobni
prostfedi. Nadorové bunky maji rychlej§i metabolismus, proto po podani stejného
mnozstvi glukdzy se vytvotilo vice NADH a intenzita fluorescence v okoli vinové délky
460 nm, se vyrazn¢ji zvysila nez v ptipad¢ zdravé bunky. Bohuzel v anaerobni prostredi
se vysledky experimentu nepodafilo potvrdit se 100% platnosti. Jednou z moznych
diivoda je doba pfi procesu zbaveni se kysliku z bunécné suspenze. Doba 1 minuty
probublévani vzorku dusikem byla kratka.

V této praci jsou uvedené vysledky méteni ziskané do 3.5.2018. Pokracovani v feSené
problematice je perspektivni v porovnavani emisnich spekter na metabolické Grovni, jak
ukdzaly prvni experimenty, nebot piestoze zdravé a nadorové builky pochézejici
ze stejného typu, fenotypové se mohou lisit (rychlosti metabolismus, schopnosti reagovat
pfi zméné prostiedi...).

V zavéru mohu konstatovat, ze bylo zadani diplomové prace splnéno
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