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ABSTRAKT

Analyza fluorescen¢nich spekter zdravych bunék v zavislosti na koncentraci
nadorovych bunék, pH a teploty prostredi

Nédorova onemocnéni patii mezi Casté priciny umrti po celém svété. Pro jejich ucinnou
1é¢bu je nutnd rand detekce onemocnéni. Tato prace se zabyva moznosti detekce
nadorovych bun¢k porovnanim fluorescencnich spekter biofluorofort NADH (volné a
vazané na proteiny), FAD a LR zdravych bun¢k 3T3, nddorovych bunék CT26 a
nadorovych bun€k SNU475 a smési bun€k 3T3 a CT26 v rozmezi koncentraci 100 % 3T3
a0% CT26az0 % 3T3 a 100 % CT26. Fluorescencni spektra byla méfena za laboratorni
teploty a teploty 37 °C pti normalnim pH 7,2 a snizeném pH 6,2, a pti excitaci 365 a 460
nm v rozsahu 400 — 700 nm. Fluorescencni spektra jsou rozloZena a analyzovana
programem GASpeD, ktery je zaloZen na genetickém algoritmu. Tento program rozklada
spektra na piispévky od jednotlivych biofluoroford, dle literatury, obsazenych v burnce.
Je ukazano, Ze zastoupeni obou forem NADH, volného a vdzaného NADH, a vinové
délky jejich maximalnich intenzit jsou odliSné pro zdravé a nadorové bunky a jsou
ovlivnény teplotou a pH prostiedi.

Cilem prace je dokazat, Ze je moZné rozliSit nadorové bunky na zaklad¢ jejich
fluorescen¢nich spekter od bunc¢k zdravych, a Ze je moZné detekovat piitomnost
nadorovych bun¢k i ve smési zdravych a nddorovych bunék 3T3 a CT26. Také je cilem
dokézat moznost vyuZiti této metody na jiném typu naddorové buiiky. Pro srovnani jsou
uvedeny vysledky méfeni na nadorovych bunkach SNU475. Z vysledki plyne, zZe
z rozlozenych fluorescencnich spekter bunék je mozné rozlisit nadorové a zdravé buiky,
a to jak u Cistych vzorki bunék, tak u jejich smési a pfi rozdilnych teplotach a pH.

Klicova slova

Fluorescence bun¢k, NADH, FAD, GASpeD



ABSTRACT

Analyse of fluorescence spectra of healthy cells as a function of carcinoma cell
concentration, pH and temperature environment

Cancer disease belongs among common causes of death all along the world. For their
effective treatment an early detection of the disease is necessary. This study focuses on
the option of detecting the cancerous cells by comparing the fluorescence spektra of
biofluorofores NADH (free and bound), FAD and LR in healthy cells 3T3, cancerous
cells CT26 and cancerous cells SNU475 and in mixture of 3T3 and CT26 cells in
concentrations ranging from 100 % 3T3 and 0 % CT26 to 0 % 3T3 and 100 % CT26.
Fluorescence spektra are measured at laboratory temperature and at 37 °C in normal pH
of 7,2 and low pH of 6,2 with excitation of 365 and 460 nm in ranges between 400 — 700
nm. Fluorescence spectra are analyzed with software GASpeD, which is based on genetic
algorithm. This software breaks down the spectra into contributions of specific
biofluorofores of the cells according to literature. I tis shown that the presence of both
free and bound NADH and the position of their fluorescences” maximum intensities are
different for healthy and cancerous cells and change based on temperature and pH of the
environment.

The point of this study is to prove the possibility of distinguishing cancerous cells on
the basis of their fluorescence spectra from healthy cells and the possibility of detecting
presence of cancerous cells in a mix of healthy and cancerous cells 3T3 and CT26. The
point is also to prove the feasibility of using this method on a different kind of cancerous
cells, for which are used SNU475. The results show that there is a possibility to
distinguish healthy and cancerous cells based on broken down spectra of their
fluorescence for both pure cells and for their mixtures and at different temperatures and
pH.

Keywords
Cell fluorescence, NADH, FAD, GASpeD
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1 Uvod

Rakovinnd onemocnéni patii celosvétové mezi nejvyznamnéjsi smrtelnd onemocnéni a
jejich Cetnost se stale zvySuje. Jedna se o skryté a Casto bezptiznakové onemocnéni, které
samotnych lé¢ebnych postupli zdokonalovat také diagnostické metody, aby bylo mozné
nadorové bunky odhalit v pokud mozno raném stadiu rakoviny a zvysit tak Sance na
preziti pacienta. Prvotnim krokem je zjiSténi na podezieni nadoru. Tim mize byt odhaleni
bulky ¢i jiného nepfirozeného tutvaru pod kizi, nebo zména fyziologickych projevii
zpusobend pritomnosti nddoru ve specifické tkani ¢i organu. V okamziku podezieni se
pak ptitomnost nadorového onemocnéni ovéfuje vyuzitim zobrazovacich technik, od
rentgenu, pies vypocetni tomografii a magnetickou rezonanci, az k pozitronové emisni
tomografii. Po odhaleni mista nddoru je pak potfeba provést biopsii nalezu a cytologicky
in vitro stanovit, zda se jedna o rakovinné bunky. [1]

Takovato vyseteni jsou ¢asové i finanéné naroc¢na a v piipad¢ biopsie i invazivni.
Proto je cilem této prace nalezeni alternativniho zpasobu zjistovani ptitomnosti
rakovinnych bunék ve tkani, pifimo v téle pacienta analyzou fluorescencnich spekter
biofluoroford, obsazenych v bunce. Pro tuto detekci se jevi jako idealni vyuziti
piirozenych biofluoroforti bunék. Tyto biofluorofory maji specifické emisni piky, které
se V riznych druzich bunék neméni. Pro tuto praci vyznamné biofluorofory jsou prevazné
o latky souvisejici se zdkladnimi funkcemi buniky - dychacim fetézcem. Z pfedchozi
prace [1] a literatury [5] vyplyva, jaké jsou idealni excitani vlnové délky pro excitaci
pravé téchto biofluorofori, mezi néZ patii predevSsim NADH. Tato latka je jednim
Z hlavnich ucastniki bunééného dychani a vykazuje fluorescenci i bez navdzani markerd.
Zastoupeni jeji volné formy a jeji formy vazané na proteiny se 1i§i mezi zdravymi a
nadorovymi bunikami, coz je pro tuto praci klicové. Mezi stdvajici metody detekce téchto
forem patii zejména méteni trvani jejich fluorescence (FLIM), jelikoZ forma vazana na
proteiny ma vyssi dobu zivota. [2-7]

Tato prace ovéiuje moznost detekce fluorescenénich spekter vybranych zdravych
bun¢k 3T3 a rakovinnych bun¢k CT26 a SNU475 pomoci rozkladu celkového spektra
fluorescence téchto bunék programem GASpeD na ptispévky jednotlivych biofluorofori.
Tyto bunky jsou méfeny ve fyziologickém pH 7,2 a ve snizeném pH 6,2 a ve fyziologické
teploté 37 °C a laboratorni teploté. Zvolené excitacni vinové délky byly 365nm a 460 nm
a rozsah méfeni FS 400nm — 700nm, které byly zvoleny na zéklad¢ vysledkl predchozi
prace a literatury [1-7]. Méfené vzorky bun€k byly ve formé suspenze. Kromé samotnych
bun¢k 3T3 a CT26 byly proméfeny také jejich smési V riznych koncentracich. Kromé
mysSich bun€k 3T3 a CT26 byla prométena fluorescenéni spektra i pro lidské rakovinné
buiiky SNU475 a stejné jako pro predchozi bunky byla tato spektra rozlozena na
ptispévky jednotlivych biofluorofort a vyhodnocena. Z vyslednych rozkladi
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fluorescencnich spekter jsou provedeny zaveéry této prace a porovnany s dosud zndmymi
poznatky o obsahu volného a vazaného NADH ve zdravych a nadorovych bunkach
uvedenych v literature.

Prace je rozd¢€lena do 5 kapitol.

V kapitole 1 jsou uvedeny informace o bunécnych procesech, jichz se biofluorofory
NADH a FAD ucastni, popsané Krebsovym cyklem a dychacim fetézecem. Dale jsou
popsany zmény bunky pii nddorovém bujeni a popis vlastnosti biofluorofort NADH a
FAD. Nakonec jsou uvedeny =zakladni principy fluorescence, jako nastroje pro
charakterizaci zdravych a nddorovych bun¢k.

V kapitole 2 je uveden souhrn pouzitych bunék 3T3, CT26 a SNU475, pouzité
chemikalie vyuzité pfi méfeni a kultivaci bunék. Popsan je zptisob kultivace a ptipravy
vzorku ve form¢ bunécné suspenze pro méieni, postup mefeni a zpltisob zpracovani dat —
jejich korekce a rozklad v programu GASpeD.

V kapitole 3 jsou uvedeny vysledky méfeni fluorescencnich spekter vzorki ve formé
grafii. Ve vysledcich jsou grafy rozloZzenych spekter Cistych bunéénych suspenzi 3T3,
CT26 a SNU475 pii teploté laboratorni a 37°C a pH 7,2 a pH 6,2, grafy porovnavajici
bunky 3T3, CT26 a SNU475 za stejnych podminek, grafy porovnavajici jeden typ buiky
za ruznych podminek teploty a pH prostiedi a nakonec koncentra¢ni fada porovnavajici
zmény rozlozeného spektra bunek 3T3 a CT26 pii postupném navysSeni koncentrace
CT26 ve vzorku 3T3.

V kapitole 4 jsou vysledky diskutovany a vyhodnoceny. V kapitole 5 jsou uvedeny
zaveéry prace.

1.1 Prehled sou¢asného stavu

1.1.1 Bunéc¢né procesy

NADH a FAD jsou metabolity t¢astnici se zakladniho bunééného procesu — bunééného
dychani. To se dé€li na aerobni glykolyzu, Krebsiv cyklus, dychaci fetézec a oxidativni
fosforylaci. Pro tuto préci je vyznamny predevS§im Krebsiiv cyklus a dychaci fetézec a
Vv nich probihajici chemické reakce. [8]

Krebstv cyklus je metabolickou drahou pro aerobni metabolismus, pfi némz vznika
NADH + H*, které se nasledné spotiebovava v dychacim fetézci. Krebstv cyklus je také
pro vétSinu anaerobnich organismil vyuzivan k syntéze dalSich metaboliti. U aerobnich
organismi, mezi néZ spada i ¢loveék, slouzi hlavné k zisku NADH + H" a nasledné také
ATP z pyruvatu, ktery je produktem glykolyzy, nebo acetyl-S-CoA, ktery je produktem
-oxidace. Enzymy podilejici se na reakcich Krebsova cyklu se nachazi v mitochodriich
s vyjimkou enzymu sukcinatdehydrogenaza, ktery se nachédzi ve vnitini mitochondridlni
membrané. Schéma Krebsova cyklu je na obrazku 1. [8-10]
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Obrazek 1.1: Schéma Krebsova cyklu [11]

Dychaci fetézec obsahuje fadu reakci bunééného dychani, jejichz cilem je zajisténi tvorby
ATP — zakladniho zdroje energie organismu. Pfi této tvorbé se vyuziva redukovanych
koenzymli a ptenosu elektronli a protonli skrze specifické komplexy. Produktem
dychaciho fetézce je energie, voda a teplo. Dychaci fetézec probihd na vnitini membrané
mitochondrii. Toto umisténi zajiSt'uje prisun redukovanych koenzymi vychazejicich z
Krebsova cyklu a B-oxidace. Dychaci fetézec spociva v postupném uvoliiovani energie
uloZené aerobni fosforylaci ve form¢ ATP. Intenzita bunééného dychani je zavislad na
mnozstvi krist — zahybli vnitini membrany mitochondrii. Ve vysoce vytizenych buiikach,
jako je naptiklad myokard, je vysoké mnozstvi mitochondrii s vysokym poctem krist. To
umoziuje vysoké zasobeni kyslikem. Ten se na konci dychaciho fetézce slucuje
s vodikem a vznikd voda. Propustnost vnitini mitochondridlni membrany je vysoce
selektivni, coz umoznuje vytvofit koncentracni gradienty. Ty jsou zdsadni pii udrZzovani
gradientu kationti vodiku H*. Elektronové pfenaSece nejsou umistény v fetézci ndhodné,
ale podle hodnoty svého redoxniho potencidlu, a to od nejzapornéjSich po nejkladnéjsi.
Z pyridinovych koenzymt a flavinovych koenzymi se uvolnuji elektrony, které jsou
pfendSeny soustavou pienaseCli. To =zajiStuje energii pro tvorbu protonového
elektrochemického gradientu. Tento gradient je vytvofen pomoci komplexti pumpujicich

vodikové kationty z matrixu mitochondrii do intermembranového prostoru. Jedinou
11



moznou cestu, kterou se nebudou za normalnich podminek vracet protony zpét do matrix,
tvori ATP-syntasa. Diky velikosti gradientu je energie z propusténych protont vyuzivana
k syntéze ATP z ADP+P;. [12-18]

Dychaci fetézec se déli na 4 reakce. V prvni znich komplex I vytvoii vstup
NADH+H" pyridinového koenzymu, do systému a zaroven od koenzymu piebere dva
protony a dva elektrony. Piebrané elektrony jsou dodany koenzymu Q. Energie z ptenosu
elektronil je postacujici K uvolnéni &ty H* do intermembranového prostoru. Dva protony
pochéazeji z NADH+H" koenzymii a dva jsou b&zné piitomné. V druhé reakci vytvari
komplex Il vstup FADH>, flavinového koenzymu, do systému. Pfi pfedani jeho elektroni
komplexu 11, cyt c-reduktazou, je obchazeno uvolnéni protond z komplexu I. Ve tieti
reakci odevzdava koenzym Q 2 elektrony komplexu III a dalsi dva protony se uvolni do
intermembranového prostoru. Ve ctvrté reakci piijme komplex IV, cyt c-oxidaza, od
komplexu III dva elektrony a ptenese je na kyslik. Ten poté reaguje s volnymi protony a
vznika voda. Pii této reakci se uvolni energie k pfenosu étyf H™ do intermembranového
prostoru. [12-18]
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Obrazek 1.2: Schéma dychaciho fetézce [19]
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Vysledkem dychaciho fetézce je reoxidovani redukovanych ekvivalenti FADH; a
NADH+H" a vytvoieni vody. Pfi vyuziti NADH+H" dojde k pfeneseni deseti H* do
intermembranového prostoru. Pfi vyuziti FADH; dojde k pieneseni Sesti H Po t&chto
krocich dochézi k aerobni fosforylaci, pii které FoF'-ATPasa uvoliiuje H* do matrix
mitochondrii pfi tvorb& ATP. Za kazdé &tyfi HY je vytvoifeno jedno ATP. Za kazdé
NADH+ H* je vytvofeno 2,5 ATP. Za kazdé FADH: je vytvoieno 1,5 ATP. Schéma
dychaciho fetézce je na obrazku 2. [12-18]

1.1.2 Zmény metabolismu nadorovych bunék

Jednim ze spole¢nych rysii nadorovych bun€k je zména metabolismu. Diky naruSeni
metabolismu se bunky mohou adaptovat na zménéné prostredi a uspokojit svou potiebu
rychlého riistu a proliferace. Nadorové bunky maji vétsi spotiebu glukozy a glutaminu
nez normalni buniky a jsou zavislé predevsim na rychlé glykolyze s omezenim vyuziti
respiraéniho fetézce. V nddorovych buinkach se také zvySuje mnozstvi ruznych
proteinovych enzymd, jako je LDH, PDH, a G6PDH, které¢ je NADH schopno véazat.
Navzdory tomu dochazi u nadorovych bunék ke zvyseni mnozstvi volného NADH, které
se nespotfebovava pomoci elektronového transportniho ftetézce pii oxydativni
fosforylaci.[1,20-23]

Respiracni fetézec je schopen pii normalnim spalovani z jediné molekuly glukézy
vyprodukovat osmnéctkrat vice molekul ATP nez kolik lze ziskat pouhou glykolyzou.
Nédorové buniky vSak zapnou mechanismus anaerobni glykolyzy i v pfitomnosti kysliku.
To je zdivodnéno tim, ze glykolyza je aZz stokrat rychlej$i pifi oddéleni od
mitochondridlniho metabolismu. Na obrazku 1.3 je energetické bilance normalnich bunék
proti buikdm nadorovym. Na levé strané obrazku je vidét zdrava tkan, kde dochézi
Vv aerobnim prostfedi k oxidativni fosforylaci za vzniku 36 moli ATP. V ptipade
anaerobniho prostredi, které mize nastat naptiklad ve svalech pii vysoké télesné aktivite,
dojde k mnohem méné efektivni ale vyrazné rychlejsi anaerobni glykolyze. Na pravé
strang je vidét, Zze v nadorové tkani dochézi diky Warburgovu efektu k aerobni glykolyze,
tj. neefektivnimu, ale rychlému spalovani i1 v aerobnim prostfedi a pouze mala cast je
provadéna aerobné. To ma za nasledek zrychleni metabolismu tkdn¢ za cenu mensi
efektivity. [20-24]
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mre mol glukozy mol glukoézy

Obrazek 1.3: Schéma porovnani energetickych bilanci zdravych a nadorovych bunék [20]

1.1.3 Biofluorofory v buiikach

Biofluorofory jsou latky, které se nachazi v Zivych organismech a jsou schopny emitovat
ucastni bunééného dychani a které jsou dle literatury dalezitou soucasti metabolismu
zdravych i nadorovych bunék, patii NADH a FAD. VSechny vyznamné biofluorofory
jsou uvedeny na obrazku 1.4. Piehled biofluorofort bunky, jejich excitatniho maxima a
emisniho maxima jsou uvedeny v tabulce 1. 1. [1, 6].
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NADH, celym nazvem nikotinamidadenindinukleotid, slouzi jako pfenase¢ redukénich
ekvivalenti. NADH se vyuziva pfedevSim pii katabolickych reakcich, kde
zprostiedkovava oxidaci paliv a prenasi elektrony do dychaciho fetézce. Je taktéz
nepostradatelny pro syntézu ATP. NADH se také nazyva koenzym I a je to bézné
vyskytujici se molekula v piirodé. NAD"* se v reakcich nachazi ve své formé&, kdy
akceptuje elektron a redukuje se do formy NADH, ve které mtuze déale fungovat jako
donor elektronu. Tyto reakce jsou hlavni funkci NAD a NADH. Molekuly NADH jsou
rozpustné ve vodé a vlivem obsahu adeninu absorbuji ultrafialové svétlo. Fluorescenci
molekuly NADH zptisobuje redukovana nikotinamidova ¢ast, coz znamena, ze molekula
je fluorescen¢ni pouze v redukované formé&, protoze NAD™ ma oproti NADH téméF
nulovou fluorescenci. Maximum absorpce NADH se nachazi na vinovych délkach 260,
340 a 350 nm, maximum emise na 460 nm pro volné a 440 nm pro vazané [1, 6, 25-29]

10014 Proteins
(collagen/elastin)
~ \ NAD(P)H bound
3 \ - free
&75 ", fatty acids
= x
2 b
£ 50 | lipofuscin-like
Q “ ipopigments
S '. porphyrins
o \
2 |
5 29 \.
= \
TR \
\
0 : ~
400 500 600 700

Wavelength (nm)

Obrazek 1.4: Fluorescencni spektra biofluoroforti v bunce [6]

15



Tabulka 1. 1: Prehled biofluorofort buniky. TPF je tryptofan, TYR tyrosin, PHE fenylalanin. LR
jsou lipofuscin, riboflavin a lipopigmenty [1, 6]

Biofluorofory Excitacni maxima (nm) Emisni maxima (nm)
TPF, TYR, PHE 240-280 280-350

Pyridoxal 5'-fosfat 330 400

Pyridoxin 340 400

NADHb 260, 340, 350 440

NADH 260, 340, 350 462

Mastné kyseliny 330-350 470-480

Vitamin A 370-380 490-510

FAD a flaviny 350-370;440-450 480;540

LR 400-500 480-700

v

Ackoliv je maximum absorpce NADH na vinové délce 340 nm, vhodnéjsi je méfit jej pii
excitacni vinové délce 365 nm. Pfi 365 nm totiz dochazi stale k vyrazné excitaci NADH,
ale vyrazn¢ se omezuje excitace jinych biofluorofort s excitatnimi maximy okolo 340
nm (viz graf 1.1) [1,5,6]

relative molar absorption coefficient [a.u.]

%
& ® -q‘(@(\ &
10 o 3 &
& of W
R |
.l. o Y l
X s / \ I
— l/ \\ : :. - / \ H
= ,’ X : / Y ]
© i &“ i e A s
— 64 ! [ / & W
ie] ! (IS 7 TP
o | ! : ! W
= ’l ‘| : % /l W ol
S ; ! \
S 44/ \ / %
< ! Noom Y / i “a
R » N \
g | (N / &\ i\ v
i RV . E
= DA & YRS
21 B Y \'I fio ) .
o il \ 5 N N \
i \ RN, \ » '
3y 4 N '
g /,'I \‘ /-/:.' R / N | 3
0 - Y- S T

200 250 300
Wavelength [nm]

350 400 450 500

300 350 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength [nm]

Graf 1.1: Excita¢ni a emisni spektrum NADH a dal$ich biofluorofort [5]
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NADH se vbunce vyskytuje ve volné formé a ve formé vazané na proteiny.
V nadorovych buiikach se zvySuje mnozstvi nékterych proteinovych enzymii, jako jsou
LDH, PDH, a G6PDH. Diky schopnosti NADH vazat se na tyto proteiny se u nadorovych
bunék zvysuje mnozstvi vdzaného NADH. Struktura redukované i oxidované formy NAD

je na obrazku 1.5. [1,21,22]

NH,
0}
H NF N
X NH, ]\ | \>
\N N

P o]
N I I

0—P—0—P—0

OH OH OH OH

2H

NF \
D

Obrazek 1.5: Struktura NAD* (nahoife) a NADH + H* (dole) [30]
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FAD, celym nazvem Flavinadenindinukleotid je prostetickd skupina obsahujici vitamin
B2 (riboflavin), ktery je navazany na ADP (adenosindifosfat). Cela molekula obsahuje
riboflavinovou skupinu, dva fosfaty, ribozu a adenin. Flavinadenindinukleotid je soucasti
mnoha proteint - flavoproteini. FAD je oxidovanou formou Flavinadenindinukletotidu a
FADH: je jeho redukovanou formou. FADH: vznika v Krebsove cyklu. Dochazi k tomu
pfi dehydrogenaci sukcinatu na fumarat. FADH2 umi pfenést elektrony a vodikové atomy
z krebsova cyklu do dychaciho fetézce. Na konci dychaciho fetézce dochazi k syntéze
ATP. FAD absorbuje svétlo o vinové délce 450 nm a emituje svétlo o vinové délce okolo
540 nm. Na rozdil od NADH, oxidovana forma flavinu fluoreskuje a redukovana forma
ne. Jeho struktura je vidét na obrazku 1.6. [1, 31-33]

A FAD Ho, O NN
N G L
.\ O
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OH
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. ) N NH __O
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S . NH
H
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Obrazek 1.6: Struktura FAD (vlevo) a FADH?2 (vpravo) [34]

1.1.4 Fluorescence

Fluorescence je typem luminiscence, schopnosti latek (atomt, molekul) emitovat zatfeni
po absorpci fotont. Jedna se o jev, ktery patii mezi fotoluminiscencni zafeni s kratkou
dobou Zivota (ns). VSechny jevy, které mohou nastat v latce pii absorpci fotonu jsou
zobrazeny v Jablonského diagramu (viz. obr. 1.7). V ptipadé fluorescence jde o pifechod
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z prvniho singletového stavu (S:) do singletové hladiny (So). Stavy jsou uspotadany svisle
podle energie. Nezafivé piechody jsou znazornény vinitymi Sipkami a zafivé piechody
ptimymi Sipkami. [6, 25, 27, 35, 36]

A
S3 A —
TAbsorplt'C?r; ———Internal Conversion
Imesca ; S ——— Timescale: fs-ps
—. — T2
81 Y =\ \/\VVVVVVV >_—_é
= T
Fluorescence
_ i hosphorescence
Timescale: ns ~ :
Timescale: ms
S0 - - =
=

Obrazek 1.7: Jablonského diagram [37]

Intenzita fluorescence je imérnd intenzité absorpce nasobené kvantovym vytézkem
a koncentraci aktivni latky (biofluoroforu). Jeji vinové délka je zavisla na vinové délce
absorpce fluoroforti s tim, Ze fluorescencni emise je vyzafovdna v delSich vinovych
délkach, coz vyplyva ze zakona zachovani energie. Tento jev je nazyvan Stokestv posun.
Emisni zafeni ma mensi energii, tedy mensi frekvenci, tedy vétsi vinovou délku nez
excitaéni zafeni, coZ ma za nasledek posun emisniho spektra oproti excitatnimu smérem
k IR (infrared) oblasti (viz graf 1.2). [35, 38]

Dalsi z vlastnosti fluorescence je jeji nezavislost na vinové délce excitacniho zareni,
Kashovo pravidlo tik4, ze pted emisi fluorescencniho kvanta obvykle dochazi k relaxaci
vibracni energie a vnitini konverzi, z ¢ehoz plyne, ze fluorescen¢ni pfechod nastava z
nejnizsi energetické hladiny excitovaného stavu Si. Tvar emisniho spektra tedy neni
ovlivnén vinovou délkou excitace a lze excitovat zafenim s kteroukoli vlnovou délkou z
excitacniho spektra. To znamend, Ze i pfes volbu excitani vinové délky 365 nm pro
NADH, které ma maximalni excitaéni vlnovou délku 350 nm, by méla byt vysledna
naméfena emisni spektra s maximem na stejné vinové délce. Toto tvrzeni bylo potvrzeno

v praci [1] aje v grafu 1.3. [1, 35, 38]
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Graf 1.2: Stokestv posun [38]
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Graf 1.3: Graf zmény intenzity fluorescence NADH pro rozdilné vinové délky
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1.2 Cile prace

Cilem této prace je ovéeiit moznost detekce rakovinnych bunék za pomoci
spektrofotometrického méteni jejich emise a to za vyuziti biofluorofort NADH a FAD
zminénych v piedchozich kapitolach. Vzhledem k vyskytu NADH ve zdravych i
nemocnych bunikach a moznosti detekovat volné a vazané NADH by mélo byt mozné
rozlisit zdravé od nemocnych bunck na zakladé€ rozkladu jejich fluorescencnich spekter.
Vystupem prace budou naméfené hodnoty emisi bunék a jejich rozbory, porovnani a
vyhodnoceni, zda by bylo mozné rozliSovat nddorové buniky jen na zakladé jejich emise.
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2 Metody a material

2.1 Buiky vybrané pro méreni

Pro méfeni v této praci se za Ucelem ovéfeni moZnosti detekce rakovinnych buné&k
vyuZivaji celkem 3 druhy bunék. Prvni z nich pochazi z linie zdravych bun€k 3T3 a druhé
Z linie rakovinnych buné€k CT26. Oba tyto druhy pochézeji z mysi BALB/c a slouZi jako
zaklad méfeni v této praci. Tieti pochazeji z linie bunék SNU475, coz jsou lidské
nadorové jaterni buiiky, které byly k dispozici pro ovéfeni zavérti na bunkach CT26

3T3, konkrétné BALB/3T3 klon A31 zmyS$i BALB/c, jsou buiiky odebrané
z embryonalni tkané¢ mezi 14 a 17 dnem gestace. Jedna se o adherentni bunky a
fibroblasty. Jejich snimek z mikroskopu je na obrazku 2.1. [39]

ATCC Number: CCL-163
Designation: BALB/3T3 clone A31

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Obrazek 2.1: Mikroskopicky snimek 3T3 [39]

CT26, konkrétné CT26.WT jsou rakovinné buiiky odebrané z nadoru tlustého streva
dospélé mysi BALB/c. Stejné jako u 3T3 se jedna o adherentni butiky a fibroblasty. Jejich
snimek z mikroskopu je na obrazku 2.2. [40]
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Obrazek 2.2: Mikroskopicky snimek CT26 [41]

Shrnuti vlastnosti pouzitych bunécnych linii je v tabulce 2.1. [39, 40, 42]

Tabulka 2.1: ptehled parametri bunék

Mus musculus,

Mus musculus, my$

Organismus . L, L, Homo sapiens, ¢lovék
myS domadci domaci

Tkan embryonalni tlusté strevo jatra

Typ bunék fibroblast fibroblast n/a

Stav zmrazené zmrazené zmrazené

Morfologie fibroblast fibroblast epitel

vlastnosti , , ,
adherentni adherentni adherentni

kultury

. embryonalni (14- i

vék y ( dospélé 43 let
17 dni gestace)

Stav zdravé rakovinné rakovinné

kmen / rasa BALB/c BALB/c Asijska
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Poslednimi pouzitymi nddorovymi butikami je linie SNU475. Ty jsou vyuzity v posledni
Casti této prace. Jedna se o lidské bunky hepatocelularniho karcinomu. [42]

2.2 Chemikalie pro kultivaci a méreni

Pro méfeni bunécénych suspenzi pti pH 7,2 a jejich kultivaci byl pouzit pufr PBS
(Phosphate Buffered Saline). Jedna se o fosfatovy pufr s pH 7,2, ktery se sloZzenim velice
podoba prostiedi lidské plasmy od firmy Sigma Aldrich [31]. Pro méfeni v pH 6,2 byl
ptipraven fosfatovy pufr z NaoHPO4.12H20 a KH2PO4 (déale oznacovan jako fosfatovy
pufr). Pro urceni jejich koncentrace se vychéazelo z osmolality lidské plasmy, ktera se
pohybuje mezi 280 a 300 mmol/kg. Koncentrace pufru byla zvolena jako 300 mmol/Kkg.
Pomér obou roztokil vychazel z tabulky pro ptipravu fosfatového pufru (tabulka 3) a
nasledné upraven pro dosazeni pH 6,2 (s pfesnosti na 2 desetinnd mista). Vypocet
mnozstvi latek pro dosazeni pozadované koncentrace pro 50 ml kazdého roztoku vychazi
ze vzorce 2.1. Vzhledem Kk hustoté¢ vody 1000 g/l byla pouzita molarni koncentrace
(osmolarita, mol/I) namisto osmolality (mol/kg) [43,44]

Vs«MxMr=m (2.1)

a) 0,05%0,3%358,14=537g
b) 0,05%0,3 136,09 =2,04g

kde V je objem, M je molarni koncentrace, Mr je molekulova hmotnost slou¢eniny a
m je hmotnost rozpousténé soli.

a) vypocet pro NazHPO4.12H20 a
b) vypocet pro KH2POs.

Poméry slozek pozadovaného pH fosfatového pufru jsou v tabulce 2.2. [44]
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Tabulka 2.2: Tabulka poméra koncentraci soli pro tvorbu pufru [44]

pH pfilab. T Na;HPO4.12H,0 (ml) KH2PO4 (ml)
5,80 4,00 46,00
6,00 6,15 43,85
6,20 9,25 40,75
6,40 13,25 36,75
6,60 18,75 31,25
6,80 24,50 25,50
7,00 30,50 19,50
7,20 36,00 14,00
7,40 40,50 9,50
7,60 43,50 6,50
7,80 45,75 4,25
8,00 47,35 2,65

Pro kultivaci bunék bylo vyuzito kultivaéni médium DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium). Alternativnim kultivaénim médiem je RPMI (Roswell Park Memorial Institute
medium) od firmy Sigma Aldrich. Kultivaéni média slouZzi jako vyZiva bunék pfi jejich
kultivaci v inkubatoru a pro zastaveni G¢inku trypsinu. [45, 46]

Dalsimi pouzitymi chemikaliemi jsou trypsin + EDTA o koncentraci 0,25 % a
trypanova modf. Trypsin patii mezi proteazy. Ob¢ tyto chemikalie jsou od firmy Sigma
Aldrich. Trypsin + EDTA slouzi k oddéleni bun¢k po kultivaci ode dna petriho misky.
Trypanova modi slouzi K obarveni bunék pii poc€itani jejich koncentrace v Burkerové
komurce a uréeni jejich viability. [47, 48]

2.3 Kultivace bunék

Aby byly buitky vhodné¢ ptipravené k méfeni je nutné je nejdiive namnozit (kultivovat) a
nasledné prenést do pufru o spravném pH pro méteni. Tento proces jsem rozd¢lil do dvou
¢asti, které jsou od sebe déleny 48 hodinami. Prvni ¢ast spociva v rozmrazeni bunék,
jejich pfesun do kultivaéniho média, premisténi do petriho misky k dalsi kultivaci,
kontrole koncentrace bun¢k a nakonec umisténi do inkubatoru s prostfedim o teplote 37
°C. Druha c¢ast spociva v kontrole bunék, jejich odbéru z petriho misky do zkumavek a
pfidani pufru o vybraném pH.
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Postup ¢asti 1:

Potiebné chemikalie: Kultivacni médium (DMEM nebo RPMI), trypanova modi
1) Rozmrazit 2 ml 3T3 a CT26 v kryovialkach v kelimku s vlaznou vodou
2) Prenést bunky zvlast’ do dvou 10 ml zkumavek
3) Pridat 8 ml kultiva¢niho média (pomalu, aby nedoslo k poskozeni bungk)
4) Promichat bunky pipetou a vlozit do centrifugy (1100 rpm, 5 min)
5) Slit superlativ
6) Pridat 1 ml kultiva¢niho média a promichat pipetou
7) Prenést obsah zkumavek do petriho misek. (ponechat alespon 8 pl)
8) Piidat do kazd¢ petriho misky 8 ml kultiva¢niho média
9) Vlozit do inkubatoru

10) Pro kontrolu koncentrace a zivosti bun¢k odebrat 8 pul ze zkumavky a piidat 8 ul
trypanové modfi.

11) Odebrat 8 ul do Biirkerovy komurky.
12) Spocitat mnozstvi bunék ve vzorku a ur¢it koncentraci.
Postup casti 2:
Pottebné chemikalie: PBS, Kultivacni médium, trypsin, trypanova modt, fosfatovy pufr
1) Zkontrolovat zivotnost bunék na mikroskopu
2) Z petriho misek odsat medium
3) Ptidat 5 ml PBS, oplachnout a odsat
4) Ptidat 2 ml 0,25 % trypsinu
5) Vlozit na 5 minut do inkubatoru
6) Zkontrolovat uvolnéni bunék na mikroskopu
7) Pridat 8 ml kultiva¢niho média
8) Pienést obsah petriho misek do 10 ml zkumavek
9) Promichat buniky pipetou a vlozit do centrifugy (1100 rpm, 5 min)
10) Slit superlativ
11) Dolit do 3,5 ml pufr (pro 7,2 pH PBS, pro pH 6,2 fosfatovy pufr) a promichat
12) Odebrat 3 ml kazdého vzorku do zkumavek

13) Uchovat zbytek pro nasledné métfeni koncentrace dle krokt 10-12 v ¢asti 1

26



Zbylych 0,5 ml po odbéru do zkumavek slouzi k proméfeni koncentrace bunék. Méteni
koncentrace probihd az po méfeni jejich fluorescence a probiha stejné jako v Casti 1
Vv krocich 10 — 12. VSechny kroky kromé¢ kultivace v inkubatoru a centrifugace probihaly
V laminarnim boxu a mimo n¢j byly vzorky uzaviené.

2.4 Urceni koncentrace bunék v Biirkerové komurce

Koncentrace bunék je uréena pomoci Biirkerovy komirky. Ta je tvofena silnym
podloznim sklem se dvéma vyrytymi pocitacimi sitémi, které maji presn¢ danou plochu
a hloubku. Pocitaci sit’ Biirkerovy komurky je tvoiena 9 velkymi ¢tverci, z nichz kazdy
méa plochu 1 mm?. Tyto velké &tverce jsou dale rozdéleny na 16 mensich od plose 0,04
mm? (viz. obrazek. 2.3). Pro uréeni koncentrace bunék se nanese 8 pl roztoku bunééné
suspenze a trypanové modii (dle kroku 10 a 11 ¢asti 1). Po tomto naneseni roztoku se
komurka vlozi do svételného mikroskopu. V mikroskopu se nasledné sectou vSechny
bunky v jednotlivych polich s tim, Ze se zapocitavaji ty, které jsou uvnitt nebo se dotykaji
levé & horni hrany. Zivé buiiky ze vzorku nejsou obarveny trypanovou modii a tak lze
snadno urcit a tyto neobarvené buiiky Ize nasledn€ snadno secist. Pro vypocet koncentrace
bunék se pouzil vzorec 2.2 [49]

=

i

Obrazek 2.3: Schéma Biirkerovy komtrky. Obrazek vlevo ukazuje 9 velkych ¢tvercti o obsahu
1 mm?. Obrazek vpravo ukazuje 16 mensich &tvercii o obsahu 0,04 mm?. [49]

X=n/cxvxhx*z (2.2)
kde X je pocet bun¢k v 1 ml, n je pocet vSech sectenych bunék, ¢ je pocet Ctverct ve
kterych se pocitalo, v je obsah ctverce, h je vyska Ctverce a z je fedéni vzorku.
Z tohoto vzorce lze vytvorit jednodussi vzorec, a to vzorec 2.3
X =np*z+*10000 (2.3)
27



kde X je pocet bunék v 1 ml, np je primérny pocet bun&k ve velkém é&tverci (1 mm?)
a z je fedéni.

V jednom z méfeni bylo naméteno primérné 6,1 bunék na ¢tverec. Pomoci vzorce 3
pak ur¢ime koncentraci roztoku. z je 2, protoze roztok je fedén 1:1 trypanovou modii.

X =6,1*x2x10000
X = 122000 bunék/ml

2.5 Postup méreni

Vzorky bunék ve formé suspenze o pH7,2 nebo pH6,2 jak byly popsany v kapitole 2.3,
byly ve specidlnich uzavienych zkumavkach pteneseny do laboratofe s meéticim
vybavenim k méfeni fluorescencnich spekter. Vzorky jsou davkovacimi pipetami (3ml)
preneseny do kifemennych kyvet (10x10x50mm), je zkontrolovano jejich pH a v ptipadé
méteni pii 37 °C jsou vzorky v kyveté zahiaty v ohfivaci kyvet nastaveném na 37 °C, do
kterého byly kyvety vlozeny na 30 sekund pfed méfenim fluorescen¢nich spekter. Mezi
ptfipravou bunék a vlastnim méfenim nebyla ¢asova prodleva vétsi nez 30 minut. Jedno
méfeni fluorescenéniho spektra v rozsahu cca 400-700nm trva 45 vtefin.

2.6 Fluorescen¢ni spektrometr FluoroMax 4

Fluorescencni spektra vzorkli bunéénych suspenzi byla méfena na pitistroji FluoroMax4
firmy Horiba (viz. obr. 2.4) [50, 51]

Obrazek 2.4: Piistroj FluoroMax 4 [50]
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Zdrojem zafeni je xenonova obloukova lampa, kterd s vykonem 150 W a excitaci 220-
600 nm Neptesnost excitatniho zafeni koriguje referencni fotodioda. Vybér a Sitku
excitatniho zafeni zajiStuje excitatni monochromdtor Czerny-Turner s planarnim
drazkovanim a vstupni nastavitelna Stérbina. Svazek je veden soustavou zrcadel ke
vzorku, jehoz emise je usmérnéna pies emisni monochromator a skrze vystupni Stérbinu.
Vstupni i vystupni §térbiny jsou nastavitelné. Vstupni $térbina ovliviiuje Sitku spektralni
cary excitaniho zafeni. Emisni Stérbina reguluje intenzitu signalu dopadajici na detektor
a spektralni citlivost detekovaného zafeni. Fluorescence ze vzorku je detekovana
fotonasobi¢em R928P od spole¢nosti Hammatsu [52] s rozsahem 200 — 870 nm. Schéma
pristroje FluoroMax 4 je na obrazku 2.5. Pfehled vSech parametri uvadénych vyrobcem
je v tabulce 2.3. [50-52]

Obrazek 2.5: Schéma FluoroMax 4. 1) Xenonova obloukové lampa, 1a) Zdroj xenonové lampy, 1b)
blesk (pouze pro FluoroMax 4P, 2) Excita¢ni monochromator, 2a/b) Stérbiny, 3) Oblast pro vzorek,
4) Emisni monochromator, 4a/b) Stérbiny, 5) Detektor signalu, 6) Referenéni detektor [50]
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Tabulka 2.3: Piehled parametri FluoroMax 4 [51]

Optika Reflexni zrcadla s vysokou presnosti
Zdroj 150 W CW bez-ozonova xenonova obloukova lampa
Monochromator Czerny-Turner design s planarnim drazkovanim

Excitacni drazkovani

1200 drazek/mm — vyryté pfi 330 nm

Emisni drazkovani

1200 drazek/mm — vyryté pfi 500 nm

Stérbiny 0 - 30 nm, plynule nastavitelné
Pfesnost vinové délky +0,5nm
Integracni ¢as 1ms-160s

Zakladni detektor

Fotonasobi¢ R928P, spektralni pokryti 200 - 870 nm

Referencni detektor

UV-rozsifena silikonova fotodioda

Transmisni detektor

UV-rozsitrena silikonova fotodioda

Rozméry

83 x28x48 cm

Vaha

34 kg

Ke zpracovani vystupnich dat z pfistroje FluoroMax 4 slouZi software FluorEssence od
spolec¢nosti Horiba, umoznujici ovladani vSech funkci zatizeni FluoroMax 4 pomoci PC.
Tento software byl pouzit k nastaveni parametrii méfeni, sledovani pribé¢hu méfeni a
export naméfenych emisnich spekter vSech vzorkl. Nastavené parametry méteni jsou
v tabulce 2.4. [50]

Tabulka 2.4: Pehled nastavenych parametrti FluoroMax 4 pro méfeni vzorkd. Hodnoty
V zavorce jsou alternativni méteni pro excita¢ni vinovou délku 460 nm. [50]

Excita¢ni Stérbina 2nm

Emisni $térbina 2nm

Excita¢ni vinova délka 365 nm (460 nm)

Rozsah méteni 400 — 700 nm (490 — 700 nm)

Krok 1nm
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2.7 Postup méreni fluorescence 3T3 jako funkce koncentrace
CT26

pH suspenzi (vzorkl) s bunkami CT26 a 3T3 (piipadné SNU475) jsou po prenosu do
laboratoie s pristrojem FluoroMax 4 zkontrolovany pH metrem se sklenénou elektrodou
a preneseny pomoci pipety do kiemikovych kyvet o objemu suspenze 3 ml. Kyveta uréena
k méfeni je vybavena magnetickym michatkem, aby bylo zabranéno usazovani bunék na
dné¢ kyvety béhem meéteni fluorescence.

Nejprve se proméfil vzorek CT26, a to za parametri uvedenych v kapitole 2.6. Po
promé&ieni emisnich spekter pro excitace 365nm 1 460nm je vzorek vymeénén za vzorek
3T3. Po proméfeni obou vzorkti dojde k postupnému proméieni koncentra¢ni fady
roztokli obou bun¢k o riznych koncentracich. Jeji vytvoieni spoCiva v postupném
odebirani vzorku 3T3 a soucasnému piidavani vzorku CT26 do stejné kyvety. Krok
odbéru byl zvolen 0,3 ml (v pozdé&jsich méfenich zvysen na 0,6 ml). K odbéru z 3T3 (nebo
roztoku 3T3 a CT26 ktery vznikne) dochdzi az do odebrani a celkového nahrazeni 3 ml
roztokem CT26.

Vyvoj zmény objemil a koncentraci (za pfedpokladu stejné vstupni koncentrace 3T3
a CT26) je v tabulce 2.5. Jak je vidét vznikne v celku 12 roztok (7 roztokl pro pozdé;si
méfeni) o riznych koncentracich 3T3 a CT26 a to za pouziti pouze 3 ml roztokt kazdého
typu bunék. Procentudlni zastoupeni vzorkl ve sloupci 4 a 5 je pouze orientacni. Piesné
procentudlni zastoupeni je pocitano pro kazdy vzorek zvIast podle spoctené koncentrace
zjisténé za pomoci Burkerovy komirky (viz kapitola 2.4). Pfi prvotnich métenich bylo
zjisténo, Ze po provedeni celé této sady méteni je Zivotnost bunck v nejhorSich piipadech
zhruba o ¢tvrtinu mensi nez na zacatku méfeni. To by mélo vliv na vysledky, pokud by
nebylo pracovano s normalizovanymi hodnotami spekter. Oba druhy bun¢k, tj. 3T3 1
CT26 prokazaly obdobnou zivotnost a jejich pomér se tedy v pruibéhu méfeni nemenil.
Vyslednd spektra by tedy neméla byt ovlivnéna.

vvvvv

Ten je méten za stejnych podminek a slouzi pro odecteni od namétenych spekter vzorkl
jako slepy vzorek.

Meéfeni byla provadéna nejprve pii laboratorni teploté tak, jako je uvedeno v postupu.
V ptipad€ méfeni vzorki pfi teploté 37 °C bylo nutné nejprve vzorek nahiat. Toho bylo
dosazeno v ohfivaci kyvet nastaveném na 37°C do kterého byly kyvety vlozeny na 30
sekund pted kazdym méfenim emise.
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Tabulka 2.5: Zmény v objemech a koncentracich roztokia 3T3 a CT26 pti tvorbé kalibracni fady

Nazev vzorku
/mnoistvi 373 (ml) CT26 (ml) 373 (%) CT26 (%)
roztoku

373 3,00 0,00 100 0

1 2,70 0,30 90 10

2 2,43 0,57 81 19

3 2,19 0,81 73 27

4 1,97 1,03 66 34

5 1,77 1,23 59 41

6 1,59 1,41 53 47

7 1,43 1,57 48 52

8 1,29 1,71 43 57

9 1,16 1,84 39 61

10 1,05 1,95 35 65

CT26 0 3 0 100

Vypocet piesné koncentrace je proveden podle vzorce 2.4.
x=v1*X1/(vl *x X1+ v2 x X2) (2.4)

kde x je procentualni zastoupeni 3T3 ve vzorku, v1 je objem 3T3 ve vzorku, X1 je
vypocitana koncentrace 3T3 ve vzorku dle vzorce 2.3, v2 je objem CT26 ve vzorku a X2
je koncentrace CT26 ve vzorku dle vzorce 2.3.

32



2.8 Zpracovani dat a GASpeD

Data ziskand z programu FluorEssence byla pievedena do textového souboru pro dalsi
zpracovani v programech MS Excel a GASpeD. Prvni ¢ast zpracovani probihala
v programu MS Excel. V této ¢asti byla provedena korekce naméfenych fluorescenénich
spekter pomoci korekéni tabulky pro FluoroMax 4 a k odecteni spektra slepého vzorku
ve form¢ pufru. Dale doslo k normalizaci vSech dat na urovné intenzity emise 0 az 1 a
vypocet presné koncentrace bunek v dil¢ich roztocich koncentraéni fady dle vzorce 2.4.

Takto korigovana data byla zpracovana v programu GASpeD. Program GASpeD
(Genetic Algorithm for Spectral Decomposition) [53, 54] je urcen pro rozklad emisnich
spekter na jednotlivé zdroje emise. Tento program umozinuje nalézt parametry funkci
popisujicich jednotlivé spektralni kiivky a také pozadi spektra, které je ve tvaru linearni
funkce. Dale umoznuje odhadnout mnozstvi spektralnich kiivek ve spektru nebo rozdélit
spektrum na predem nastaveny pocet, coz byl nas ptipad. Zvoleny pocet kiivek byl 4
v souladu s dosavadnimi poznatky z literatury. [1]

Program GASpeD fesi spektralni rozklad pomoci genetického algoritmu (GA). Jedna
se o postup, ktery se snazi pomoci principi evoluéni biologie nalézt feSeni problémd, pro
které neni pouzitelny zadny exaktni algoritmus. Genetické algoritmy patii mezi evolu¢ni
algoritmy, tedy techniky, které napodobuji evolu¢ni procesy, jako jsou mutace a
dédi¢nost. GASpeD kombinuje geneticky algoritmus spolu s lokdlni optimalizaéni
technikou Levenber-Marquardt. Ta se pouziva typicky pro zavére¢nou fazi optimalizace.
Pro tuto praci je program GASpeD nedocenitelny pro moznost rozkladu fluorescenéniho
spektra na ptinosy jednotlivych fluoroforti bun€k a tim rozlisit fluorescenci volného a
vazaného NADH. [53, 54]

GASpeD umoznuje volit pocet kiivek ve spektru, Sitku kiivky, poCet generaci.
Z ptedchozich vysledku analyzy FS a literatury [1, 5, 6] jsme volily pocet kiivek 4, Sitku
0-100ns, pocet generaci 1000. Pro kazdé naméfené spektrum po korekci a normalizaci
byl proveden vypocet stokrat a vybran nejlepsi fit. Data ziskana z programu GASpeD
byla dale zpracovana do grafi, které jsou uvedeny v kapitole 3. [53, 54]
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3 Vysledky

Vysledky jsou fluorescen¢ni spektra bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 naméfena a korigovana
podle postupu v kapitolach 2.7 a 2.8.

3.1 Fluorescen¢ni spektra 3T3, CT26 a SNU475 a jejich
rozklad na prispévky jednotlivych fluorofori

Tato ¢ast se zamé&fuje na analyzu spekter bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 a porovnani
ptispévkl jednotlivych biofluorofort. Oznaceni kfivek v grafech je nésledujici: Data
oznacuje korigovana a normalizovana naméfend data, Fit oznacuje fitovou funkci
odpovidajici datim, NADHb oznacuje vazané NADH, NADH oznacuje volné¢ NADH,
FAD oznacuje FAD, LR oznacuje lipofuscin, riboflavin a lipopigmenty, Background
oznacuje Sum pozadi. U méfeni pii excitaci 460 nm Res oznacuje zbylou fluorescenci
vzorku z ostatnich biofluoroforti. Osa x oznacuje emisni vinovou délku v nm, osa y
oznacuje normalizovanou intenzitu emise v tirovni od 0 do 1 v (a. u.).

3.1.1 Fluorescen¢ni spektra pri pH 7,2 a laboratorni teploté

V grafu 3.1 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.1: Fluorescen¢ni spektrum 3T3, pH 7,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.2 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofor pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.2: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 7,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.3 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
ptispévky jednotlivych biofluorofori pii excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.3: Fluorescen¢ni spektrum SNU475, pH 7,2, T lab, exc. 365 nm

1,2
1

0,8

©

=

S o6

S0

o]

£

0,4

0,2
0
O O O O O O O O 0O OO0 00O 0O 0000000 OO0 O0oO O oo OoO o o
O " N N < 1D OO0 OO O A AN N < N OO O d AN M ST 1D OWN 0 O O
ES IS S S S S R S S S O o TR ¥ o TR ¥ o T o T o S o T ' B o N W o I W U T U U U U T U R U B U B U S U T Y

Emise (nm)
Data Fit NADHb e NADH FAD LR Background

35



V grafu 3.4 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na prispévky
jednotlivych biofluorofort pii excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.4: Fluorescen¢ni spektrum 3T3, pH 7,2, T lab, exc. 460 nm

1,2
1
0,8
m©
=
N
50,6
ot
£
0,4
0,2
i \
ONN S 0N AN O O MmO d00 W ANOOWLOUMONS doW!nm AN OO on O
QO OO O " Hd AN MM T N O OO O O d N MM S N W O 0 O O
A S o ¥ o I o I ¥ o T 0 T o T o N 0 T ' B ' H o J W T W o T W o o i Vo I Vo B Vo Y Vo O U Y U B U R U J U B U U U Y Y
Emise (nm)
e Data Fit Res FAD LR Background

V grafu 3.5 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
prispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.5: Fluorescen¢ni spektrum CT26, pH 7,2, T lab, exc. 460 nm
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V grafu 3.6 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na ptispévky
jednotlivych biofluorofort pfi excitaci vlnovou délkou 460 nm.

Graf 3.6: Fluorescen¢ni spektrum SNU475, pH 7,2, T lab, exc. 460 nm
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3.1.2 Fluorescen¢ni spektra pri pH 6,2 a laboratorni teploté

V grafu 3.7 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.7: Fluorescen¢ni spektrum 3T3, pH 6,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.8 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na ptispévky
jednotlivych biofluorofor pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.8: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 6,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.9 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
ptispévky jednotlivych biofluorofori pii excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.9: Fluorescen¢ni spektrum SNU475, pH 6,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.10 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na prispévky
jednotlivych biofluorofort pfi excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.10: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 6,2, T lab, exc. 460 nm
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V grafu 3.11 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
prispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.11: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 6,2, T lab, exc. 460 nm
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V grafu 3.12 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
piispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.12: Fluorescenéni spektrum SNU475, pH 6,2, T lab, exc. 460 nm
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3.1.3 Fluorescen¢ni spektra pri pH 7,2 a teploté 37 °C

V grafu 3.13 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.13: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.14 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na prispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Intenzita

Graf 3.14: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.15 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
ptispévky jednotlivych biofluoroforii pii excitaci vinovou délkou 365 nm.

Intenzita

Graf 3.15: Fluorescenéni spektrum SNU475, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.16 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluoroforh pfi excitaci vlnovou délkou 460 nm.

Graf 3.16: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 7,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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V grafu 3.17 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
ptispévky jednotlivych biofluorofori pii excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.17: : Fluorescenéni spektrum CT26, pH 7,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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V grafu 3.18 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofor pfi excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.18: Fluorescenéni spektrum SNU475, pH 7,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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3.1.4 Fluorescencni spektra pri pH 6,2 a teploté 37 °C

V grafu 3.19 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.19: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 6,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.20 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
piispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.20: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 6,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.21 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
prispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.21: Fluorescenéni spektrum SNU475, pH 6,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.22 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofor pfi excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.22: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 6,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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V grafu 3.23 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
prispévky jednotlivych biofluorofori pti excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.23: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 6,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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V grafu 3.24 jsou korigovana data fluorescence SNU475 a jejich Fit a rozklad na
prispevky jednotlivych biofluoroforti pfi excitaci vinovou délkou 460 nm.

Graf 3.24: Fluorescenéni spektrum SNU475, pH 6,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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3.2 Porovnani emisnich spekter 3T3, CT26 a SNU475 pri
stejnych podminkach

V této Casti budou vramci grafi porovnany fity emisnich spekter po odecteni

backgroundu vSech tfi druhti bunék pii stejnych podminkach. Oznaceni kiivek v grafech

je podle typu bunék. Spektra budou porovnana pro excitac¢ni vlnovou délku 365 a 460

nm. Osa x oznacuje emisni vlnovou délku v nm, osa y oznacuje normalizovanou intenzitu

emise v urovni od 0 do 1.
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3.2.1 Porovnani spekter pri pH 7,2 a laboratorni teploté

V grafu 3.25 jsou porovnany fity emisnich spekter buné€k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vlnovou délkou 365 nm.
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Graf 3.25: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 7,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.26 jsou porovnany fity emisnich spekter bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vinovou délkou 460 nm.

Intenzita

Graf 3.26: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 7,2, T lab, exc. 460 nm

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

490
497

504
511
518
525
532
539

O N O < 4 0N N OO MO < 0N AN O O on O
<< D W O 00 OO O d N MMM < LW OISO O O
n wn wmn wn wn n n © © © OV OV OV O OV oo v o oo ornrn~
Emise (nm)
373 CT26 SNU475

47



3.2.2 Porovnani spekter pri pH 6,2 a laboratorni teploté

V grafu 3.27 jsou porovnany fity emisnich spekter bun€k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vlnovou délkou 365 nm.

Intenzita

Graf 3.27: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 6,2, T lab, exc. 365 nm
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V grafu 3.28 jsou porovnany fity emisnich spekter bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vinovou délkou 460 nm.

Intenzita

Graf 3.28: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 6,2, T lab, exc. 460 nm
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3.2.3 Porovnani spekter pri pH 7,2 a teploté 37 °C

V grafu 3.29 jsou porovnany fity emisnich spekter bun€k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vlnovou délkou 365 nm.

Intenzita

Graf 3.29: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.30 jsou porovnany fity emisnich spekter bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vinovou délkou 460 nm.
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Graf 3.30: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 7,2, T 37 °C, exc. 460
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3.2.4 Porovnani spekter pri pH 6,2 a teploté 37 °C

V grafu 3.31 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vlnovou délkou 365 nm.

Intenzita

Graf 3.31: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 6,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.32 jsou porovnany fity emisnich spekter bun¢k 3T3, CT26 a SNU475 pii
excitaci vinovou délkou 460 nm.

Intenzita

Graf 3.32: Porovnani spekter 3T3, CT26 a SNU475, pH 6,2, T 37 °C, exc. 460 nm
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3.3 Porovnani emisnich spekter 3T3, CT26 a SNU475 pri
riznych pH a riznych teplotach

V této Casti budou v radmci jednoho grafu porovnany fity emisnich spekter vSech tfi druhi
bunék zvlast pii riznych hodnotach pH a teploty pro excitacni zafeni 365 a 460 nm.
Oznaceni kiivek v grafech odpovida pH a teploté pii méfeni. Osa x oznacuje emisni
vlnovou délku v nm, osa y oznacuje normalizovanou intenzitu emise v arovni od 0 do 1.

3.3.1 Porovnani fluorescencnich spekter 3T3 pri riiznych podminkach

V grafu 3.33 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék 3T3 za pH 7,2 a 6,2 a pii
laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 365 nm.

Graf 3.33: Porovnani spekter 3T3 pii riznych podminkach pii excitaci 365 nm
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V grafu 3.34 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék 3T3 za pH 7,2 a 6,2 a pii
laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 460 nm.

Graf 3.34: Porovnani spekter 3T3 pfi riznych podminkach pfi excitaci 460 nm
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3.3.2 Porovnani fluorescen¢nich spekter CT26 pri raznych
podminkach

V grafu 3.35 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék CT26 za pH 7,2 a 6,2 a pii
laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 365 nm.

Graf 3.35: Porovnani spekter CT26 pii riznych podminkach pfi excitaci 365 nm
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V grafu 3.36 jsou porovnany fity emisnich spekter bun¢k CT26 za pH 7,2 a 6,2 a pii

laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 460 nm.

Intenzita

Graf 3.36: Porovnani spekter CT26 pii riznych podminkach pfi excitaci 460 nm

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

490

N < 00N &N O OM O S 100N AN O O O S 001N N O O N O

O O 4 = AN MO M < 1N O O NN OO O A N MMM T W OIS O O O

S o N Vo B o B o B o RN o N o N B ' B ' I o Y o ¥ R W R Vo o Vo Vo J Vo Vo J N Vo J N S o I U I U I U B U I U T O
Emise (nm)

e=——pH 7,2, Tlab e===pH6,2, Tlab ====pH7,2,T37°C ====pH 6,2, T37°C

3.3.3 Porovnani fluorescencnich spekter SNU475 pri riznych
podminkach

V grafu 3.37 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék SNU475 za pH 7,2 a 6,2 a pfi

laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 365 nm.

Intenzita

Graf 3.37: Porovnani spekter SNU475 pti riznych podminkach pti excitaci 365 nm
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V grafu 3.38 jsou porovnany fity emisnich spekter bunék SNU475 za pH 7,2 a 6,2 a pfi
laboratorni teploté a 37 °C pfi excitaci 460 nm.

Graf 3.38: Porovnani spekter SNU475 pii riznych podminkach pfi excitaci 365 nm
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3.4 Prubéh zmény fluorescence v koncentracni radé roztoku
3T3aCT26

Tato ¢ast se zamétuje na porovnani zmén intenzity jednotlivych biofluoroford, zejména
vazaného NADH a volného NADH, pfi postupnych zménach koncentrace 3T3 a CT26
v roztoku. Uvedeny jsou Cisté vzorky a 5 riznych Grovni koncentraci mezi nimi. Pfesna
procentudlni zastoupeni 3T3 a CT26 jsou uvedena u piislusnych grafii. Jsou uvedeny
ktivky pfi excitaci 365 nm, pH 7,2 a teplot¢ 37°C. Oznaceni kiivek v grafech je
nasledujici: Data oznacluje korigovana a normalizovand naméfend data, Fit oznacuje
fitovou funkci odpovidajici datim, NADHb oznacuje vazané NADH, NADH oznacuje
volné NADH, FAD oznacuje FAD, LR oznacuje lipofuscin, riboflavin a lipopigmenty,
Background oznacuje Sum pozadi. Osa x oznacuje emisni vinovou délku v nm, osa y
oznacuje normalizovanou intenzitu emise v urovni od 0 do 1 v (a. u.).

54



V grafu 3.39 jsou korigovana data fluorescence 3T3 a jejich Fit a rozklad na piispévky
jednotlivych biofluorofora pfi excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.39: Fluorescenéni spektrum 3T3, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.40 jsou korigovana data fluorescence smési 3T3/CT26 v poméru 90/10 a
jejich Fit a rozklad na ptispévky jednotlivych biofluorofort pfi excitaci vinovou délkou
365 nm.

Graf 3.40: Fluorescenéni spektrum 3T3/CT26 v poméru 90/10, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.41 jsou korigovana data fluorescence smési 3T3/CT26 v poméru 80/20 a jejich
Fit a rozklad na pfispévky jednotlivych biofluoroforii pfi excitaci vlnovou délkou 365
nm.

Graf 3.41: Fluorescenéni spektrum 3T3/CT26 v poméru 80/20 , pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.42 jsou korigovana data fluorescence smési 3T3/CT26 v poméru 62/38 a
jejich Fit a rozklad na ptispévky jednotlivych biofluorofort pii excitaci vinovou délkou
365 nm.

Graf 3.42: Fluorescenéni spektrum 3T3/CT26 v poméru 62/38, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.43 jsou korigovana data fluorescence smési 3T3/CT26 v poméru 53/47 ajejich
Fit a rozklad na pfispévky jednotlivych biofluoroforii pfi excitaci vlnovou délkou 365
nm.

Graf 3.43: Fluorescenéni spektrum 3T3/CT26 v poméru 53/47, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V grafu 3.44 jsou korigovana data fluorescence CT26 a jejich Fit a rozklad na
ptispévky jednotlivych biofluorofori pii excitaci vinovou délkou 365 nm.

Graf 3.44: Fluorescenéni spektrum CT26, pH 7,2, T 37 °C, exc. 365 nm
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V tabulce 3.1 jsou vidét vinové délky maxim intenzity fluorescence bunék 3T3, CT26 a
SNU475 za rtiznych podminek. Tyto hodnoty pochazi z grafi 3.1 az 3.12. Hodnota
maximalni intenzity fluorescence bunék SNU475 pti pH 6,2 a teploté 37 °C oznaéena *
je pod hranici Sumu a tedy nelze povazovat za presnou ¢i vypovidajici a byla uvedena
pouze pro kompletnost.

Tabulka 3.1: Maximalni intenzity fluorescence v§ech bunék za riiznych podminek

Bunky Podminky A (hm) pro maximum intenzity
pH Teplota (°C) NADHb NADH
3T3 6,2 Lab 443 470
6,2 37 422 453
7,2 Lab 434 453
7,2 37 427 448
CT26 6,2 Lab 440 468
6,2 37 434 465
7,2 Lab 435 465
7,2 37 445 477
SNU475 6,2 Lab 441 470
6,2 37 445 511*
7,2 Lab 440 470
7,2 37 443 463
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4  Diskuse

Tvar vSech namérenych kiivek odpovida méteni z prace [1] pro méfeni pii excitaci 365
nm. Tento tvar je odlisny od méfeni pti excitaci 340 a 260 nm ze stejné prace. Pii excitaci
340 nebo 260 nm dojde k vyraznému Gtlumu fluorescence druhého maxima v kiivce
tvofeného FAD a LR. To odpovida literatuie [6] kde se absorpcni maximum pravé pro
FAD pohybuje od 350 do 370 nm.

Prvni z kapitol vysledku této prace v kapitole 3.1 jsou grafy fluorescenénich spekter
¢istych bunck 3T3, CT26 a SNU475. Ve zdravych buitkach 3T3 je vyrazna pievaha
volného NADH (viz graf 3.1). Naproti tomu v nadorovych buikach CT26 a SNU475 je
ptevaha NADHb — NADH vazaného na proteiny (viz graf 3.2, 3.3). Literatura [23, 25]
uvadi, ze u rakovinnych bunék dojde ke zvyseni obsahu volného NADH vii¢i vazanému.
V méfenich této prace se ukazuje, ze u nadorovych bunék ma vyssi intenzitu fluorescence
vazané NADH a u zdravych bun¢k ma vyssi intenzitu fluorescence volné NADH. Podle
literatury [22] se u rakovinnych bunék zvySuje mnozstvi proteint, které se mohou vazat
na NADH. To by mohlo zvysit mnozstvi vazaného NADH. Z literatury [3-5] vyplyva, Ze
vazané NADH ma vyrazné vyssi kvantovou vytéznost fluorescence nez volné NADH, a
to by mohlo zdavodnit vys$si miru intenzity fluorescence vazaného NADH. V kapitole 1
je také uvedeno maximum absorpce FAD pro vinovou délku 450 nm, coz je velmi blizko
fluorescenci volného NADH, jehoz fluorescence by tak mohla byt ¢aste¢né pohlcena. Pti
posouzeni vSech téchto faktl nelze oznacit zvySenou intenzitu fluorescence vazaného
NADH u nadorovych buné¢k za diisledek zvySené koncentrace vazaného NADH v burice.
Pii porovnani spekter s excitaci 460 nm nelze sledovat Zadny trend pii zméné typu bunek
ani pi1 zméné podminek. Maximum intenzity FAD je pfi téchto métenich okolo 540 nm
a to odpovida literatute [1,5].

Porovnani mezi jednotlivymi buiitkami je podrobnéji vidét v kapitole 3.2. Rozdily
Vv intenzitach fluorescence jsou zpisobeny pievazné ode¢tenim pozadi od naméfené
fluorescence. Samotné rozdily tvaru kiivek jsou pak vcelku subtilni. VSechny bunky se
chovaji za stejnych podminek obdobné a rozdily jsou vidét predevsim po rozkladu spekter
jako v kapitole 3.1. Je ale mozné sledovat zmény kiivek pii zmén¢ pH a teploty prostiedi.
Pfi snizeni pH z 7,2 na 6,2 dochazi k poklesu intenzity prvniho maxima intenzity
vazaného NADH a volného NADH oproti druhému maximu intenzity daném fluorescenci
FAD a LR. To je disledkem vytvofeni nevhodného prostfedi pro zivot bunky a tedy
klesaji 1 procesy dychaciho fetézce, jejichZz soucasti NADH je. Pfi zméné teploty
Z laboratorni na 37 °C k zddnym vyraznym zméndm nedochdzi. To je pozitivni zjisténi,
protoze to ukazuje, ze zjiSténi provedena pii laboratorni teploté lze uplatnit 1 pii
fyziologickeé teploté ¢lovéka. KdyZ porovname stejny druh bunék pii riiznych hodnotach
pH a teploty, miZzeme opét sledovat vlivy téchto faktort. Tyto porovnani jsou v kapitole
3.3. Z grafl kapitoly 3.3 opét vyplyva, ze snizeni pH se vyrazné projevi na celé
fluorescenéni kiivce, ale zména teploty ma vliv minimalni. Nejlépe je to vidét na grafu
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3.25, kde jsou kiivky pro pH 7,2 a rGzné teploty témét totozné, ale vyrazné odlisné od
kiivek pro pH 6,2, které jsou op€t mezi sebou velmi podobné. Z vysledkii méieni pii
excitaci 460 nm nejsou mezi bufikami a ani podminkami zadné vyrazné rozdily. To je
zpusobené normalizaci dat a rozdily v maximalni intenzité jsou zpiisobené odectem
pozadi.

DalSim z vystupt této prace je porovnani koncentracni fady smési bunék 3T3 a
CT26. Tato koncentra¢ni fada je v kapitole 3.4. U cistého vzorku 3T3 na grafu 3.39 je
vidé€t jasna pievaha intenzity fluorescence volného NADH nad vazanym. To stejné jako
u grafii z kapitoly 3.1. neodpovida literatuie, ale je reprodukovatelné a odpovida trendu
Z kapitoly 3.1. Pti ptidani bunék CT26 je vidét pokles maxima intenzity fluorescence
NADH a soucasny nartst maxima intenzity fluorescence NADHb. Jiz pii koncentraci
nadorovych bunék 10 % (viz graf 3.40) dosahuje peak NADHb na zhruba % intenzity
peaku NADH. Pii koncentraci 20 % (viz graf. 3.41) jiz peak NADHb vyrazn¢ prevysSuje
peak NADH. Pti vyssich koncentracich se rozdil jesté zvySuje a pii poméru bunék okolo
1:1 (ptesné 53:47 ve prospech 3T3, viz graf. 3.43) je maximalni intenzita volného NADH
jiz 4x mensi nez vazaného NADH. U ¢istého vzorku CT26 (viz graf. 3.44) je pak intenzita
volného NADH pod hranici pozadi. Pomér intenzit volného NADH a vazaného NADH
odpovida u ¢istych vzorka piedchozim vysledkiim z kapitoly 3.1 a u koncentraéni fady
ukazuje, ze je mozné jiz pifi pomérné nizké koncentraci nadorovych bun¢k rozlisit jejich
pfitomnost. U méfeni pii pH 7,2 a teplot¢ 37 °C, tedy podminek podobnych
fyziologickym podminkdm zdravého cElovéka, dochédzi k prevalenci vdzaného NADH
proti volnému NADH jiz pfi koncentraci nadorovych buné€k 20 %. Pfesné mnozstvi bun¢k
u této koncentrace bylo 97600 bunék/ml 3T3 a 26400 bunék/ml CT26. (vypocitané podle
vzorce 2.3) [22]

Na konci kapitoly 3 je uvedena tabulka s maximalnimi intenzitami fluorescence
volného a vazaného NADH (tabulka 3.1). Z té je vidét ze maximum intenzity vazaného
NADH je na nizsich vinovych délkach nez u volného NADH u vSech druhd bunék za
vSech podminek. Maximum intenzity vazaného NADH se pohybuje v rozsahu 422 — 445
nm. Maximum intenzity volného NADH se pohybuje v rozsahu 448 — 477 nm. Tyto
hodnoty odpovidaji literatufe [5, 6] Z tohoto rozsahu byla vylou¢ena hodnota oznacena *
Vv tabulce 3.1. Intenzita této hodnoty je pod hranici pozadi a je tedy nevypovidajici. Podle
o¢ekavani se maximum intenzity volného NADH pohybuje okolo 460 nm a maxima
intenzity vazaného NADH jsou na nizsich vlnovych délkach. [5, 6]

Vysledky této prace ukazuji jasny trend zvySeni intenzity vazaného NADH u
nadorovych bunék. Ze vSech provedenych méteni vyplyva, ze je mozné odliSit nadorové
buiiky od zdravych pravé podle samotné intenzity fluorescence volného a vazaného
NADH. At uzZ se jednalo o méfeni samotnych fluorescencnich spekter Cistych vzorka
bunck, kde se vzdy ukdazala ptevaha fluorescence vazaného NADH u nadorovych a
volného NADH u zdravych buné€k, nebo u koncentra¢ni fady, kde se postupné zvySoval
ptispévek fluorescence vazaného NADH se zvysujici se koncentraci nadorovych bunék.
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Tato prace ukazuje, ze je mozné vyuzit fluorescenci k detekci nadorovych bunék i ve
smési se zdravymi bunikami. Toho by bylo mozné vyuzit v diagnostice v nemocnicich ¢i
ordinacich. Za timto ucelem by samoziejmée bylo nutné sestrojit specialni zafizeni pro
sbér fluorescencnich dat a propojit jej s programem GASpeD pro nasledné zpracovani a
rozklad. K tomu se jevi jako nejvhodnéjsi vyuziti sondy s optickym vlaknem napojené na
emisni detektor. V soucasnosti existuji fluorescenéni detektory ve formé malé krabicky
s vystupem pro optické vldkno. Takovym ptikladem je spektrometr Flame od spole¢nosti
Ocean Insight V balicku Bunde-Flame-FL obsahuje mimo jiné také excita¢ni zdroj o
vlnové délce 365 nm [55]. Takovy spektrometr by pak mohl byt vyuzit k naméfené
spektra z téla pacienta. Vhodnym piikladem vyuziti by bylo vyuziti endoskopu, ktery uz
obsahuje optickd vldkna, a pfipojeni tohoto ¢i podobného spektrometru do jednoho
z kanalt. Pii endoskopickém vysetfeni, naptiklad vysetienich traviciho traktu, by bylo
mozné nasbirat fluorescenci z mista podezielého na nadorové bujeni a po jejim rozkladu
ovéfit pfitomnost nadorovych bunék. Pro toto vyuziti by vSak bylo potfebné nejprve
otestovat moznost detekce bun¢k z celistvé tkan¢ namisto bunécné suspenze se kterou
byla provadéna tato prace. Vytvoreni takového zafizeni nebo vyzkousSeni méfeni u
¢lovéka by mohlo byt vhodnym ndmétem pro dalsi vyzkum nadorovych bunék a jejich
fluorescence.
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Ze vSech méteni provedenych v této praci vyplyva, Ze je skutecné mozné detekovat
pfitomnost nadorovych bunck za pomoci rozkladu fluorescencnich spekter programem
GASpeD. Pii méteni Cistych vzorka zdravych bunék 3T3 a nadorovych bunék CT26 a
SNU475 se spolehlivé ukazuje vyssi maximalni intenzita fluorescence volného NADH u
zdravych a vazaného NADH u nddorovych bunék. Pii méfeni koncentrani fady se
ukazuje, Ze intenzita vazaného NADH stoupd spolu se zvySujici se koncentraci
nadorovych bunék ve vzorku, a Ze je mozné i pfi pomérné nizkém zastoupeni nadorovych
bun¢k detekovat jejich pfitomnost. Za fyziologickych podminek 37 °C a pH 7,2
ptrevladalo vazané NADH nad volnym pii koncentraci nadorovych bunék 20 %.

Skutecnost, Ze se podafilo tyto vysledky reprodukovat za vSech danych podminek,
tj. pH 7,2 a 6,2 a pfi laboratorni teploté a teploté 37 °C ukazuje, ze by bylo mozné meéfit
tato spektra a vyuzit jejich rozklad i za fyziologickych podminek clovéka a nejen
Vv laboratofi. Nakonec méteni fluorescence pii excitaci 365nm lidskych buné¢k SNU475
(oproti mys$im buiikam 3T3 a CT26) ukazuje, Ze méteni a analyzy fluorescencnich spekter
vykazuje stejné vysledky a neni limitovan na pokusné laboratorni bunky. V budoucnu by
bylo mozné vyuzit principt ovéfenych v této praci pro diagnostiku v 1€kafstvi za pomoci
napiiklad vldknové sondy s pomoci dvou pasmovych filtri na 440nm a 460nm urcit
velikost intenzity fluorescence vazaného a volného NADH.

Takovato diagnostika u ¢lovéka by mohla byt v budoucnu velmi piinosna. Hlavni
vyhodou by byla rychlost oproti stavajicim metodam, jelikoZ naméteni fluorescencniho
spektra trva vtefiny a i zpracovani programem GASpeD je proveditelné v fadu desitek
minut. Dal$i vyhodou je neinvazivnost takového méfeni oproti tradiénim metodam jako
je prave biopsie.

To bude mozné v pifipadé, ze se proveii tento pfistup pro rtizné metabolické
podminky, pfi kterych budou méfena fluorescencni spektra zdravych a nadorovych
bunék. To by byl mozny navrh na pokracovani dalSiho vyzkumu naddorovych bun¢k.

Na zéklad¢ provedenych méfeni a ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, Ze zadani a
cile prace byly splnény.

Prace byla vypracovana za podpory udéleného grantu ¢. SGS21/083/OHK4/1T/17.
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