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Ci
Experimentdlni porovnani vlivu komercnich svitidel se svitidlem Spectrasol prokognitivni LED

s Cervenou reparacni slozkou svétla na lidské oko otestovanim na bunécné linii R28 (Retinal Cell Line,
Kerafast).

Pristroje
- LUNAII, Automated cell counter (Logos)
- Inkubator s CO2 regulaci
- LUNAslide
- Kultivacni lahve, bézny laboratorni material a pfislusenstvi
- Laminarni box
- Svételny senzor Thorlabs s130c

Chemikalie

- Trypan Blue Stain 0,4%

- R28 cell line, CVCL_5135 (R28 je adherentni retindlni prekurzorovd bunécna linie odvozena z
postnatalni 6. dne krysi sitnice Sprague-Dawley imortalizované 12S E1A genem adenoviru. Gen
12S E1A byl zaveden prostfednictvim nekompetentniho retrovirového vektoru; burikami R28
tedy neni produkovan zadny infekéni virus. Buriky byly dosud pasazovany 200krat a nevykazuji
Zadné znamky starnuti.)

-  DMEM+ (420 mI DMEM D5523 nekompletni (Sigma); 15 ml hydrogenuhli¢itanu sodného (7,5%
zasobni roztok, w/v) (Sigma S5761); 50 ml teleciho séra (Hylone, SH30073.03HI); 5 ml
neesencialnich aminokyselin MEM (GIBCO, 11140-019); 5 ml L-glutaminu (zasoba 200 mM)
(GIBCO, 25030-024); 0,625 ml ml gentamicinu (zdsobni roztok je 80 mg/ml)

- CMF-EDTA (Nejprve bylo vytvofeno CMF: NaCl 8,77 g; Na2HPO4.7H20 2,28 g; KCl 0,2 g;
KH2P0O4 0,2 g; NaHCO3 2,18 g; Tyto sloucneiny byly rozpustény v 900 ml dH20. pH roztok
standardizovano na 7,4. Poté zvySen objem na jeden litr s sterilni H20. Sterilizace filtrem a
autokldvem. CMF-EDTA: na kazdych 100 ml sterilniho CMF pfipraveného vyse bylo pfidano
nasledujici: 1 ml sterilni 2% EDTA; 1 ml sterilni 10% glukdzy;125 ul gentamicinu (konecnd
koncentrace je 50 ug/ml.
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Svételné zdroje — technicka specifikace

Jednotlivé testované LED svételné zdroje byly osazeny na DPS o velikosti cca 20x250mm, pro vhodné
umisténi do kultivaéniho inkubatoru. Zdroje byly uloZzeny do kultivacniho boxu a fixovany ve
vzdalenosti 400 mm od testovaci plochy kultivac¢nich jamkovych desticek. Desti¢ky byly béhem osvitu
uzaviené, osvit vzork( retinalnich bunék byl rovhomérny. Kazdy svételny zdroj byl vybaven vlastnim
napajenim s regulaci, pro presné nastaveni vyzarované energie v referencni vinové délce 480 nm
(modra). U vSech svételnych zdroj nastavenych dle referenc¢ni energie ve 480 nm byla soucasné pro
kontrolu zmérena i reparacni energie svétla o vinové délce 670nm (NIR). Podrobna specifikace
svételnych zdroju viz. tab. niZe. Osvit byl provadén v uzavieném zatemnéném inkubatoru, vzdy jednim
typem svételného zdroje, kdy kazda sada kultivacnich desti¢ek s tkariovou kulturou R28 byla ozatovana
samostatné s odstinénim jakéhokoli externiho svételného zdroje, pro vylouceni chyby.

Oznaceni a technické specifikace pouzitych svételnych zdroj(:

Oznatenti 2droi - 2 ” "
_ znacenl. z rOer __ Typ LED Technicky popis LED Power density [uW/cm?] Vzda!enostlzderJe od
Cislo interni oznaceni A [nm] [UW/cm?] experimentalni plochy
Studené bild LED s vysokou LED 6500K CRI 93 (primdrni energie A=450nm)
NS intenzitou modré primarni 480 239 400
5 energie
Neutralné bild LED s fialovou |LED 4000K CRI 95 (primarni energie A=420nm)
SLK s " 480 240 400
6 primarni energif
Neutrdlné bild LED s modrou  [LED 4000K CRI 80 (primarni energie A=450nm)
STND primarni energii, standardni 480 240 400
7 CRI
Spectrasol pro-kognitivni LED |LED 4900K CRI 95 s 670nm (primarni energie A=multi)
SPPK M v o o 480 240 400
8 s ¢ervenou reparacni energii
AP aAT , v , .o
Spektralni diagramy testovanych svételnych zdroji:
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Experimentalni ¢ast

Bunky byly rozmrazeny pfilaboratorni teploté (cca 15 min). Nasledné byl obsah bunék napipetovan do
5 mL media DMEM+ a centrifugovan po dobu 5 minut. Pelet bunék byl rozdispergovan v 10 ml media
DMEM+ (vortex) a byl inkubovan v inkubatoru (37°C) 2 dny.

Po 2 dnech inkubace byly burnky zpasazovany. Burnky byly vyplachnuty 1 ml EDTA. Déle byl pfidan 1 ml
EDTA a 1 ml trypsinu a takto pripravena kultivacni lahev byla inkubovana 5 minut. Bylo ptidano 5 ml
Cerstvého media DMEM+ a roztok byl promichan (vortex). Polovina roztoku byla odpipetovana do nové
kultivaénilahve a do obou lahvi bylo pfiddno nové medium DMEM+ do kone¢ného objemu 20 ml. Takto
pripravené kultivacni lahve byly opét dany do inkubatoru a inkubovany po dobu 3 dnd. Pocatecni
koncentrace po kultivaci cinila cca 519000-579000 bunék na ml.

Bunky byly kazdy den kontrolovany pod mikroskopem z pohledu jejich ristu. Potom byly burky
rozpipetovany do jednotlivych jamek 12 jamkové desticky. Nasledné po trech dnech byly bunky vliozeny
do inkubdtoru 37°C a 5%CO, a vystaveny zareni svételného zdroje dle technické specifikace. Pred
zahajenim ozarovani byl proveden prvni odbér, nasledné byl po uzavieni inkubatoru zapnut svételny
zdroj. Prvni tfi hodiny byl odbér ¢astéjsi, a to po 30 minutach, kdy byl oekavan nejvétsi progres v rlstu
tkanové kultury, posledni odbér byl proveden po 10 hodinach, tedy po 600 min ozafovani. V kazdy
Casovy okamzik odbéru, byly buriky odebrany ze dvou jamek, zpracovany a zmérena jejich koncentrace
(pocet Zivych bunék). Vysledky byly vyneseny graficky.
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Namérené vysledky

Hodnoty Zivych bunék odebranych z ozafovani v daném case

LIVE Svétlo 5 Svétlo 6 | Svétlo 7 | Svétlo 8
0 630000 680000 | 617000 | 686500
30 525000 357500 | 595000 | 364500
60 494500 315000 | 515000 | 293500
90 430000 297000 | 505000 | 402500
120 380000 236000 | 405000 | 580000
150 275000 199000 | 314500 | 433500
180 9500 46400 158000 | 398000
600 6500 17050 37400 220000

Graficka zavislost délky ozarovani tkanové kultury svételnymi zdroji na mnozstvi Zivych bunék
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Zaver
Stejné jako u svételnych zdrojl v prvnim experimentu byl i nyni zjistén znacny rozdilny vliv zafeni na
opacnych strandach viditelné oblasti spektra a to kratkych vinovych délek modrého a fialového svétla

oproti zareni dlouhych vinovych délek ¢erveného svétla na samotny rlst, resp. déleni bunék retinalni
linie R28.

Kvantitativni rozdil Zijicich bunék byl sledovan v Case pod vlivem zafeni, tentoktat bézné v interiérech
vyuzivanych bilych LED svétel. Porovnavané komercni svételné zdroje 5 az 7 zpUsobovaly po pfiblizné
200 minutach osvitu bunécnou apoptozu, jen svételny zdroj 8 po 60 minutach osvitu vykazal po
ptvodnim sniZeni stavu Zivych bunék narlist z 2,9*10° na 5,8*10° (téméF na dvojndsobek). Nasledny
pokles byl zplUsoben zifejmé vycerpanim Zivin (experiment byl provadén vsadkové).

Vysledek provedeného experimentu naznacuje, Ze ozareni retinalnich bunék R28 (sitnicové buriky oka),
predevsim elektromagnetickym zarenim viditelného svétla kratkych vinovych délek s maximem
modrého svétla ve 450 nm (svételny zdroj 5), nebo svételnym zdrojem s maximem v jesté kratSich
vinovych délkach 420 nm fialové Casti svételného spektra (svételny zdroj 6) ma za nasledek apoptozu
bunék.

Zaroven byl sledovan pozitivni vliv fotobiomodulacni energie viditelného zareni v 670 nm obsazené ve
svételném zdroji 8 na vitalitu retinalnich bunék R28. Je tedy pravdépodobné, Ze bily LED svételny
zdroj 8 s cervenym LED ¢ipem s maximem vyzafovani v 670 nm, neutralizuje nezadouci vliv modrého
svétla na sitnicové bunky oka a pozitivné ovliviiuje jejich vitalitu jeho prostym pouzivanim. Tato zjisténi
je tfeba ovéfrit a podrobné analyzovat dalsim vyzkumem, aby byly popsané jevy opakované prokazany
a podrobnéji popsany.
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