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Uvob

Ateroskler6za je chronické zapalové ochorenie, vysledkom ktorého je vznik
komplexnych 1ézii, oznacovanych ako plaky. Progresia plakov modZze sposobit’ zizenie
priesvitu a intrakoronarnu trombdzu, ¢o vedie k zavaznym ochoreniam, vratane infarktu
myokardu, mozgovej prihody a dokonca k smrti. Aterosklerdza je 2 az 4-krat castejsia
u pacientov s ochorenim diabetes mellitus (DM) oproti pacientov bez DM (Fejfarova a
Jirkovska 2009). Hypercholesterolémia sposobuje rozvoj aterosklerézy prostrednictvom
procesov, ktoré su spojené s akumulaciou lipidov a fibréznych zloziek v stene artérii.
Vysledkom je stendza a redukcia krvného pradu. Poznatky v odbornej literature (Rekhter
1999; Marcu et al. 2005) davaja do stavisu rozvoj ateroskler6zy a vznik aterosklerotickych
plakov s narastom kolagénového véziva vo vrstve tunica intima aorty. Vyskum rdéznych
stupnov aterosklerézy sledujuci zmeny v stenach tepien aorty a karotidy sposobené
hypercholesterolovou diétou a ochorenim diabetes mellitus je vhodné realizovat’ optickymi
metodami.

V dizerta¢nej praci bol sledovany G¢inok dvoch vyznamnych ¢initel'ov podiel’ajucich sa
na rozvoji  aterosklerozy:  hypercholesterolémie  adiabetu  mellitus.  Vplyvy
hypercholesterolovej diéty a ochorenia diabetes mellitus sa experimentalne skimali oddelene
na vzorkach aort (tunica intima) odobranych z paralelnych (sledovany efekt a kontrola)
skupin laboratérnych potkanov rodu Wistar (dizka experimentov bola 3, 8, resp. 10 tyzdiiov).
Praca je zamerana najmi na sledovanie zmien fluorescencnych parametrov jednotlivych
fluoroforov nachadzajicich sa v stene aorty. Fluorescencné vlastnosti tryptofanu, kolagénu,
elastinu a NAD(P)H (redukovany nikotinamidadenindinukleotid/
nikotinamidadenindinukleotidfosfat) boli sledované pomocou roznych spektroskopickych,
zobrazovacich a ¢asovo rozliSenych metod a ich vzajomnymi kombinaciami (Obr. 1).

Time-resolved
techniques

Obr. 1 Metody detekcie fluorescencie. Kombinicia spektroskopie, ¢asovo rozliSenych technik a zobrazovania
poskytuje mnoho réznych modulacii zaznamenavania fluorescencie.: FLIM — Zobrazovanie doby Zivota fluorescencie,
TRFS- ¢asovo rozliSena spektroskopia, MSI — multi spektralne zobrazovanie, SFLIM — spektralne rozliSené FLIM
(Chorvat a Chorvatova 2009)
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Az do doby, kym budil odhalené kauzalne mechanizmy veduce k aterosklerotickému
zuzovaniu a trombotickym uzaverom koronarnych tepien a nez bude mozné tymto procesom
ucinne predchadzat’, je skiimanie v tejto oblasti nevyhnutné.

SUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Vznik aterosklerézy je dlhodoby proces a mechanizmy jeho vzniku nie su napriek
intenzivnemu vyskumu dodnes dostato¢ne zndme. Existuje viacero teorii vysvetl'ujucich
mechanizmus vzniku aterosklerdzy: tedria odpovede na poskodenie endotelu, tedria
chronickej infekcie, tedria oxida¢ného stresu, tedria autoimunitnej odpovede, teoria klonove;j
proliferacie buniek hladkého svalstva, teéria zmenenych molekul lipoproteinov.

Meranie fluorescencie ma potencial poskytovat informacie 0 biochemickych,
funkénych a Strukturalnych zmenach fluorescenénych biomolekularnych komplexov v
patologicky transformovanych tkanivach a bunkach (Marcu 2010). Techniky fluorescen¢ne;j
spektroskopie pouzili na detekciu elastinu, kolagénu, lipidov a dalSich zdrojov
autofluorescencie v normalnej a chorej arteridlnej stene pri charakterizacii biochemického
zlozenia aterosklerotickych plakov ex vivo aj in vivo autori prac : (Honda a Fitzgerald 2008;
Moreno a Muller 2002; Kortum a Muraca 1996; Papazoglou et al. 1994; Morguet et al. 1994;
Baraga et al. 1990; Bartorelli et al. 1991; Christov et al. 2000; Arakawa et al. 2002;
Angheloiu et al. 2006). Fluorescen¢nymi technikami identifikuju narusenia plaku (Christov et
al. 2000),deteguju plaky s tenkou fibroznou ¢iapkou (Arakawa et al. 2002), diskriminuji na
lipidy bohaté 1¢zie (Marcu et al. 2001), a identifikuju infiltracie makrofagov (Angheloiu et al.
2006; Marcu et al. 2005, 2009; Tsimikas et al. 2002). Vsetky pripady su funkéne viazané
s rozvojom ateroskler6zy a vznikom plakov .

Stadie (Maarek et al. 2000; Marcu et al. 2001; Marcu 2010; Marcu et al. 2005, 2003,
2009) pouzivajice casovo rozlisenti fluorescencnti spektroskopiu na humannych aj
veterinarnych vzorkach zistili predizenie doby Zivota fluorescencie aterosklerotickych artérii
(napr. 2,4 + 0,1 ns (normalna aorta) na 3,9 £ 0,1 ns (rozvinuté 1ézie aorty)) v porovnani
S kontrolnymi meraniami. Priemernd doba Zivota s emisiou na 390 nm sa zvysila, zatial’ ¢o
intenzita emisie fluorescencie na vinovej dizke 430 nm sa vyrazne zniZila v intermediélnych a
rozvinutych 1éziach. Miera zmeny je zavisla od parametrov excitdcie, stupiia aterosklerozy,
typu tepien atd’.

Merania funkcii dohasinania autofluorescencie v bunkovej linii 3T3-L1 adipocytov
pomocou casovo korelovaného pocitania jednotlivych-fotonov (Time-Correlated Single
Photon Counting-TCSPC), (excitacia 370 nm, emisia 420 az 480 nm) uvadzaju vysledky
v praci (Evans et al. 2005). VoI'né NADH bolo najlepsie fitované dvoj-exponencialou,
dohasinanie autofluorescencie buniek troma exponencidlami. Pridanie 30 mM glukozy
sposobilo narast intenzity autofluorescencie o 29 %, vyrazne skratilo priemernu dobu zivota
fluorescencie (zo 7,23 na 6,73 ns), zvysilo relativhu amplitidu a frakénll intenzitu kratke;j
zlozky doby zivota fluorescencie na ukor dvoch dlhsich komponentov dohasinania.

Vyhodou multifoténovej mikroskopie oproti Standardnym histologickym metédam je
aplikovatelnost’ na intaktné tkaniva a mozné in-vivo sledovanie aterosklerotickych plakov,

s vyraznou klinickou hodnotou, (Breithardt et al. 1983; Boyd 2008; Brennan et al. 1997,
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Brezinski et al. 2001; Brown et al. 2003). Multifotonova mikroskopia je pouzitelna na
zobrazovanie mnohych biologickych vzoriek na Grovni organizacie buniek aj tkaniv, vratane
mozgovych (Helmchen et al. 2001; Jung et al. 2004; Levene et al. 2004; Theer et al. 2003),
nadorovych(Brown et al. 2003; Sun et al. 2009) chrupaviek (Yeh et al. 2005) a pokozky
(Koenig a Riemann 2003). Kolagén typu I a III st jediné zname molekuly, ktoré produkuju
signal generovanim druhej harmonickej (SHG) v tkanive (Thomas et al. 2014; Boulesteix et
al. 2006; Zipfel et al. 2003). Mnozstva autofluorescen¢nych vlakien v zdravej elastickej tepne
boli pomocou dvoj-fotonovo excitovanej fluorescencie (TPEF) klasifikované ako elastin
(Stary et al. 1995; van Zandvoort et al. 2004; Zoumi et al. 2004).

V stadii (Romer et al. 2000) preskamali autori niektoré vyhody kombinacie
intravaskularnej ultrasonografie (IVUS) a Ramanovej spektroskopie pre vyhodnotenie
intaktnej arteridlnej steny. VSeobecne plati, Ze miesta, ktoré obsahuju velké mnozstvo
vapenatych soli (stanovené pomocou Ramanovej spektroskopie) boli klasifikované ako
kalcifikované aj metodou IVUS. Malé depozity kalcia (6 % hmotnosti) neboli pomocou IVUS
lahko detegované. MnoZstvdA a umiestnenie cholesterolu stanovené Ramanovou
spektroskopiou boli v 1Uzkej korelacii s pritomnostou cholesterolu pozorovanou
histochemicky, ale tieto depozit4 neboli umiestnené presne podl'a merani IVUS. Diagnosticky
algoritmus kolektivu autorov (Buschman et al. 2001) na fitovanie podielov prispevkov
roznych morfologickych $truktar pritomnych v tkanive artérii pre klasifikaciu tepien (97
vzoriek koronarnej tepny) vytvoril iniciaény subor dat na rozliSenie tepien aterosklerotickych
s kalcifikovanym alebo s nekalcifikovanym aterosklerotickym plakom. Merané vzorky
algoritmus zarad’oval do troch tried a to do triedy neaterosklerotické tkanivo, aterosklerotické
tkanivo a kalcifikované aterosklerotické tkanivo. Kombinacia pikov na 1440 cm™ a 1301 cm™
(vdzby CH; a CHj3) indikuje pritomnost’ triacylglycerolov (Baraga et al. 1992b; Manoharan et
al. 1992). Piky Specifické pre volny a esterifikovany cholesterol obsiahnuté v spektrach
pochadzajucich  z penovych buniek ateromatézneho plaku indikuju  pritomnost
esterifikovaného
a neesterifikovaného cholesterolu. Pasy 719 cm™, 762 cm™ a 878 cm™ dokladujt pritomnost’
fosfolipidov, 1523 cm™ a 1160 cm™ pritomnost B-karotenoidov, 1747 cm™, 1654 cm™,
1440 cm™ a 1301 cm™ triglyceridy v tukovych bunkach (Buschman et al. 2001). Autori
v ¢lanku (van de Poll et al. 2003) skimali moznost’ vyuzitia kombinacie algoritmu opisaného
v (Buschman et al. 2001) a kompaktného klinického Ramanovho spektroskopu s vlaknovou
optikou vedenou cez katéter na detekciu akumuldcie cholesterolu a kalcifikacii
aterosklerotického plaku. Overili vyuzitelnost tejto kombinacie S vysokou citlivostou a
Specifickost’'ou.

CIELE DIZERTACNEJ PRACE

Cielom dizertacnej prace je preskumat’ zmeny vo vrstve tunica intima a media aorty
potkanov indukované hypercholesterolovou diétou, ochorenim diabetes mellitus a tiez
presetrit’ vplyv podavania orechového oleja laboratornym zvieratam na zmeny tkaniva aorty
pri ochoreni diabetes mellitus. Pre dosiahnutie ciela budi pouzité progresivne optické

techniky: fluorescenéna spektroskopia, povrchovo zosilnena Ramanova spektroskopia,
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multifotonova mikroskopia a ¢asovo rozliSena laserom indukovana fluorescen¢na
spektroskopia. Zamerom prace je experimentalne sledovanie fluoroférov (kolagén, elastin,
NAD(P)H), ktoré moézu zohrat vyznamnu ulohu v rozvoji aterosklerézy. Sucasne sa
preskimaju moznosti optickych technik (Casovo rozliSend fluorescencia, excitatno-emisné
matice, multifotonova mikroskopia) pri vySetrovani NADH a flavinovych molekual v aorte
(tunica intima) laboratérnych potkanov.

METODIKA PRACE A METODY SKUMANIA

Vplyv hypercholesterolovej diéty

Laboratorne zvierata a okrajové podmienky vyskumu

Laboratérne potkany pre experimentalny vyskum boli schvélené Etickou komisiou pre
pokusy na zvieratach. Pokusné zvieratd boli samce potkanov kmenia Wistar s vychodzou
hmotnostou 200 - 250 g rozdelené do Styroch skupin. Chov pokusnych zvierat a odber
vzoriek bol uskutocneny na Lekarskej fakulte UK v Bratislave. Prvé dve skupiny boli
kontrolné, s 10-timi pokusnymi zvieratami v skupine a diZkou trvania pokusov 5 (K5T) a 10
tyzdnov (K10T). Tretej a Stvrtej skupine bola podavana strava obohatena o 4 % cholesterolu a
10 % bravéovej masti (hypercholesterolova diéta). Dizka trvania pokusov bola tiez 5 (hCh5T)
a 10 tyzdiiov (hCh10T), pocet zvierat v skupindch (hCh5T aj hCh10T) bol po 20 kusov. Na
konci pokusu mali potkany hmotnost od 400 do 450 g. Vsetky zvierata boli vazené na
zaciatku pokusu atesne pred usmrtenim. U vSetkych zvierat boli na konci experimentu
merané hodnoty cholesterolu a koncentracie triacylglycerolov (TAG) v pe€eni (LF UK
v Bratislave).

Merané tidaje pre pozorované skupiny pokusnych zvierat si vyhodnotené ako Statistické
stubory (pri vyhodnoteni boli aplikované programy Microsoft Excel, Origin a Statisticky
software R). Casovo rozlisené data boli analyzované pomocou dvoj-exponencialneho modelu
dohasinania fluorescencie. Priemernt dobu Zivota fluorescencie tmean definuje rovnica 1.

Pouzité optické metody vyskumu

Pri vySetrovani vzoriek aort potkanov sa pouzivala fluorescenéna spektroskopia
(pracovisko FMFI UK v Bratislave, Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, spektrofluorimeter
Perkin Elmer LS45 a vlaknova sonda na nadstavci (The Remote Fiber Optic Accessory,
product No. L2250144)), povrchovo zosilnena mikro-Ramanova spektroskopia
(pracovisko STU v Bratislave, FEI, Ustav elektroniky a fotoniky, mikroskop OLYMPUS
BX40, hélium nednovy laser (He-Ne 633 nm) a monochromator s CCD detektorom HORIBA,
gr., ISA- JOBIN YVON-SPEX, SPECTRUM ONE, TE-PS, model CCD 3000, USA, Ag-
nanodastice Sigma-Aldrich priemeru 60 nm riedené vodou 0.02 mg.ml™), multifoténova
mikroskopia a mikroskopia zobrazovania doby Zivota fluorescencie (pracovisko
Medzindrodné Laserové Centrum v Bratislave, yterbiovy femtosekundovy laser v rezime
synchronizacie modov (1038 nm, t-pulse 20 fs , Amplitude Systems), napojeny na LSM 510
META NLO mikroskop (Zeiss) a TCSPC elektronicky systém (SPC 830, Becker-Hickl) a

¢asovo a spektralne rozliSena fluorescencia (pracovisko Medzinarodné Laserové Centrum
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v Bratislave, pulzny pikosekundovy diédovy laser BHL-375 s vlnovou dizkou 375 nm a
opakovacou frekvenciou 50 MHz, spektralny detektor PML-SPEC s multi-anédovym
fotonasobicom PML16 (vlastna zostava a vsetky pouzité komponenty Becker-Hickl, GmbH,
Nemecko) pripojeny k mikroskopu (Zeiss Axiovert 200M) multimodalnym optickym
vlaknom (Ocean Optics, USA), fluorescencia merana v spektralnej oblasti 391,8 - 598,8 nm, s
rozliSenim 13,8 nm na kanal a 16-timi kanalmi).

Vplyv ochorenia diabetes mellitus

Laboratorne zvierata a okrajové podmienky vyskumu

Samci potkanov Wistar (s hmotnostou 250 - 320 g) boli chovani v 12-hodinovom
cykle svetlo / tma v prostredi s konstantnou teplotou 25 °C, s vol'nym pristupom k $tandardne;j
potrave (Larsen pelety) a vode z vodovodu. Vsetky experimenty sa vykonavali v sulade S
pokynmi pre starostlivost a vyuzitie pokusnych zvierat schvalenymi Stitnou veterindrnou
spravou SR.. Postup experimentu realizovaného na LF UK v Bratislave (RNDr. Ol'ga Uli¢na,
CSc): uréenie hmotnosti a koncentracie glukézy v krvi pokusného stiboru potkanov (60ks);
vyvolanie diabetu mellitus (u 3 skupin po 10 ¢lenoch) podanim streptozotocinu a vpichnutie
placeba kontrolnym subjektom (3 skupiny po 10 ¢lenoch) ; opédtovné urcenie hmotnosti
a koncentracie glukozy v krvi vsetkych potkanov po 48 hodinach; trvanie pokusu 8 tyzdiiov
od podania streptozotocinu a placeba; zavere¢né uréenie hmotnosti a koncentracie glukozy
Vv krvi vSetkych potkanov.

Diabetes mellitus bol vyvolany podanim streptozotocinu do chvostovej vény potkanov (45
mg.kg™ v 0.5 mol.I"* citratovom tlmivom roztoku pH 4.5). Jedincom z kontrolnej skupiny bol
vV rovnakom case vpichnuty do chvostovej vény citratovy tlmivy roztok pH 4.5 (placebo). Za
diabetické a pouzité v experimente boli povazované iba potkany s Groviiou glukézy v krvi
vy§Sou ako 15 mmol.1™ (§tandardny glukometer (Optium XCEED, Abbot Ltd., UK).

Skupindm diabetickych a kontrolnych zvierat (pri rozdeleni na dve podskupiny) boli
podavané dve davky orechového oleja, 100 mgkg™/deit a 500 mgkg'/dei po dobu 8
tyzdnov.

Spracovanie experimentalnych dat bolo realizované v programe SPCImage (Becker &
Hickl), FAST v.3.4 (Edinburgh Instruments), Origin 7 (Microcal) a R softvérom (open
source). Casovo rozlisené data boli analyzované pomocou dvoj a troj-exponenciilneho
modelu dohasinania fluorescencie. Priemernd doba Zivota fluorescencie Tmean bDoOlA
vyhodnotena ako pomer:

rovnica 1 Odhad priemernej doby Zivota fluorescencie
T T T

T

kde 7; oznacuje dobu zivota fluorescencie i-tej zlozky a a;j oznacuje relativnu amplitadu i- tej
zlozky. Pomer viazany / volny NADH bol oceneny ako zlomok a; / a; amplitudy tykajucej sa
viazanej a volnej koncentracie NADH. Priemerné hodnoty parametrov Casovo rozliSenej
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fluorescencnej spektroskopie boli vyhodnotené v spektralnom rozsahu 391,8 — 598,8 nm,
pomer relativnych amplitad a; / a; (obr. 9) bol odhadnuty pre spektralnu oblast’ 420 - 488 nm.

Vzorky plazmy sa uchovali zmrazenim na biochemickil analyzu. Plazmaticka
koncentracia glukézy, celkového cholesterolu (tChol), cholesterolu v lipoproteinoch s nizkou
hustotou (LDL-Chol), cholesterolu v lipoproteinoch s vysokou hustotou (HDL-Chol) a
triacylglycerolov (TAG) boli stanovené v akreditovanom klinickom laboratériu biochémie a
hematolégie (Alphamedical, s.r.o. , SR) pomocou chemického syst¢tmu ADVIA 1800
(Siemens Healthcare Diagnostics, Nemecko).

Pouzité optické metody vyskumu

Pri vySetrovani vzoriek aort potkanov sa pouzivala fluorescenéna spektroskopia
(pracovisko FMFI UK v Bratislave, Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, spektrofluorimeter
Perkin Elmer LS45 a vldknova sonda na nadstavci (The Remote Fiber Optic Accessory,
product No. L2250144)), multifoténova mikroskopia a mikroskopia zobrazovania doby
Zivota fluorescencie (pracovisko Medzinarodné Laserové Centrum v Bratislave, yterbiovy
femtosekundovy laser v rezime synchronizacie moédov (1038 nm, t-pulse 20 fs , Amplitude
Systems), napojeny na LSM 510 META NLO mikroskop (Zeiss) a TCSPC elektronicky
systtm (SPC 830, Becker-Hickl), a ¢asovo rozliSena fluorescencia (pracovisko
Medzindrodné Laserové Centrum v Bratislave, pulzny pikosekundovy diédovy laser BHL-
375 s vlnovou dizkou 375 nm a opakovacou frekvenciou 50 MHz, dichroicky filter 395 nm a
emisny filter LP 397 nm (Zeiss sada filtrov 01), objektiv Achroplan 10x / 0,1, upevneny na
mikroskop Zeiss Axiovert 200M, emisia zaznamenavana jednokanalovym detektorom
s fotondsobicom PMC-100, detektory napojené na mikroskop multimodalnym optickym
vlaknom (Ocean Optics, USA.)) a ¢asovo a spektralne rozliSena fluorescencia (pracovisko
Medzinarodné Laserové Centrum v Bratislave, pulzny pikosekundovy didédovy laser BHL-
375 s vinovou dizkou 375 nm a opakovacou frekvenciou 50 MHz, spektralny detektor PML-
SPEC s multi-anédovym fotonasobicom PML16 (vlastna zostava a vSetky pouzité
komponenty Becker-Hickl, GmbH, Nemecko) pripojeny k mikroskopu (Zeiss Axiovert
200M) multimodalnym optickym vlaknom (Ocean Optics, USA), fluorescencia merana v
spektralnej oblasti 391,8 - 598,8 nm, s rozliSenim 13,8 nm na kanal a 16-timi kanalmi).

VYSLEDKY A DISKUSIA DIZERTACNEJ PRACE

Vplyv hypercholesterolovej diéty

Pocas rozvoja aterosklerdzy dochadza k zmnoZeniu kolagénového véziva vo vrstve
tunika intima aorty (Lilledahl 2007; Rekhter 1999), comu odpovedaji aj naSe pozorovania.
Narast intenzity fluorescencie pri excitacii 290 nm moze byt dosledkom zvySeného mnozstva
bielkovin a aminokyselin, ktoré st Ziarenim tejto vinovej dizky excitované (obr. 2). Narast
intenzity fluorescencie pri excitdcii 340 nm odpovedd predpokladanému zmnozeniu
kolagénového viziva. Intenzita fluorescencie v hypercholesterolovej skupine bola vyznamne
vySSia v porovnani s hodnotami kontrolnej skupiny, ¢o znamend, Ze pocet excitovanych
molekul v rovnakom objeme vzorky tkaniva bol v pripade hypercholesterolovej skupiny vyssi
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(obr. 3). Predpokladame, ze je to G¢inok véacSej hrabky a / alebo zmenenej Struktary tunica
intima. Tato hypotéza bola overena aj metdédou nelinearneho optického zobrazovania a ¢asovo
a spektralne rozliSenou fluorescenciou.
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Obr. 2 Intenzita fluorescencie aort (tunica intima) pri excitacii 340 nm: kontrolna skupina potkanov s dizkou trvania
pokusu 5 tyzdiov (K5T) a10 tyzdiov (K10T), priemer = SD, n=10 vzoriek; skupina potkanov kimena
hypercholesterolovou diétou s dizkou trvania pokusu 5 tyZdiiov (hCh5T) a 10 tyZdiiov (hCh10T), priemer + SD, n = 20
vzoriek; emisie v maximach 387-393 nm, * - signifikantna zmena, p < 0.05
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Obr. 3 Intenzita fluorescencie aort (tunica intima) pri excitacii 355 nm: kontrolna skupina potkanov s dizkou trvania
pokusu 10 tyZzdiiov (K10T), priemer = SD, n=10 vzoriek; skupina potkanov kimena hypercholesterolovou diétou
s dizkou trvania pokusu 10 tyZdiiov (hCh10T), priemer + SD, n = 20 vzoriek; emisie vo fluorescenénom maxime 394-
399 nm a v druhom fluorescenénom maxime 421-426 nm, * - signifikantna zmena, p<0.001

Metddou nelinearneho optického zobrazovania sme preukdzali signifikantnii zmenu
hrubky vrstvy tunica média a intima aorty (obr. 4 b) a signifikantni zmenu pomeru SHG/TPEF
(obr. 4 @). Merania dokladuji predpokladany narast hribky steny aorty a narast signalu SHG
oproti TPEF u vzoriek aort skupiny potkanov kimenych hypercholesterolovou diétou po dobu
10 tyzdilov (hCh10T), pri porovnani so vzorkami kontrolnej skupiny potkanov (K10T).
Signal z kolagénu (SHG) verzus signal tkanivovych Struktir excitovanych pomocou TPEF
(hlavne elastin, ale aj erytrocyty, hladké svalové bunky, endotel, atd’. narastol, to mdze
znamenat’ predpokladané zvySenie mnozstva kolagénu.
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Obr. 4 a) pomer SHG/TPEF, priemer + SD, n = 5, ** - signifikantna zmena, p < 0.01, b) hrabka vrstiev tunica intima
a tunica mediasteny aorty, priemer + SD, n = 5,* - signifikantna zmena , p < 0.05

V uvodnej faze stadie tychto dvoch skupin potkanov pomocou Ramanovej
spektroskopie sme overovali postupy pouzivané v literature, t.j. Studovali sme Ramanove
spektra aort vo vinovej oblasti od 1000 do 1800 cm™. Vv tejto oblasti sa podl'a prace (Baraga et
al. 1992a) nachadzaji dva pasy s vysokou intenzitou umiestnené na 1440 a 1670 cm™,
prisliichajuce markerom cholesterolu: 1439 cm™ je pas v désledku C-H vizby, zatial’ ¢o pés
1669 cm™ je pripisovany vibraciam C=C vizby. Z interpreticie nameranych vysledkov
vyplyva, Ze v tejto oblasti spektra nie je mozné podla polohy pikov a ich vzdjomného posunu
identifikovat’ rozdiel medzi hypercholesterolovou a kontrolnou skupinou potkanov (obr. 5 a,b).
Na prekonanie tohto obmedzenia sme skiimanie aorty sustredili do spektralnej oblasti 500 -
1200 cm™. V tomto intervale je pas 700 cm™ dobre znamy ako marker cholesterolu. Jeho
SirSie  vyuzitie na identifikdciu poSkoditelnosti plakov aorty a vSeobecne rozvoja
aterosklerézy sme v citovanych zdrojoch nenasli. Pas hodnot 681,6 + 3,1 cm™ u zdravej aorty
pochadza z kolagénu, ktory je zakladnou zloZkou spojivového tkaniva a extracelularnej
matrix obklopujucej va&sinu buniek (Gullekson et al. 2011). Pas hodnét 697,8 + 3,5 cm™
pozorovany v hCh10T skupine potvrdil pritomnost’ cholesterolu v aorte, oproti ojedinelému
vyskytu piku s minimalnou intenzitou u kontrolnej skupiny K10T. Tieto dva pasy hodnét st
preto vhodnym indikatorom overenia zvysenej pritomnosti cholesterolu v stene aorty (obr. 5 C).

o
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é’ 1450 TO1685 = 685 T
~ AR v
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cntrl HypChol cntr HypCho entrl HypChol
Obr. 5 Mikro-Ramanove spektra ziskané z aort kontrolnej a hCh10T skupiny potkanov; a,b) rozsah 1000 - 1800 cm™
porovnanie spektralneho umiestnenia maxim skupin potkanov K10T a hCh10T, priemer = SD, n = 10, c) rozsah
spektra 500 - 1200 cm™, porovnanie spektralneho umiestnenia maxim skupin potkanov K10T a hChl0T, * -
signifikantna zmena, p < 0.01
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Pre detailnejSie preskumanie sme preto robili ¢asovo a spektralne rozliSent
fluorescenciu, ktorej vysledky odpovedaju informaciam v praci (Marcu et al. 2005). Tvar
spektra ani doba Zivota fluorescencie sa vplyvom hypercholesterolovej diéty nezmenila (Obr. 6
a). Zaznamenali sme v8ak vyznamny, takmer trojnasobny ndrast intenzity fluorescencie (Obr. 6
b), o moze suvisiet’ s narastom hrubky steny aort a so zvySenym mnozstvom kolagénu
u skupiny potkanov hCh10T oproti kontrolnym vzorkdm zo skupiny K10T.
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Obr. 6 Fluorescenéné spektrum potkanich aort (Tpen), namerané pomocou TCSPC, exciticia 375 nm: a)
normalizované data, b) namerané data. Modra ¢iara s trojuholnikmi - kontrolna skupina zvierat (K10T), ¢ervena
¢iara so Stvorcami je skupina zvierat s hyper-cholesterolovou dietou (hCh10T), priemer + SD, n=6, excitacia 375 nm

Vplyv ochorenia diabetes mellitus

Pri koncentrécii glukézy (obr. 7) moéZeme konStatovat, Ze stav diabetes mellitus bol
potvrdeny u vietkych jedincov v skupine zvierat s DM. PouZitie excitaénej vlnovej dizky 270
nm je podla (Aldrovani et al. 2007; Ramanujam 2006) vhodné na monitorovanie pritomnosti

proteinov v tunica intima aorty, lebo je excitatnym maximom aminokyselin tryptofanu ,
tyrozinu, a fenylalaninu.

* 1 < KKk
L
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Obr. 7 Koncentracia glukozy v krvi skupiny potkanov s vyvolanym ochorenim diabetes mellitus: na zadiatku
experimentu (DM1), 48 hodin po podani streptozotocinu (DM2), na konci experimentu (DM3), priemer + SD, n = 10;
porovnanie s koncentraciou glukézy v krvi u kontrolnej skupiny potkanov na zaciatku experimentu (cntrll) a na
konci experimentu (cntrl2), priemer = SD, n =8
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Zaznamenané emisné maxima boli v intervale < 337 ;341 > nm , ¢o indikuje najmi
pritomnost’ tryptofanu (Ramanujam 2006; Pascu et al. 2011). Mnozstvo aminokyselin
(proteinov) je teda pravdepodobne vicSie v pripade segmentov aort zo skupiny DM nez
u kontrolnej skupiny (obr. 8). Vysoka davka (500 mg.kg™/deft) orechového oleja je dostatodna
na potlacenie niektorych patologickych procesov v diabetickej aorte, co dokladuje zmena
fluorescenénych vlastnosti skupiny DM N2 (s vyS$Sou davkou orechového oleja) oproti
skupine DM, pricom sa parametre fluorescencie skupiny DM N2 priblizuji kontrolnej
skupine. Podavanie davok orechového oleja zdravym potkanom (kontrolna skupina)
nespdsobilo vyznamné zmeny fluorescencie.
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Obr. 8 Intenzita fluorescencie aortalnych segmentov potkanov kmeiia Wistar pri excitacii 270 nm, emisia pribliZne
338 nm, cntrl - zdravé zvierata (kontrolna skupina), cntrl N1, cntrl N2 - zdravé zvierata oSetrené dvoma davkami
orechového oleja, 100 a 500 mg.kg'/deii; DM - zvieratda s diabetes mellitus, DM N1, DM N2 - jedince
s diabetes mellitus lietené davkami orechového oleja, 100 a 500 mg.kg'/deii. Udaje si vyjadrené ako priemery + SD
z 8-mich nezavislych pokusov. * - signifikantna zmena, p < 0.001

Vysledky dosiahnuté metdédou casovo rozliSenej autofluorescencnej spektroskopie
vzoriek potkanich aort boli néasledne analyzované pouzitim dvoj-exponencialneho modelu
dohasinania fluorescencie. V experimente bola doba Zivota fluorescencie rychlejSieho
komponentu t; cca 0,7 ns (0,635 = 0,05 ns u skupiny DM a 0,764 + 0,03 ns u kontrolne;j
skupiny), ¢o zodpoveda hodnote doby zivota fluorescencie typickej pre volny NADH (Cheng
et al. 2007). Nase hodnoty druhej zlozky doby zivota fluorescencie t, sa pohybuji medzi 3-5
ns, ¢o je o nieco viac, nez minimum intervalu obvyklej doby dohasinania fluorescencie
viazanej formy NADH (2 - 10 ns (Cheng et al. 2007)). Hodnota doby zivota fluorescencie T,
odraza zlozitost' povahy naSich vzoriek, lebo zahffia aj dohasinanie fluorescencie inych
molekul, najmi Struktirnych proteinov. Cielom vyskumu nebol tplny rozklad meraného
signalu, ale definovanie postupu a spdsobu merania zmien autofluorescenénych vlastnosti
aorty, pouzitelného na detegovanie rozvoja DM. Podla vysledkov a porovnani s inymi
autormi  (napr. (Drozdowicz-Tomsia et al. 2014; Williamson et al. 1993)) a zhodnoteni
(Chorvatova a Chorvat 2014; Chorvat a Chorvatova 2009) predpokladame, ze pomer
relativnych amplitad autofluorescencie a/a; merany v spektralnom rozsahu ~ 420 - 480 nm,

zodpoved4d pomeru molekul NADH vo viskéznom prostredi a / alebo viazanému NADH
Mgr. Martin UHEREK 13
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(dlhsi komponent doby zivota fluorescencie, t2) a molekulam vol'ného NADH (rychlejsi
komponent doby zivota fluorescencie, 11), Obr. 9. Nase vysledky st v sulade s hypotézou, Ze
pociatocna faza nekontrolovaného DM u potkanov vedie k zvySenému pomeru volného a
viazaného NADH, c¢o Cciastocne koreSponduje s vysledkami z predchadzajucich stadii
(Williamson et al. 1993; Skala et al. 2009). Takyto stav mozno opisat’ ako pseudohypoxia,
pretoze aj ked je mnozstvo tkanivového kyslika nezmenené, hyperglykémia indukuje
pseudohypoxiu a spdsobuje patologické stavy, ktoré d’alej vedu k diabetickym komplikéaciam,
nevyvazenej homeostaze a metabolickym porucham.
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Obr. 9 Doba Zivota fluorescencie pre dvoj-exponencialny model 1, (a), T, (b) @a pomer ich amplit[d a,/a; (c) odhadnuty
z kriviek dohasinania UV — excitovanych vzoriek aort kontrolnej skupiny zvierat (cntrl) a skupiny zvierat
s vyvolanym diabetes mellitus (DM) pomocou bi-exponenciilnej analyzy, * p < 0.001, ** p < 0.00001, priemer + SD, n

= 10 pre diabetické zvieratd a n = 8 pre kontrolnu skupinu zvierat, data ziskané metédou ¢asovo a spektrilne
rozliSenej fluorescencie

Emisné spektra st konStruované zo spektrochronogramov integraciou poctov fotonov
Vv Casovej zavislosti. Autofluorescencné spektrum potkanov kontrolnej skupiny malo odlisny
tvar v porovnani s tvarom spektra skupiny DM (obr. 10 @). Fluorescenéné spektra oboch
skupin majl dva piky na tretom a piatom kanali, ¢o zodpoveda 419.6 = 5 nm a 447,2 + 5 nm.
Kontrolnd skupina vykazuje dva vrcholy s priblizne rovnakou intenzitou, zatial' co skupina
DM ma prvy vrchol s vyznamne men$ou intenzitou nez druhy (p < 0,001). Pozorovali sme
tiez, Ze intenzita fluorescencie v oblasti dlhsich vlnovych dizok (spektralne rozmedzie 460,8
az 557,4 nm), bola podstatne nizsia (p < 0,001) v pripade kontrolnej skupiny zvierat v
porovnani so skupinou DM (Obr. 10 a).
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Obr. 10 Casovo rozlisené emisné spektra aort potkanov, autofluorescencia excitovana UV laserom, kontrolna skupina
(cntrl, n = 8), skupina potkanov s diabetes mellitus (DM, n = 10), (a) spektrum fluorescencie opisanych pripadov
potkanich aort (Tcan) namerané pomocou TCSPC, (b) zavislost’ doby Zivota fluorescencie t; (cntrl aj DM), 1, (cntrl aj
DM) od emisnej vinovej diZky, dita ziskané metédou Easovo a spektrilne rozliSenej fluorescencie

Doby zivota fluorescencie rychlejsej zlozky oboch skupin (t1) neboli zdvislé na emisnej
vlnovej diZzke, zatial' ¢o pomalsia zlozka (t2) ma tendenciu (z 4,69 + 0,19 pri 391,8 nm do
3,73 £ 0,17 pri 598,8 nm) skracovania doby zivota fluorescencie smerom k dlh§im emisnym
vinovym dizkam (obr. 10b).

ZAVER

Dizertaéna praca skumala zmeny v aorte (tunica intima a tunica media) laboratornych
potkanov kmenia Wistar indukovanych hypercholesterolovou (hCh) diétou (Standardna strava
obohatena o4 % cholesterolu a 10 % bravCovej masti, trvanie pokusu 5 a 10 tyzdnov),
vyvolanym ochorenim diabetes mellitus (DM), (streptozotocin 45 mg.kg™, pokus dizky 8
tyzdiiov) a vplyvom orechového oleja (100 mg.kg™/det a 500 mg.kg™/deft) na zmeny tkaniva
aorty pri ochoreni diabetes mellitus v porovnani s kontrolnymi skupinami. Aplikované su
metddy fluorescencnej spektroskopie, Ramanovej spektroskopie, multifoténovej mikroskopie
a mikroskopie zobrazovania doby zivota fluorescencie, detekcie casovo a spektralne

rozliSenej fluorescencie.

Experimentalne sme preukazali nasledovné efekty:

Vplyv hypercholesterolovej diéty :

=) Narast intenzity autofluorescencie u skupiny hCh10T oproti kontrolnej skupine vo
vSetkych troch zistenych excitacno — emisnych maximach, ktoré mézeme priradit’
zvySenému mnozstvu kolagénu a elastinu (excitacia 340 nm, emisia 399 nm),
NAD(P)H ( excitacia 355 nm, emisia 426 nm), tryptofanu (excitacia 290 nm,
emisia 341 nm).

= Na zéklade pritomnosti Ramanovho piku 700 cm™ (pripisujeme cholesterolu) a
680 cm™ (priradujeme kolagénu) sa nam podarilo odlisit’ vzorky potkanov zo
skupiny hCh10T od prislusnej kontrolnej skupiny.

=) Multifoténovou mikroskopiou sme zaznamenali narast hrabky steny aorty vrstvy
tunica media a intima a tiez zmenu v pomere signalu z SHG a TPEF, pricom
signal z SHG mozno priradit kolagénu asigndl z TPEF najmi elastinu, co
dokazuje narast mnozstva kolagénu oproti elastinu vo vrstvach tunica media

a intima aorty.

Mgr. Martin UHEREK 15



Zmeny vybranych optickych parametrov aorty indukované hypercholesterolémiou a ochorenim diabetes mellitus

=) Casovo rozlifenou fluorescenciou sme nezaznamenali zmenu v dobe Zivota
fluorescencie, zistili sme takmer trojnasobny ndrast intenzity fluorescencie u
skupiny hCh10T oproti kontrolnej skupine pri excitacii 375 nm v emisnej oblasti

(405 - 502 nm), ¢o odpoveda emisii kolagénu, elastinu, NAD(P)H, flavinom.

Vplyv ochorenia diabetes mellitus :

=y Zvysenie intenzity fluorescencie skupiny s DM oproti kontrolnej skupine pri
excitacii 270 nm v emisnom maxime (339 — 341 nm) mozno priradit’ fluorescencii
tryptofanu.

=) Pokles intenzity fluorescencie skupiny u DM N2 (s davkou orechového oleja 500
mg.kg*/deft) oproti skupine DM pri excitacii 270 nm v emisnom maxime (337 —
341 nm) mozno priradit’ fluorescencii tryptofanu, aj pri excitacii 340 nm v
maxime emisie (386,5 nm), odpoveda kolagénu a elastinu. Zistené fluorescencné
charakteristiky aort potkanov skupiny DM N2 sa priblizili charakteristikam
kontrolnej skupiny zdravych potkanov.

= Casovo rozligena fluorescencia ukazala zmenu v tvare spektra v priemernej dobe
zivota fluorescencie Tmean @) V dobe zivota fluorescencie fitovanej dvoj-
exponencialnym modelom t1 at, Skupiny potkanov DM oproti kontrolnej
skupine.

=) Narast pomeru amplitid ap/a;, ktoré predstavujii fraként populaciu molekul
spojeni s komponentmi dohasinania pre dobu Zivota fluorescencie T, a 1i,
stvisiacu so zmenou viazaného (12, az) a voI'ného NADH (71, a1).

Vysledky stidie okrem analyzy merani zmien optickych parametrov aorty dokladuju
realizovatel'nost’ si¢asného zaznamenévania signalu generovanim druhej harmonickej, dvoj-
fotonovo excitovanej fluorescencie a zobrazenia doby Zzivota fluorescencie potkanich aort,
suvisiace s priestorovym rozlozenim kolagénu, NADH a flavinovych molekul v sledovanych
tkanivach. Vysledky experimentov a ich interpretacia su prispevkom k objasneniu zmien v
organizacii kolagénu a funkénych zmien sprevadzajucich rozvoj kardiovaskularnych ochoreni
v stene aorty potkanov. Po prvykrat bolo preukazané pomerné rozliSenie volného a viazaného
NADH pomocou dvoj-exponencidlneho modelu dohasinania autofluorescencie v tkanive

aorty.
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SUMMARY

The aim of the dissertation thesis was to investigate changes in the layers of the tunica intima
and tunica media of the aorta from Wistar rats, induced by hypercholesterolemic (hCh) diet
(standard diet enriched with 4% cholesterol and 10% lard, duration of the experiment 5 and
10 weeks), or caused by diabetes mellitus (DM) (streptozotocin 45 mg.kg™, 8 weeks trial), as
well as the influence of walnut oil (100 mg.kg™ / day and 500 mg.kg™ / day) for the changes
in aortic tissue in the condition of diabetes mellitus, compared to control animals.
Introductory chapters work illustrates basic concepts (hypercholesterolemia and diabetes
mellitus and their relation to atherosclerosis, description of the experimental methods) and
provide an overview of the current knowledge based on available published works.
Methodically the thesis is divided into two sections, which are devoted to: i) the impact of
hypercholesterolemic diet and ii) the impact of diabetes mellitus, both with the description of
specific equipment and procedures used. We applied the methods of fluorescence
spectroscopy, Raman spectroscopy, multiphoton microscopy, fluorescence lifetime imaging
microscopy, and time and spectrally resolved fluorescence detection. In the Results and
Discussion section, in addition to analysis of measured changes in the optical parameters of
the aorta, we justify the feasibility of recordings of second harmonic generation signals, two-
photon excitation of fluorescence and the lifetime of fluorescence in rat aortas, that relates to
the spatial distribution of collagen, NADH, and flavin molecules in the investigated tissues.
The obtained experimental results and their interpretation, contribute to the elucidation of
changes in the spatial organization of collagen and functional changes accompanying the
development of cardiovascular diseases in the aortic wall of rats. For the first time in rat aorta
the signals from free and bound NADH has been experimentally observed and identified by
two-exponential analysis of tissue autofluorescence.

Keywords: aorta, atherosclerosis, cholesterolemia, diabetes mellitus fluorescence
spectroscopy, multi-photon microscopy, Raman spectroscopy
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