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Souhrn

Je dobie znamo, ze ultra slaba fotonova emise (UPE) je emise fotonti ve viditelné
a blizké infracervené oblasti spektra, ktera pochdzi ze vSech Zivych organismii. V téhle
bakalarské praci jsme pouzili lidsky mnohocetny myelom U266, ze kterého jsme
detekovali UPE pomoci fotondsobie. Pouzili jsme fotonasobi¢e pro viditelnou a
infracervenou oblast spektra, protoze jsme zkoumali vyzafovani excitaéni energie
singletniho kysliku (*O2), ktery je detekovan v Gervené a blizké infradervené oblasti

spektra.

Singletni kyslik vznikéd pfenosem excitacni energie z tripletného excitovaného
karbonylu na molekulu kysliku nebo rozpadem tetroxidu. V ¢ervené oblasti spektra je
vyzafovan pifi vlnovych délkdch 632 nm a 703 nm. Tyto vlnové délky jsou
charakteristické pro dimolovou fotonovou emisi O, ktera je zplisobena srazkou dvou
10,. Monomolova fotonové emise vznika vyzatenim z jedné molekuly 'O v infradervené

oblasti spektra pii 1270 nm.

V téhle bakalafské praci jsme studovali vliv reaktivnich forem kysliku (ROS),
které byly pfidany k bunééné kultute U266, na UPE. Exogenni ROS nastartuje fetéyoveé
chemické reakce vedouci ke vzniku *O; pies tzv. Russellfiv mechanismus. Obdrzené
vysledky potvrzuji nartist UPE po pfidani ROS jak ve viditelné, tak v infraervené oblasti

spektra.

Zkoumali jsme také vliv antioxidantli, které zabranuji oxidaci biomolekul.
Pouzili jsme kyselinu askorbovou a histidin. Nami zjisténé vysledky potvrzuji snizeni

indukované UPE po pfidani antioxidantt.



Summary

It is wellknown that ultra weak photon emission (UPE) is the emission of
photons in the visible and near infrared region of the spectrum, which comes from all
living organisms. In this bachelor thesis, we used the human multiple myeloma U266,
from which we have detected UPE using a photomultiplier.We used a photomultiplier for
the visible and infrared region of the spectrum, because we examined the radiation of the
excitation energyof singlet oxygen (*O,), which is detected in both red and nearinfrared

region of the spectrum.

Singlet oxygen can be generated by energy transfer from the triplet excited
carbonyl to the oxygen molecule, or the decomposition of tetroxide. The maximum
emission is at 632nm and 703nm in the red region of the spectra. These wavelengths are
characteristic for dimol photon emission of 1O, which is caused by the collision of two
molecules of 102. Monomol photon emission originates from one moleculeof *O> in the

infrared region of the spectrum at 1270 nm.

In this bachelor thesis we studied the effect of the addition of reactive oxygen
species (ROS) to the cell culture U266 on the UPE. Exogenous ROS starts a chemical
chain reaction leading to the formation of O through the so-called Russell mechanism.
Presented results confirm the increase in UPE after thea ddition of ROS both in the visible

and in the infrared region of the spectrum.

We also investigated the effect of antioxidants, which prevent oxidation of
biomolecules. We used ascorbic acid and histidine. Presented results confirm the decrease
in the induced UPE in the presence of antioxidants.
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1. Uvod

Reaktivni formy kysliku (ROS) se dé€li na radikaly, které maji jeden nebo dva
neparové elektrony na atomu kysliku a na neradikaly, které nemaji zadné nepdrové
elektrony na atomu kysliku. Vznikaji jako vedlej$i produkt pii metabolickych a
oxidativnich procesech. Reaktivni formy kysliku oxiduji biomolekuly, jako jsou lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Oxidace biomolekul mize vést k tvorbé elektronové
excitovanych molekul. Excita¢ni energie muze byt vyzafena ve form¢ svétla. Tento
fenomén se nazyva ultra-slaba fotonova emise (UPE). Ultra slaba fotonova emise je emise
fotoni ve viditelné a blizké infracervené oblasti, kterd pochazi ze vSech zivych
organismu. Ultra slaba fotonova emise se vytvafi elektronovym pfechodem z elektricky
excitovanych forem ze singletniho nebo tripletniho excitovaného stavu na zékladni stav.
V roce 1961 poprvé snimali UPE z jater a potom dale zkoumali dal$i organy. Poprvé byla
UPE popsana némeckym védcem ruského plivodu Alexanderem Gurwitschem v roce
1924 (Rac, 2010). Nicméné az rozvoj citlivych fotonasobict v padesatych letech
minulého stoleti umoznil jeji pfimou detekci. DéEli se na spontdnni a indukovanou.
Indukovana UPE je zpiisobena abiotickymi a biotickymi stresovymi faktory. Zatim co

spontanni UPE vznika pfi oxidativnich metabolickych procesech.

V téhle bakalatské praci byla studovana UPE pochazejici ze singletniho kysliku
(*Oy). Singletni kyslik vyzaiuje v podob& monomolové a dimolové fotonové emise.
Zatimco dimolova fotonova emise vznikd srazkou dvou molekul singletniho kysliku a je
snimana v Cervené oblasti spektra pii vlnovych délkach 634 nm a 703 nm, pfi
monomolové fotonové emisi vyzafuje pouze jedna molekula 'Oz, pro kterou je
charakteristicka vlnova délka 1270 nm, blizka infracervena oblast spektra. Poprvé byla
dimolova fotonova emise *O2 detekovéana pii vinové délce 634 nm v roce 1960 (Seliger,
1960) a az v roce 1963 pii vinové délce 703 nm (Khan a Kasha, 1963). Singletni kyslik
muze vzniknout pifenosem excitacéni energie, rekombinaci peroxylovych radikalt pres
Russelliiv mechanismus, pfi fagocytoze, nebo piisobenim fyzikalnich stresovych faktort

jako vysoka teplota a UV zafeni.

Existuji 1 latky, které zabranuji tvorbé volnych radikali. Jedna se o antioxidanty,

vvvvvvvvvv

E, ktery zabranuje lipidovou peroxidaci. D¢la to tak, Ze se sdm zméni na tokoferolovy



radikal, ktery neni tak reaktivni. Pomoci vitaminu C se tokoferolovy radikal zméni zpét

na vitamin E.

V téhle bakalafské praci byla studovana tvorba 'O, v lidskych nadorovych
buiikach U266 zplsobena ptidanim exogennich ROS. Oxidace biomolekul pomoci ROS
vede K fetézovych reakcim, pii kterych vznikaji peroxylové radikaly (ROO"). Pii vysoké
koncentraci ROO'. Dochazi k jejich rekombinaci pies Russelliv mechanismus, coz ma

za nasledek tvorbu 10.



2. Teoreticka cast

2.1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly tvofené jednim nebo dvéma atomy
kysliku. DéEli se na radikdly a neradikaly. Radikaly maji jeden nebo dva neparové
elektrony na atomu kysliku. Radi se mezi né superoxidovy aniontovy radikal (O2°) a
hydroxylovy radikal (HO'). Naopak neradikaly nemaji Zadné neparové elektrony na
atomu kysliku a patii mezi né peroxid vodiku (H20.) a 'O, (Pospisil a kol., 2014).

Reaktivni formy kysliku jsou vedlej$i produkty, které vznikaji metabolickymi
procesy jako fotosyntézou v chloroplastech a bunéénym dychanim v mitochondriich

nebo oxidativnimi procesy jako je fagocytdza bunék (Rac a kol., 2015).

Reaktivni formy kysliku se tvofi dvéma riiznymi zplsoby. Bud pomoci
jednoelektronové redukce nebo prenosem excitacni energie. Jednoelektronovou redukci
molekularniho kysliku (O2) se tvoii Oz, tento proces nastava béhem bunécéného dychani
vV mitochondriich. Jednoelektronovou redukci Oz~ se vytvaii H20,. Tvoii se bud
spontann¢, nebo je katalyzovana superoxidismutazou (SOD) Vv mitochondriich,
chloroplastech a cytoplazmé. Peroxid vodiku se také tvoii dvouelektronovou redukci O2
a nastava béhem oxidace specifickych substrati v mitochondriich a peroxisomech.
Pomoci Fentonovy reakce vznika HO', kde kov katalyzuje jednoelektronovou redukci

H202 na HO'. Singletni kyslik vznik4 pfenosem excita¢ni energie.
Fe?* + H,0, — Fe® + HO* + OH-

Obr. 1: Fentonova reakce — Dvojmocné Zelezo reaguje s peroxidem vodiku za vzniku trojmocného
Zeleza, hydroxylového radikalu a hydroxidu.
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Obr. 2: Tvorba ROS



Excitaéni energie 1O, je vyzafovana V podob& dimolové nebo monomolové
fotonové emise. Dimolova fotonova emise je zpiisobena srazkou dvou 'O2. Zatimco

monomolova vznikéa vyzafenim jedné molekuly 'Oz (Pospisil a kol., 2014).



2.2 Ultra slaba fotonova emise

Ultra slaba fotonova emise se d¢li na spontanni a indukovanou. Spontanni UPE
vznika pii oxidativnich metabolickych procesech, které se vyskytuji ve vSech zivych
bunikach, napi. bunécné dychani. Indukovand UPE vznik4 béhem oxidativnich stresovych
procest a je podminéna abiotickymi a biotickymi stresovymi faktory. Abioticky stres se
déli na fyzikalni a chemicky. Mezi chemicky se fadi napt. cigaretovy kout, pfidani H20x.
Fyzikalni stres je napt. mechanické poskozeni nebo UV zaieni. K biotickym stresovym

faktorim patii viry, bakterie a houby.

Pti stresovych podminkach vznikaji ROS. V mensi mife jsou kontrolovany
pomoci antioxidantil, ve vySsi koncentraci pak zpisobuji oxidaci biomolekul. Oxidace
biomolekul je fetézova reakce, kdy v prvnim kroku odtrzenim atomu vodiku pomoci HO'
vznika alkylovy radikal (R’), ktery mize interagovat s Oz za vzniku ROO". Nasledna
reakce mezi ROO" a molekulou proteinu, lipidu nebo nukleové kyseliny vede k tvorbé R
a hydroperoxidu (ROOH). Jednoelektronovou redukci ROOH vznika alkoxylovy radikal
(RO). Cyklizaci ROO' nebo rekombinaci dvou ROO" vznika dioxetan (ROOR) a tetroxid
(ROOOOR). Rozkladem ROOR a ROOOOR vznikne tripletny excitovany karbonyl
(3(R=0)%*). Pfenosem excita¢ni energie z 3(R=0)* na O a rozpadem ROOOOR vznika
10, (Pospisil a kol., 2014).

RH—>+ R*—* ROO* —* ROOH —* RO"

L poor M ROOOOR _
L R0 _ Ly g D,,,o;?-f?_"ff_‘m“m

_ 17" (S50-750 nm) °P* (750-1000 nim)
350-550 nm —*R=0+p* "\ /

L »R=0+10,

Obr. 3: Reakce vedouct ke vzniku *O2, (upraveno podle Pospisil a kol., 2014)

Tripletny excitovany karbonyl emituje fotony v modro-zelené oblasti spektra pii
vlnovych délkach 350 — 550 nm. V zeleno-¢ervené oblasti spektra 550 — 750 nm jde vidét
emise excitovanych chromoford C*. Pro dimolovou fotonovou emisi O, je
charakteristické ¢ervené spektrum pii 634 nm a 703 nm. Zatimco monomolovéa fotonova
emise 10z je vyzatovéana pfi vinové délce 1270 nm, blizka infraervena oblast (Réc a kol.,

2015). Doba zivota 'Oz zavisi na rozpoustédlu. Abychom mohli detekovat 102



Vv infra¢ervené oblasti, neni doporuc¢ené pouzit za rozpoustédlo vodu, jelikoz ve vod¢ ma
10, nejkratdi Zivotnost (Adam a kol., 2005). K vyzaieni téchto molekul je zapotiebi

stresovych faktort. Jako nejcastéjsi stresovy faktor se pouziva pravé H2Oo.

Vliv H20> na suspenzi bun¢k U266 byl studovan pomoci fotonasobice (PMT),
charge coupled device kamery (CCD kamera), laserového rastrovaciho konfokalniho
mikroskopu a elektronové paramagnetické resonance (EPR). Emise za pouziti PMT a
hranového filtru s propustnosti od 600 nm je pfiblizné¢ 4x mensi nez u méteni celého
spektra. Jelikoz pii pouziti hranového filtru s danou propustnosti je snimana emise

nékterych C* a dimolova fotonova emise 102. Zatimco u celého viditelného spektra jsou
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Obr. 4: Detekce emise po pridani riiznych koncentraci HyO», které jsou zndzornéné v obrazku, pomoci
fotondsobice (prrevzato z Rac a kol., 2015).

k tomu snimény i 3(R=0)*.

U EPR se do méfen¢ho vzorku ptidava jesté tzv. spin — trap. Jedna se o
slou¢eninu, ktera reaguje se 'O, za vzniku stabilngjsi slouceniny detekovatelné pomoci
EPR. V tomhle piipadé se jednalo o TEMP, ktery se reakci se 'O, méni na stabilni
TEMPONE.
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Obr. 5: Emise detekovana pomoci EPR pri pridani H>,02 a spin — trapu TEMP za vzniku TEMPONE
(prevzato z Rdc a kol., 2015).



Jako dal$i metodu pouzili laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop. Singletni
kyslik byl méfen pomoci sondy Singlet oxygen sensor green (SOSG). Intenzita SOSG

fluorescence byla nejvyssi hned po pfidani H2Ox.

Obr. 6: V rozhrani od 30 do 60 minut jde videt nejintenzivnéjsi fluorescence, byl zde pridan SmM H>0,.
Tento snimek je porizen z konfokalniho mikroskopu (prevzato z Rac a kol., 2015).

CCD kamerou bylo zkouméno vytvaieni 3(R=0)*, kde je zaznamenana nejvyssi

emise ihned po ptidani H202 (Réc a kol., 2015).
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Obr. 7: Detekce 3(R=0)* pomoci CCD kamery. Na snimku oznaceném 0 min je bunécna kultura U266
viozena do tmy. Na ostatnich tfech snimcich je k bunécné kulture pridan H>O,. Méreni vzdy probihalo
30 minut (prevzato z Rac a kol., 2015).

Ultra slabou fotonovou emisi snimali i (), kde porovnavali bunky HL-60 a
kvasinkové buiiky. U bunék HL-60 snimali indukovanou UPE, kde k buiitkdm ptidavali
PMA (forbol 12-myristat, 13-acetat), ktery s pomoci NADPH vyvola tvorbu ROS. U



kvasinkovych bunék snimali spontanni UPE. Méfeni provadéli na PMT pro VIS.
Pravdépodobné tedy detekovali 3(R=0)*.



2.2.1 Dimolova fotonova emise

Dimolové fotonova emise vzniké srazkou dvou molekul 'O, a je vyzaiena pii

vlnovych délkach 634 nm a 703 nm.

Dimolova fotonova emise pii 634 nm byla poprvé pozorovana v roce 1960 jako
disledek reakce mezi H20, a HOCI, kdy vznika 1O, H20 a CI- (Seliger, 1960). V roce
1963 byla pozorovana i dimolova fotonova emise O pfi vlnové délce 703 nm za pouZiti

stejného chemického systému (Khan a Kasha, 1963).

Dimolovou fotonovou emisi 10, zkoumali (Cadenas a kol., 1980), kde studovali
vliv t-Butyl hydroperoxidu (t-BOOH) a H202 na plice potkanii. Pouzili fotonasobi¢
s rozsahem 300 — 900 nm a filtry propustné ve viditelné oblasti spektra. Peroxid vodiku
a t-BOOH tvoii rozdilné reakce v metabolismu, proto je maximum UPE pii riznych
vlnovych délkdch. Spektralni analyza za pouziti Cerveného filtru ptfed fotonasobi¢em
ukézala, Ze pfidanim t-BOOH, vznikd maximdlni emise o vinovych délkach 650 — 720
nm. Na rozdil od H202, kde maximalni emise Cinila 520 — 600 nm. Naméfené maxima
naznaduji, ze ptidani H20, vede spise k tvorb& 3(R=0)*, zatimco piidani t-BOOH vede
k tvorbé¢ ROO', jejichz vysoka koncentrace vyusti v tvorbu nestabilniho ROOOOH.
Rozpadem ROOOOR vznikd 'O,. Tento d&j se nazyva Russellliv mechanismus. Také
kinetika UPE byla v obou ptipadech odlisna. Po pfidani H202 se emise okamzité zvysila
a drzela se konstantni do té doby, nez se H20: ptestal pfidavat. Poté pomalu klesala.

Zatimco u t-BOOH UPE rostla pomalu, ale byla skoro dvojnasobné vyssi nez u H20..

Pozdé¢ji byl Russelliv mechanismus demonstrovan i na jinych ROOH. Dimolova
fotonova emise vznika také za pomoci 5-(hydroperoxymethyl)uracil (5-HPMU)), ktery je
obsazeny v DNA. Redukce ROOH pomoci Ceru (Ce) vedla k okamzitému nartstu emise,
jelikoz dochazi k Russellovu mechanismu. Stejny experiment byl zopakovan s azidem
0 antioxidant. Tyto samé pokusy byly provedeny i pro pfidani kyseliny chlorné (HOCI)
misto Ce, emise se op¢ét prudce zvysila. Nasledné ptidani NaNs nemélo na emisi takovy
vliv jako u pridani Ce. Jak jde vidét, ¢im vétsi koncentrace NaNs, tim nizsi emise (Prado
a kol., 2009).

10



2.2.2 Monomolova fotonova emise

Monomolové fotonova emise 'Oz vznika vyzatenim fotonu z jedné molekuly
10, ktera je detekovana v blizké infradervené oblasti spektra pti 1270 nm. Pi studiu této

emise jsme pouzili stejné chemické slou¢eniny jako u dimolové fotonové emise.

Singletni kyslik vznika prostiednictvim Russellova mechanismu, kdy ptidani
H20; nastartuje tyto reakce. Byl také zkouman vliv HOCI na zvyseni O,. Peroxid vodiku
smichali s D20 a ptidali HOCI (Miyamoto a kol, 2006), emise se prudce zvysila. Tento
pokus zkoumali i (Miyamoto a kol., 2014). OvSem pokust s HOCI bylo daleko vice.
Zkoumali narist fotonové emise po piidani riznych ROOH. Ve dvou piipadech byla
fotonova emise téméf nulova a to po smichani D20 s t-BOOH a cumene ROOH (CuOOH)
a ndsledném ptidanim HOCI. Pozitivni vliv na nérast fotonové emise nemél pouze H20:,
ale i ROOH kyseliny linolové, i kdyz 30x nizsi. V tomto pfipad¢ zjistili i zavislost tvorby
10, na pH, kdy nejlepsi pH roztoku je 7.4 — 8, poté emise za¢ina opét klesat. Také
provéfovali jaky vliv ma kyselina linolova (LA) a hydroxid kyseliny linolové (LAOH) na
tvorbu O, po pridani HOCI. U LA nebyla nalezena Z4dn4 emise, zatimco u LAOH bylo
pozorovano mirné zvySeni (Miyamoto a kol. 2006). Kyselinu chlornou ve svych méfeni
pouzili i (Prado a kol., 2009), kde monomolova fotonova emise vznika reakci 5S-HPMU
smichaném s D20 a pfidanim HOCI. Bylo dokazéano, Ze nariist emise je zavisly na

koncentraci HOCI.

Méteni s 5-HPMU smichaném s D>O a ptidanim Ce vyvolalo také
monomolovou fotonovou emisi. Jak jiz bylo fe¢eno D20 zvysuje dobu Zivota *O2. Emise
po pridani Ce prudce vzroste a nasledné klesa. Piidanim NaNs, jakoZto antioxidantu,
emise tolik nevzroste. Samoziejmé zaleZi na koncentraci - ¢im vySsi koncentrace NaN3
byla pfidavéana, tim niz$i emise byla zaznamenana. Pfi smichani D20 s H20 v poméru
35:65, 5— HPMU a Ce nedoslo k tak vysokému navyseni emise jako u ¢istého D20. Bylo
dokézano, ze narist emise je zavisly na koncentraci Ce. Pfidanim Zeleza (Fe) do roztoku

D20 s 5-HPMU emise vzroste priblizné 130x na rozdil od Ce (Prado a kol., 2009).

Dalsim predmétem zkoumani byl vliv fosfolipidovych ROOH (PCOOH) na
tvorbu 1O,, kdy smichali HOCI s PCOOH obsazené v liposomech. Pti zvysujicich se
koncentracich PCOOH je téméf linedrni zvySeni emise (Miyamoto a kol., 2006). Ten
samy pokus studovali 1 (Miyamoto a kol., 2014), kde navic misto HOCI pouzili kovové
ionty.
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Jako zdroj monomolové fotonové emise jsou i lipidové ROOH. Rozklad
lipidovych ROOH s ptidanim kovovych iontd, hydroxynitritu, HOCL nebo cytochromu
¢ vznika 'O, (Miyamoto a kol., 2014). Lipidové ROOH studuje také (Miyamoto a kol.,

2007), kde pomoci Russellova mechanismu vzniké *Ox.
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2.3 Antioxidanty

Antioxidanty omezuji aktivitu volnych radikali, které se v organismu nachazi.
Tim, Ze zabranuji oxidativnimu poSkozeni. Antioxidanty obsahuji navic jeden volny
elektron, ktery predaji volnému radikdlu, aby si volny radikdl nevzal elektron
z biomolekuly. Je dobife znamo, ze napiiklad ¢ervené vino je dobry zdroj antioxidantt,
protoze obsahuje flavonoidy, fenoly a etanol. OvSem pfi velkém mnozstvi spotieby se
tvofi reaktivni formy kysliku. Z toho vyplyva, Ze antioxidanty v nepfiméfeném mnozstvi
¢erveného vina maji vliv na tvorbu volnych radikalt, které zptisobuji tkanové poskozeni

a tvorbu toxint (Gutteridge a Halliwell, 2010).

Antioxidanty se d€li na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou neenzymatické
antioxidanty. Jejich funkce jsou: vyjmuti katalytickych kovovych ionti a kysliku nebo
snizeni koncentrace kysliku v ur¢itém misté, zabranéni tvorbé volnych radikali a
singletniho kysliku. Radi se mezi n& napt. vitamin C nebo vitamin E. Druh4 skupina jsou
antioxidanty enzymatické jako napf. SOD. Tyto enzymy odtrhnou hlavni ROS
(Gutteridge, 1995).

Jednou z dalsich moznosti déleni antioxidantti je umisténi v burice. Dle tohoto
déleni rozlisujeme intracelularni, extracelularni a membranové antioxidanty. Mezi
intracelularni antioxidanty patfi napf. SOD a glutathion peroxidaza (Gutteridge, 1995).
Enzym SOD zhasi O™ a méni ho na H20,. Tento enzym ve slozeni s manganem je
obsaZen v matrixu mitochondrii. Ve sloZeni s mé&di a zinkem je soucasti mezibunécnéeho
prostotu mitochondrii (Halliwell, 2006). Glutathion peroxiddza méni vytvofeny H202 na

H20 pomoci selenu. Tento proces nastava v cytosolu a mitochondriich (Halliwell, 1994).

Dalsi umisténi antioxidantli je v membranach — membranové antioxidanty. Jsou
zde napft. f-karoten a vitamin E (Gutteridge, 1995). Vitamin E (a-tokoferol) je dilezity
antioxidant v naSem téle. Zabranuje tvorbu lipidové peroxidace tim, Ze sam stava

tokoferolovym radikalem, ale méné reaktivnim.

Posledni ¢ast tohoto déleni jsou extracelularni antioxidanty. Mezi né€ patii napf.
bilirubin, kyselina mocova nebo vitamin C (Gutteridge, 1995). Pomoci vitaminu C se
navrati tokoferolovy radikal do svého ptivodniho stavu. Vitamin C (kyselina askorbova)
také dobie vychytava volné radikaly, ale pomaha i vycistit vdechovany vzduch od

Skodlivych latek v dychacim traktu (Halliwell, 1994).
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3. Cil prace

Cilem bakalatské prace bylo porovnat a otestovat vliv riznych druhti stresti na
monomolovou a dimolovou emisi singletniho kysliku v lidskych nadorovych buikach

(U266) za pouziti dvou fotonasobica.
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4. Material a metody

4.1 Bunééna kultura U266

Bunéénéd kultura U266 reprezentuje lidsky mnohocetny myelom, odebrany
z periferni krve 53—letého muze v roce 1968. Mnohocetny myelom nebo také Kahlerova
nemoc je nadorové onemocnéni plazmocytd — bilych krvinek, které tvoti v téle protilatky.
Plazmocyty se krvi dostanou do kostni diené, kde se rozmnozuji a naruSuji tvorbu
ostatnich bun¢k. Mnohocetny myelom zptsobuje odvapiiovani postizenych kosti, hlavné
patete, panve, zeber a lebky. Postizeny trpi bolestmi téchto kosti, které se mohou zlomit
1 pii bandlnich trazech. Muze se usazovat i v ledvinach a narusovat jejich funkci.
Bunééna kultura U266 byla prechovavana v médiu RPMI 1640 v inkubatoru pii teploté
37°C.

”

Obr. 8: Mnohocetny myelom (pievzato z Zarska, 2013).
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4.2 Méfeni s PMT

K méfeni ve viditelném spektru byl pouzit fotondsobi¢ od firmy Hamamatsu
Photonics, (K.K:, Iwata city, Japan) s rozsahem od 185 nm do 730 nm a hranovy filtr
s dlouhou hranou propustnosti od 600 nm. Pro méfeni v infraerveném spektru jsme
pouzili fotonasobic¢ firmy Hamamatsu Photonics, (K.K:, lwata city, Japan) s rozsahem od
940 nm do 1400 nm. M¢éteni jsme provadéli v mistnosti, ktera byla vymalovana cela do
¢erna, abychom vytvofili idedlni podminky pro méfeni vzorka. Ve vedlejsi mistnosti je

umistén pocitac pro zpracovani dat. Vzorky jsme méfili pii pokojové teploté.
4.2.1 Viditelné PMT s filtrem

Pouzili jsme fotonasobi€ s filtrem propustnym od 600 nm. Fotonasobi¢ jsme
chladili na -30°C pti napéti -960 V. Métené vzorky mély objem 5 ml a davali jsme je do
Petriho misky o praméru 5,5cm. K suspenzi bun¢k U266 o koncentraci 500 000 bun¢k na
Iml jsme vzdy ptidavali 250ul dané urcité chemikalie. Jiz nachystané vzorky jsme dali

2 cm pod fotonasobic a filtr.

4.2.2 Infracervené PMT

Pii méfeni s infraéervenym fotonasobi¢em jsme napéti nastavili na -800 mV a
pouzili kyvety o objemu 3 ml. K suspenzi bun¢k U266 o koncentraci 500 000 bun¢k na
Iml jsme vZdy ptidavali 150ul dané urcité chemikalie. Kyvetu s méfenym vzorkem jsme

dali do stojanku 1cm pred fotonasobic.
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5. Vysledky

5.1 Koncentraéni fada suspenze bunék U266

Mgfili jsme koncentraéni fadu bunék na PMT pro viditelnou (VIS) a
infradervenou (IC) oblast spektra. P¥ipravili jsme si buiiky o riznych koncentracich
pocinaje 200 000 bunék na 1 ml. Nejvyssi koncentraci bunék jsme méli 1 000 000 na 1
ml. Na zacatku méfeni jsme vzdy k buiikam ptidali 20mM FeSO4. Nasledné€ jsme buiiky
vlozili pod PMT a snimali spontanni UPE. Poté jsme pridali 100mM H2O». Méfili jsme
indukovanou UPE. Na Obr. 4 vidime koncentra¢ni fadu buné¢k méfenou na PMT pro VIS
a na Obr. 5 koncentraéni fadu méfenou na PMT pro IC. Jak jde z t&chto obrazkd vidét,

neni zde z4dné korelace UPE a poc¢tem bungk.
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Obr. 9: Porovnani koncentracni rady bunék s 20mM FeSQ4 pred pridanim a po priddni H>O-
na PMT pro viditelné spektrum s hranovym filtrem.
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Obr. 10. Porovnani koncentracni rady bunék s 20mM FeSOu pred pridanim a po pridani
H202 na PMT pro infracervené spektrum.
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5.2 Porovnani UPE ve VIS a IC oblasti

Mg¢tili jsme nartist fotonové emise v porovnani s kontrolou na PMT pro VIS
(Obr. 11) a IC oblast spektra (Obr. 12). V ptipadé PMT pro VIS jsme piidali jesté hranovy
filtr s propustnosti od 600 nm, métili jsme od Cervené oblasti spektra, ktera je
charakteristickd pro dimolovou fotonovou emisi. K bunikdm jsme vzdy pridali FeSO4 0
ruznych koncentracich. Nasledné jsme smés dali pod PMT a 5 minut snimali spontanni
UPE. Poté jsme automatickou pipetou piidali H202 o riznych koncentracich.
Koncentrace FeSO4 a H202 byly vzdy v poméru 1:5. Zacali jsme koncentraci 1000mM
FeSO4 a 5000mM H20,.Tyto vysoké koncentrace byly zvoleny z diivodu slabého signalu
na IC PMT. Koncentrace jsme snizili az na 31,25mM FesSOs a 156,25mM H202. Rozdil
nariistu fotonové emise u PMT pro VIS a pro IC je zde veliky, jelikoZ jsou zde rozdily
mezi samotnymi PMT. Také v piipadé PMT pro VIS jsou sniméany 3(R=0)*, C* a 'O,.

Zatimco u PMT pro IC jen monomolova fotonova emise 1O2.

31,25mM  62,5mM  125mM  180mM  250mM  500mM  1000mM

FeSO4+ FeSO4+ FeSO4+ FeSO4+ FeSO4+ FeSO4+ FeSO4+

156,25mM 312,5mM 625mM  900mM 1250mM 2500mM 5000mM
H202 H202 H202 H202 H202 H202 H202

[R.j.]
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Obr. 11: Porovndni PMT pro VIS spektrum. Jednd se o koncentracni Fadu, kde se koncentrace
FeSO. a H20, vZdy dvakrat snizi.
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Obr. 12: Porovnani PMT pro IC. Jednad se o koncentracni radu, kde se koncentrace FeSOs a
H202 vzdy dvakrat snizi.
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5.3 Méreni na PMT pro VIS s hranovym filtrem a bez hranového filtru
5.3.1 Méfeni UPE indukovanou H202

Dale jsme porovnavali zvySeni UPE po pfidani H2O2 na PMT pro viditelnou
oblast spektra s hranovym filtrem a bez hranového filtru. V piipad¢ s hranovym filtrem
jsme snimali pievazné dimolovou fotonovou emisi. Zatimco bez hranového filtru byla
snimana celd viditelna oblast, takze i 3(R=0)*, C* a '0,. V prvnim pokusu jsme vlozili

samotné buniky pod PMT a méfili je 5 minut. Poté jsme ptidali 100mM H20- (Obr. 13).
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Obr. 13: Porovnani zvyseni UPE u PMT pro VIS bez pouziti hranového filtru a s pouzitim
hranového filtru. Po 5 minutdch byl k bunkam pridan 100mM H>0O, a vyvolal indukovanou UPE.
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5.3.2 Méreni UPE indukované HO

V druhém pokusu jsme na zac¢atku méfeni pridali k bunkam 20mM FeSQO4. Po 5
minutach méfeni jsme piidali 100mM H20> (Obr. 14), ktery soucasné s FeSO4 vede ke
tvorbé HO" pomoci Fentonovy reakce. Z HO' se pievazné tvoii 3(R=0)*, které vyzaiuji

Vv celé viditelné oblasti spektra.
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Obr. 14: Porovnani PMT pro viditelnou oblast spektra bez pouziti hranového filtru a s pouzitém
hranového filtru. Po 5 minutdach byl k buiikam s 20mM FeSQOq pridan 100mM H>0,. Jde videét
prudky nariist fotonové emise.
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5.3.3 Méfeni UPE indukovanou 10>

V poslednim pokusu srovnani navySeni UPE ve VIS a Cervené oblasti spektra
jsme buriky smichali s 100mM MoQOs. Méfili jsme 5 minut a pfidali 100mM H20: (Obr.
15), ktery reaguje s MoOs3 za vzniku O».
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Obr. 15: Porovndni PMT pro viditelnou oblast spektra bez pouziti hranového filtru a
S pouzitém hranového filtru. Po 5 minutdach byl k bunkam s 100mM MoOs pridan 100mM
H202. Jde videt prudky nariist fotonové emise.
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5.1 Vliv antioxidantt na UPE indukovanou H202
5.4.1. Kyselina askorbova

Pii méfeni s antioxidanty jsme také pouzili PMT pro VIS a IC. V méfeni PMT
pro VIS a hranovym filtrem (Obr. 16) a PMT pro IC (Obr. 17) jsme na zaéatku méfeni
buniky smichali s 20mM FeSOa, vlozili pod PMT a mé¢fili spontanni UPE. Néasledné jsme
ptfidali 20mM kyseliny askorbové. Po dal§ich 5 minutach méfeni jsme ptfidali 100mM
H20>. Sloupce v nasledujicich grafech jsou souéty 100 hodnot. Pro srovnani jsme zde

vlozili sloupec s méfenim bez kyseliny askorbové, ale s H20-.
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20mM FeSO4 20mM FeSO4 + 20mM FeSO4 + 20mM FeSO4 +

100mM H202 20mM kys. 20mM kys.
askorbova askorbova +
100mM H202

Obr. 16: Na zacdtku méreni byl k bunikam pridan 20mM FeSOa. Po 5 minutich méreni byla k
bunkam pridana 20mM kyselina askorbova. Po dalsich 5 minutach byl pridan 100mM H>O5.
Tento experimentu se provadél na PMT pro viditelnou oblast spektra s hranovym filtrem.
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Obr. 17: Na zacdtku méreni byl k bunikam pridan 20mM FeSOs. Po 5 minutach méreni byla
k bunkam pridana 20mM kyselina askorbova. Po dalsich 5 minutdach byl pridan 100mM
H20. Tento experimentu se provdadel na PMT pro infracervenou oblast spektra.
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5.4.2 Histidin
Jako dalsi antioxidant jsme pouzili histidin, coz je aminokyselina obsazena

v proteinech. Postup méfeni zustava stejny jako v ptipadé kyseliny askorbové. Méfeni
s PMT pro VIS je vidét na (Obr. 18) a PMT pro IC na (Obr. 19).
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Obr. 18:Na zacdtku méreni byl k bunikam pridan 20mM FeSOa. Po 5 minutdch méreni byl k
buntkam pridan 20mM histidin. Po dalSich 5 minutach byl pridan 100mM H>O>. Tento
experimentu se provadeél na PMT pro viditelnou oblast spektra s hranovym filtrem.
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Obr. 19: Na zacatku méreni byl k buiikdam pridan 20mM FeSOs. Po 5 minutich méreni byl
k burikam pridan 20mM histidin. Po dalSich 5 minutach byl pridan 100mM H>0,. Tento
experimentu se provadeél na PMT pro infracervenou oblast spektra.
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6. Diskuse

Cilem mé bakalaiské prace bylo porovnani vlivu riznych exogennich ROS na
monomolovou a dimolovou emisi singletniho kysliku ze suspenze bun¢k U266. Pouzili

jsme k tomu dva PMT.

Meéiili jsme koncentracéni fadu bun¢k od 200 000 bun¢k na Iml po 1 000 000
bunék na Iml. Chtéli jsme zjistit, jestli to ma n&jaky vliv na UPE. Jak jde vidét v Obr. 4
a Obr. 5, neni zde zadna korelace mezi nartistem UPE a po¢tem bunék. V tom pfipadé

jsme si pro v§echna méteni zvolili koncentraci 500 000 bunék na 1ml.

Na Obr. 11 vidime méfeni koncentra¢ni fady FeSO4 a H2O2 v poméru vzdy 1:5
na PMT pro VIS s hranovym filtrem. Na Obr. 12 je také koncentra¢ni fada FeSO4 a H2O3,
ale pro PMT pro IC. Timto mé&fenim jsme si porovnali nariist dimolové a monomolové
fotonové emise V porovnani s kontrolou. V piipadé dimolové emise byl nartst signalu
priblizné 8x, zatimco u monolomové fotonové emise jsme detekovali pouze nartist 2x.
Rozdil naristu fotonové emise ve viditelné a infraervené oblasti miize byt zpisoben
nékolika riznymi faktory. DileZitou roli zde hraje kvantova uc¢innost PMT, kde obecné
plati, Ze s rostouci vinovou délkou klesa kvantova ucinnost. Dalsi faktory zde mizou byt
velikost fotokatody a velikost snimané plochy vzorku. U PMT pro VIS jsme pouzili
Petriho misky o priméru 5,5cm a u PMT pro IC kyvety o velikosti 1x1x4cm. Pfi méfeni
dimolové fotonové emise nebyl sniman jen 'O, ale i nékteré C*. Stejné srovnani se da
najitiv praci (Prado a kol., 2009), kde pouzili 5-HPMU a Ce. Nartst emise v infraervené

oblasti spektra byl opét nizsi, v jejich piipad¢ ptiblizné 30x.

Porovnavali jsme emisi ze suspenze bun¢k U266 pomoci PMT pro viditelnou
oblast spektra za pouZiti hranového filtru a bez n€ho. V prvnim pokusu jsme k samotnym
bunkam ptidali H20,. Po jeho ptidani nastava zvySeni UPE. Peroxid vodiku si v buiice
najde endogenni zelezo a reaguje s nim pies Fentonovu reakci za vzniku HO'. Ten se dale
idastni fetézovych reakci vedoucich k tvorbé 3(R=0)*, C* a 10,. Mnoho dalsich autort
m¢efilo s biologickymi ROOH. (Cadenas a kol., 1980) ptidavali H.O2 do plic potkant a
(Rac a kol., 2015) k buné&¢né kulture U266. Po piidani H2O2 se UPE zvysila, stejné jako
v nasem piipadé. Autofi (Agatsuma a kol., 1992) také métili UPE za pfidani H20»
k plasmé. V rozsahu 400 — 600 nm ¢inila UPE ptiblizné 36% detekovanych ¢astic, ale od
600 nm do 750 nm az 64%. PMT pro viditelnou oblast spektra bez hranového filtru snima
3(R=0)* (350 — 550 nm), C* (550 — 750 nm) a 'O (634, 703 a 1270 nm). Zatimco s
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hranovym filtrem pouze nékteré C* a 'O.. V tom piipadé H.O, vyvolal ve vétsim
mnozstvi dimolovou fotonovou emisi 'Oz nez 3(R=0)*. V druhém pokusu jsme na
zaCatku méfeni piidali k bunkam FeSOs a poté H20». Tim, Ze jsme K buiikam piidali
exogenni FeSQOg4, tak H202 zacne ihned reagovat s Fe a nemusi ho tzv. hledat v burice.
Mg¢feni s vyvolanim Fentonovy reakce pomoci piidani Fe délali (Agatsuma a kol., 1992).
Ke krevni plasmé ptidali FeSO4 a nasledné¢ H202. Mé&fili ve spektralnim rozsahu od 400
nm do 750 nm, tedy ve viditelné oblasti spektra. Nejvyssi UPE méli pti 430 nm. V oblasti
400 nm — 600 nm bylo piiblizné 78% detekovanych ¢astic, to odpovida tvorbé 3(R=0)*.
Od 600 nm do 750 nm bylo snimano zbylych 22% ¢astic. Tyto Castice pravdépodobné
odpovidaji dimolové fotonové emisi 'O, a nékolika C*. V porovnani s nasimi vysledky
tento pomér hodnot odpovida. Na Obr. 14 jde vidét prudky narust UPE. V tfetim pokusu
jsme na zacatku meéteni ptidali k bunkam MoOzs. Oxid molybdenovy reaguje s H20; za

vzniku nezafivého 10,, ktery pies Russelltiv mechanismus tvoii zativy 1O..

Dale jsme zkoumali Gi¢innost antioxidanti. M¢fili jsme s kyselinou askorbovou
a histidinem. Antioxidanty, jak je znamo, zabranuji oxidaci molekul. Po jejich pfidani by
se neméla UPE zvysit. Méfeni ucinnosti kyseliny askorbové a histidinu jsme si ovéfili
pridanim sloupce s namétenymi hodnotami pro FeSO4 a H202. U PMT pro VIS je Gc¢inek
antioxidantli dobfe znat. Ultra slaba fotonové emise je pfiblizné dva a ptl krat vyssi. Na
rozdil od PMT pro IC neni rozdil detekované UPE piili§ velky. Histidin méfili i (Rac a
kol., 2015), kde se jim UPE po pfidani histidinu nezménila.
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7. Zaver

V této bakalaiské praci jsme méli porovnat vliv riznych druha stresti na
monomolovou a dimolovou fotonovou emisi 102. Méfili jsme na PMT pro VIS a IC oblast
spektra a pouzili jsme suspenzi bun¢k U266. Zkoumali jsme narist UPE indukovanou

riznymi ROS, chemickym abiotickym stresem.

Porovnali jsme UPE u koncentra¢ni fady bunék, kde jsme zjistili, ze neni zddna
korelace mezi UPE a poétem bunék. Pro vSechna dalsi méteni jsme si vybrali koncentraci
500 000 bunék na 1 ml.

Mg¢ftili jsme koncentracni fadu FeSO4 a H202, kde byl pomér chemikalii vzdy
1:5. Pii dalSim méfeni jsme koncentraci vzdy 2x snizili. Timto jsme porovnali UPE
dimolové a monomolové fotonové emise. Z dat vyplyva, Ze UPE u monomolové fotonové
emise byla asi 9x niz§i nez u dimolové fotonové emise. MiZe to byt zplisobené tim, Ze

Vv ¢ervené oblasti spektra vyzaruji i nékteré C*.

Pii méfeni na PMT pro VIS jsme pravdépodobné detekovali 3(R=0)* C* a 10,.
V &ervené oblasti spektra to mohly byt n&které C* a 'O, vyzateny v podob& dimolové
fotonové emise. Porovnavali jsme UPE pravé téchto spektralnich oblasti. K buné¢né
suspenzi jsme pfidali H202, ktery pomoci Russellova mechanismu tvofi 10,. Zatimco
UPE ve VIS jsme detekovali cca 40 pulsii-s*, v dervené oblasti pouze necelych 10
pulsii-s. V druhém pokusu jsme k bun&né kultufe U266 piidali HO'. Ve VIS oblasti
jsme zaznamenali prudky nartist UPE, ktery sahal az k 700 pulsti-s™, na rozdil od gervené
oblasti, kde jsme detekovali jen cca 40 pulsti-s™. Nartist UPE jsme také vidéli pii piidani

chemického zdroje *O2.

Zkoumali jsme také vliv antioxidant na indukovanou UPE, ktera by se méla po
pridani snizit. Pouzili jsme kyselinu askorbovou (vitamin C) a histidin. Méteni jsme opét
provadéli jak na PMT pro VIS tak na PMT pro IC. V ptipadé PMT pro VIS byl
signifikantni rozdil v UPE po pfidani antioxidantd. Pfi pouZiti vitaminu C byla
zaznamenana 3x men$i UPE. U histidinu byla zaznamenéana 1,5x mensi UPE. SniZeni

UPE v IC oblasti nebylo zdaleka tak vyrazné.
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