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The study of photodynamic phenomenon on melanom d¢dihes
Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a medical method éoimg the use of photody-
namic active substance and light in presence pfex. It extends the treatment possi-
bilities of tumor and non-tumor disorders. It cosempkents surgical treatment,
radiotherapy, chemotherapy and immunotherapy. Areased accumulation of photo-
sensitive substance in pathological focus is trselod PDT. Subsequent irradiation by
light of suitable wavelenght evokes photodynamiactiens leading to formation of
reactive oxygen species and to biological answadifg to tumor cells damage. The
final effect depends on sensitizer type, its cotre¢ion in target tissue and on used
source of radiation. Aim of the thesis is to prqetodynamic properties of newly
developed photodynamic active substance phtalooy@mIPcS and possibilities of
its usage to induce photodynamic phenomenon immoeh cells. Owing to absorption
of light in sensitizer the formation of excite@dt&s happens, and then the excited form
of sensitizer reacts directly with substrate. Dgrihis reaction free radicals of substrate
form or transfer of energy from sentitizer to oxggend formation of highly reactive
singlet oxygen happen. Free radicals, especiathcass of lipid components of cell
membranes, are the major cause of tumor destrudtrontfulness of PDT depends not
only on type of sensitizer and level of oxygenumor cell but also on used light sour-
ce. Luminiscence diodes (LEDs) were used as thecsaf light. Formation of ROS
after PDT was detected with the help of fluoreseealecular probe CM-H2DCFDA on
spectrofluorimeter Synergy HT and on fluorescentragcope Olympus IX 81 with
image analysis. According to our results the prtidncof ROS depends on concentrati-
on of sensitizer CIAIPcS2 and the radiation d&¥e.proved that the sensitizer CIAIP-
cS2 is suitable photodynamic active substance ankes photodynamic phenomenon

in tumor cells.
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1 Uvod

Radiologie - radiodiagnostika a radioterapie - jdlediska medicinské praxe
definovana jako klinicky obor zaloZeny na diagndstim a terapeutickém vyuZiti
ionizujiciho z&eni a jeho aplikaci v medicipale také na vyuZiti ¥é@ni tiznych dalSich
casti spektra elektromagnetického &ih Moznost vyuZiti zé&ni a s¥telné energie
v [ékarstvi je vSak SirSi. Absorpce &elného z&eni a probihajici fotobiologické a
fotochemické reakce jsou podstatou laserové terapidotodynamické terapie.
Fotodynamicka terapie (PDT) jeckbna metoda kombinujici pouziti fotodynamické
aktivni latky (sensitizeru) a &tta za gitomnosti kysliku. Rozgilje moznosti |&y
nadorovych a nenadorovych onemémin dophuje tak chirurgickou l&u, radioterapii,
chemoterapii a imunoterapii. ek PDT je zavisly na typu sensitizeru, jeho
koncentraci v cilové tkani, davce readi a koncentraci kysliku v naddorové tkani.
Z&kladnim fyzik&lnim mechanismem na B&émé a molekularni Grovni je excitace
molekul sensibilizatoru a molekul kysliku. Ta seebhva na membranovych
burgcnych strukturach (cytoplasmatickd membrana, mitadhie, endoplasmatické
retikulum). Fotodynamickymdinkem neni primar poSkozena molekula DNA, nybrz
jsou poruseny energetické pochody wdey které vedou k jeji smrti. Na tk@dvé Grovni
ovliviiuje fotodynamicky &inek predevSim nadorovou neovaskularizaci poSkozenim
endotelu novotvienych cév (6).

Owerovani &innosti sensitizeru, stanoveni vhodné koncentrag@viay zdeni je
v Klinické praxi obtizné, z tohotaidodu se pracuje s experimentalnim modely.

Nemocnice, ve které pracuiji, spolupracuje s onkolggn centrem. B své praci
se setkavam s onkologickymi pacienty. BlizSi sezrdms no¥ se vyvijejicim
zpisobem léby a mozZnost nahlédnout do oblasti vyzkumu a @as@steéne prispét
k ovérovani vlastnosti nového mozného senzitizeru bylyodem, ktery mne vedl

k vybéru tohoto tématu bakatske prace.



2 Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie je jednou z metodbié nekterych nadorovych a
nenadorovych onemoéni. Jde v podstato fotochemoterapii, zaloZzenou na principu
aktivace fotosenzitivnich latek, kumulovanych v oi@yé buce, i oz&eni sétlem
vhodné vinové délky zatfpomnosti kysliku. Vyznamnou vlastnosti PDT je jeji
selektivni toxicita, nebyly zaznamenany karcinagesmi mutagennidinky. Hlavnim
vedlejSim dinkem je koZzni fotosenzitivita (6).

Vyuzitelnost fotodynamické terapie v Kklinické prape limitovana velikosti
tumoru. PDT je ufena pro nadory menSich rozm, ale vyuZiva se také alespo
k cast&énému zmensSeni rozsahlych turinonagiklad obturujicich bronchus. Pouzivani
fotodynamické terapie je omezeno také lokalizacimdw. Ristupné pro
fotodynamickou terapii jsou n#hglad kozni tumory, tumory orofacialni oblasti,
endobronchiélni tumory, tumory gastrointestinalnitnaktu i karcinomy mé&ového
méchyre (14) .

PDT je také vyuzivanarptzv. ¢isteni (purgingu) kostniigtné a za&ina se vyuzivat
i u nékterych nemalignich onemo#&m, nagiklad u kardiovaskularnich
aterosklerotickych z#m a revmatoidni artritigl(5).

2.1 Historie PDT

Vyuzivani s¥telné energie k &eni ma dlouhou historii. Prvnim zdrojentsa,
pouzivanym f lécbé swtlem (fototerapii), bylo firozené slunéni z&eni. Uz ve
starokkém Egypt se vyuzivalo slurmi swtlo pro I&ebné dely. Také Hipokrates
popsal moznosti sluaiho zdeni pro 1ébu miznych zdravotnich potiZRiméti i arabsti
lékai zavedli s¥telnou terapii jako obecnou metodwbg. Pa@atky moderni terapie
pomoci s¥tla jsou spojeny se jménem danského iékkinsena, ktery se zabyval
fyziologickymi (€inky slun&niho z&eni, zkoumal jehotzna spektra a jejich vlastnosti.
Zjistil, Ze rekteré paprsky maji &&bné dinky. ZkousSel slunéni paprsky koncentrovat
a v roce 1895 poprvé pouzil kel lupus vulgaris lampu,ipjejiz konstrukci vyuZil



obloukové s¥tlo uhlikovych elektrod (Nobelova cena za medicénfyziologii 1903).
V roce 1900 objevil student mediciny Raab, ktaongeval trepky v roztoku akridinu
fotodynamickou terapii. Jeho zkuSenosti s roztokekridinu, ktery usmrcoval
nélevniky jen za iffitomnosti s¥telného z#&eni, publikoval v roce 1900 profesor von
Tappeiner, ktery na zakladohoto pozorovaniipdpokladal moznost pouZitékterych
fluoreskujicich latek k ¢ koznich chorob. S dermatologem Jesionkem prévad
lé¢bu koznich naddr a lupus vulgaris pomoci loka@naplikovaného eosinu a
nasledného ozani bilym sétlem a tyto prvni klinické zkuSenosti publikovalirece
1903. Nasledt prokazal v roce 1904 von Tappeiner a Jodelbaudslpat I&ebného
acinku akridinu na pitomnosti kysliku a z&l pouzivat vyraz fotodynamicky efekt.
Jako sensitizery uzivané pro studium fotodynamibkgakci byly pouzivané rigst;i
derivaty porfyrinu.

Souwasnd PDT z#la studiemi Lipsona a Schwartze, tkt@ypozorovali, Ze
injekce prepardthematoporfyrinu vedla k fluorescenci neoplasti¢tkigzi, viditelnych
béhem operace. Aby ziskakipravek, optimala lokalizujici nador, obohatil Schwartz
hematoporfyrin 0 octovou a sirnou kyselinu a zisleahato-porfyrinovy derivat (HPD),
ktery pouzil Lipson k detekovani nadoru. HPD obgahtizné porfyriny, monomery,
oligomery a dimery, které nejdou @Spe separovat. Odstranim mérk aktivnich
monomet porfyrinu bylcasté&n¢ ocisten do podoby Photofrinu, ngjstji pouzivaného

fotosenzitizatoru v klinické PDT (2).

2.2 Princip PDT

Principem fotodynamické terapie je schopnost fatsgnich latek specificky
se hromadit v rychle proliferujicich tké&ch. Tyto latky se po aplikaci, ®eptji
intravendzni, za ditou dobu selektivé akumuluji v nddoroveé tkani.

Na retenci sensitizeru v tumorech se vedle jegithity k rychle proliferujicim
bunkam podilitada fakto#i, véetné odliSné morfologie a metabolismu turidp).

Po optimalnim nasyceni tk&ifotosensitizerem dojde k aedi s¥tlem o vhodné
vinové délce, shodné s absémpn maximem fotosensitizeru. Ve fotosensitizeru



dochazi po absorpci &a k jeho vybuzeni do excitovaného stavuerfdsem
transformované energie na molekularni kyslikigonny ve tkanich, vznika singletovy
kyslik, ktery je reaktivgSi nez zakladni molekularni stav a vede k oxidaci
membranovych lipidl a proteiri, coZz se projevuje cytolyzou a tumordzni destrukci.
Dale miZze excitovana forma fotosensitizeru reagovdmp se substratem za vzniku
volnych radikah substratu. Volné radikaly,t@devSim radikaly lipidickych slozek
burécnych membran, jsou pakfipinou destrukce nadoru.i&dpoklada se, Ze oba
mechanizmy mohou probihati DT souwasre, avsak jejich relativni podil na destrukci
nadoru zavisi na typu a koncentraci fotosensitizeaukoncentraci kysliku v nddoru a
na vazl fotosensitizeru na substrat. Vyslednym terapeyticlefektem je nekroza,

souwasre s apoptdzou nadorovych hikn(6).

2.3 Mechanismus PDT

Fotodynamicka reakce tedy nastav gouwasném psobeni fotosensitivniho
barviva, biologického substratu, molekularniho Kgsla sételného zéeni. Zakladem
tohoto jevu je schopnost sensitizetiemaSet energii absorbovanéhoerd na molekulu
kysliku a vytvdet tak energeticky bohatSi vysoce reaktivni simghetkyslik. Molekula
senzitizeru v zakladnim stavu absorbujetlsv a pgechazi do vysSich singletovych
excitovanych stav. Nezd&ivou vnitrni konverzi pes prvni singletovy stav e
mezisystémovym figchodem (intersystem crossinggjit do stavu tripletového, ktery
ma relativig dlouhou dobu Zivota a vraci se do zékladniho stignosem energie na

molekularni kyslik, ze kterého vznika cytotoxickggietovy kyslik.

So-'S*

1 S* _ 38*

Nasledujici reakce jsou podle povahy substratusiseeru a podminek, ve
kterych probihaji, dvojiho typu.

10



2.4 Fotochemicka reakce I. typu ¥enos elektronu)

Pri fotochemické reakci I.typu dochazitemosem elektronu k oxidiae-redukeni
reakci, i které gedavd molekula svou energiiimo biologickému substratu za vzniku
oxidovaného substratu a redukovaného sensitizevoh&>i ke vzniku volnych radikal
a radikalovych iont, které reaguji s kyslikem a produkuji peroxidoadikaly a dalSi
reaktivni druhy kysliku, jako n#p superoxidovy anion a peroxid vodiku. Volné
radikaly, gedevSim radikaly lipidickych slozek bimych membran, jsou paKipinou

destrukce nadoru. K reakci tohoto typu dochazindaii snizené koncentraci kysliku.
Typ | (prenos elektronu)

S*+R-S-+R

S-+Q-S+Q
2.5 Fotochemicka reakce Il.typu {Bnos energie)

Pti tomto typu reakce dochazi kgmosu energie ze sensitizertripletovém stavu
na molekularni kyslik ve tkani (substratu) v zakiaa stavu. Jeho excitaci dochazi ke
vzniku vysoce reaktivniho cytotoxického singletnitysliku. Singletni kyslik je silny
oxidant, ktery zfisobuje zminy v burg¢nych membranovych strukturdch a reaguje s
fadou biomolekul, &etre lipida, proteimi a nukleovych kyselin. Tento typ fotochemické
reakce pevazuje p vysSich koncentracich kysliku.

Typ Il (pienos energie)

35 +30,- S +10,

102+R-R++02_
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Vysledkem obou cest je jednoelektronova oxidacetsatu na radikal kation 'R
jednoelektronova redukce kysliku na superoxidowjika. Tyto reakce se naslegn
projevi cytolyzou a destrukci tumoruieepoklada se, Ze oba mechanismy mohiou p
PDT probihat satasrg, jejich relativni podil na destrukci nadoru vSaisi na typu a
koncentraci sensitizeru, na davceierd, na koncentraci kysliku v nddorové tkani a na
vazl® sensitizeru na substrat. Vyslednym terapeutickfgktem je nekrdza, sdasré s

apoptézou nadorovych bé(6).

3 Zdroje zéreni

Efektivitu PDT ovliviuje absorpni spektrum fotosensitizeru, vinova délka
aktivatniho s¥tla, hloubka tkdové penetrace a biologickd odgdv na singletovy
kyslik. VInova délka pouzitého zdroje ieai by se rla shodovat s absafpim
pasmem daného sensitizeru, ktery absorbujeeou energii a fgdava ji singletnimu
kysliku. Hloubka piniku swtla do tkag zavisi na vinové délce, v oblasti viditelného
swtla se pi vySSi vinové délce penetrace zvySuje. Z tohateodu musi byt vybrany
vinové délky tak, aby geného mista zasahu doséhlo dogtatennozstvi fotoin

V souvislosti s PDT byla studovana hloubkamku cerveného sitla. Bylo sta-
noveno, Ze hloubka fniku je dostaténa k tomu, aby se vyvolala biologicka odezva v
hloubce az 10 mm ve tkani (15).

Jako zdroje pro PDT se mohou pouZivat koheremekoherentni zdroje &tla,
které mize byt aplikovano na nadoriimo nebo pomoci optického vladkna. \&b
vhodného zdroje zavisi na typu senzitizeru, lokaiiznadoru a na davce &elné
energie. Zdrojem s#la pro PDT mohou byt Sirokopasmové lampy, jejiguuiziti je
vyhodné v pipadt, kdy se s¥tlo aplikuje gimo na nador (kozni nadory, nadory v
dutiné ustni atd.). Jejich ¥&é vykony v aktiv&nich vinovych délkach nemusi byt
dostaténé pro navozeni fotodynamického jevu v celém objemadoru a z tohoto
duvodu se jako zdroj velmi intenzivniho koherentninmnochromatického a line&rn
polarizovaného sitla pouZivaji lasery. #° PDT je teba zajistit co nejkratSi oxavaci
casy a velkou intenzitu ¥@ni na relativé malych plochach a proto laser vyhovuje jako

vhodny zdroj z&eni. Stale vice se pouzivaji lasery polo¢odé, které maji mensi
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rozmeéry a niz8i ptizovaci a provozni naklady nez laditelné barvivtasery (6).

3.1 Lasery

Laser (Light Amplification by Stimulated Emissiord Badiation - zesilovani
swtla stimulovanou emisi #éni) je zdroj koherentniho elektromagnetickéheéera
negasgji ve viditelné, ultrafialové nebo inféarvené oblasti spektra, ktery vyuzZiva
jevu stimulované emise #&ni aktivnichcastic (atomi, molekul, iond, elektrori)
buzenych visSim zdrojem energie. Podle typu laserdizen mit laserové ani
vinovou délku od gama #ni, fes rentgenové, ultrafialové a viditelné vinove gelz
po mikrovinné z#eni. Laserové zéni vznika konverzi gkterého druhu energie (nap
elektrické, optické, chemické) naieai. (Einnost této pemeény je od zlomku procenta
do vice nez 80 %, podle typu laseru (7).

Kazdy laser je charakterizovan vinovou délkou vgzaného sitla, rezimem
vyzarovani a vykonem. Vinova délka paprsku vyramntuje miru absorpce laserového
z&eni, k vypd@tu hustoty energie oréni a pro posouzeniymiku do tkag je nutnée
znat vykon laseru. Hustota energiéspbici na oz&nou tk#&, je dana porrem nasob-
ku doby oz#ovani (v sekundach) a vykonu laseru (ve wattecby&ované plosSe (v
cnt) — Jlenf. Pii pouZiti mér vykonného zdroje laseru musime pro dosaZeni stejné
hustoty energie jako u vyko#&s8iho zdroje prodlouzit dobu ozavani (21).

Pro neinvazivni fototerapii se pouzivaji nizkovykénlasery, s vykonem maxi-
malnt do 500 mW. Dnes se pouzivagt$inou polovodiové laserové diody, které
podle pouzitéeho polovo&tbvého materialu vyZaji z&eni o vinovych délkach
v rozmezi 630 — 900 nm. Terapeuticky zamozhoduje o volb vinové délky . Obech
plati, Ze pro povrchové aplikace se voli laseryras3t vinovou délkou @Sinou
v oranzové aervené oblasti viditelného spektra) a pro hlubdikape se voli lasery
vyzaujici v blizké infr&ervené oblasti (3).

Pro PDT se voli zdroj stla v zavislosti na typu pouzitého senzitizatorjelfo
absorgniho spektra), na umésti nadoru a na pibné davce ozani.

Jako prvni laserové zdroje byly pouzity pro apt&aPDTargonové lasery a
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lasery pracujici v parach kov(nag. rtuti). Jsou charakterizovany vysokym vystupnim
vykonem a poskytuji vhodné vinové délky pro exgigaarfyrinovych senzitizatdr. V
kombinaci s optickym vlaknem se mohou barvivovéilggerpané argonem pouzivat k
endoskopické aplikaci iplécbé plicnich nadaol, nadofi mocového néchyke a jicnu.
Jejich vykon je v rozsahu 10 — 500 mWfcnBarvivové laserycerpané laserem
vyuZivajicim pary kovu se mohou v kombinaci s dptin vlaknem vyuZzivat k k¢
nadofi dutiny dstni, mdového néchyte, plic, hlavy a krku. Poamné velka plocha
paprsku (aZ 3 chjtento laser nabizi také kil rozsahlejsich, hlawnkoznich nada.

Pevnolatkové laserge [ aplikaci PDT uZivaji k [&¢ koZnich n&dar, nadofi
jicnu, dutiny astni, plic a ntového néchyre. Mimo to jsou vhodné k pouZziti v labora-
torich. Rikladem pevnolatkového laseru je Nd:YAG laser, k@mituje v infr&ervené
oblasti ( 1064 nm ) a jeho energie je az 7 J/gidvojnasobné frekvenci@iie dosah-
nout viditelné oblasti spektra a gopaké UV oblasti ( 532 nm a 266 nm pro Nd:YAG
laser ). Aktivnim materidlem je izotropni krystatrigm aluminium granatu dopovany
neodymem. B kontinualnim reZzimu je laser opticky buzen kon#éire kryptonovou
vybojkou a niize dosahovat vykd@n100-200 W. Jeho #ani se ve tkani mémozpty-
luje a penetruje az do hloubky 2-6 mm, kde vyvolkoagul&ni nekrézu. Tohoto efek-
tu je vyuzivano v l&beé nékterych vaskularnich név

V souwasné dob se pouzivaji &Sinoupolovodové laseryPrincipem ¢innosti je
vytvoieni populéni inverze, ktera zajistifpvahu stimulované emise nad absorpci, stej-
n¢ jako u jinych lasdr. Tato inverze se obvykle uskuaigje injekcnim elektrickym
proudem v diod, nagti v propustném simu vyvolava injekci par nosta do oblasti
piechodu, kde rekombinuijiipstimulované emisi.

Polovodtovy injekeni laser se rowt nazyva laserova dioda. Je podobna lumi-
niscergni diod (LED), v obou sotéstkach je zdrojem energie elektricky proud injek-
tovany do pechodu par nosti. Z&eni laserovych diod ale vznika stimulovanou emisi,
zatimco LED emituje Zéni, které vzniklo spontanni emisi. Vyhodou polavodého
laseru jsou malé roz¥ry, vysoka @innost a integrovatelnost s elektronickymi &ast-
kami a snadné propojeni pomoci optického vlaknaet@/é diody emitujici ve viditel-
ném pasmu se obvykle vyrgb z GalnP. Pracuji na vinovych délkach od blizké
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ultrafialové do vzdalené inféarvené oblasti, s vystupnimi vykony do 2 W. Jsoodrté
pro I&bu nado# dutiny dstni, kZze a @i. Pouzivaji se také &oim léekdstvi k l&bé
vékem zpisobené makularni degenerace.

Femtosekundové pevnolatkové lasesg pozivaji ke dvoufotonové excitaci
v oblasti mikroskopie a spektroskopie. Vyvijeji ale také za telem dvoufotonové
PDT. Dva fotony dopadajiciho &la o vysoké fotonové hustomohou byt sotasré
pohlceny chromoforem.tPtéto absorpci dojde k excitaci elektronu na eagcfou
hladinu, ktera je ugrna sodtu energii dvou absorbovanych fotorSwtlem o vino-
vych délkach 800 — 900 nm je tak mozné dosahnaitaee senzitizatoru v oblasti 400
— 450 nm. Vysoka fotonovéa hustota vnikne tim, Zeldamituje velké mnozstvi fotbn

béhem kratkého pulsu. Poté jsou tyto fotony fokusgvdm velmi malého objemu (12).

3.2 Vybojky a lampy v kombinaci s filtry pro &té vinové délky

Emituji mnohem SirSi spektrum vinovych délek nezets, je nutna kombinace
s filtry prislusné vinové delky.

Zdrojem s¥tla wolframovych halogenovych lampe rozzhavené wolframové
vlakno, které dosahuje teploty asi 3 000 Ki této teplo¥ dochazi k emisi Sirokého
spektra vinovych délek od UV oblasti az po blizkouacervenou oblast (350 — 850 m).
PoZadovana vinova délka se da vybrat pomoci vhadfiku. Lampy dosahuji intenzi-
ty az 250 mW/crh. PouZivaji se pro ALA PDT.

Zé&teni xenonovych vybojele generovano pomoci elektrického oblouku v pro-
stredi xenonovych par. Xenonové lampy se vymjiavysokym vykonem (8 W), po-
ttfebnou oblast vinovych délek Ize z Sirokého emismipektra (300 — 1200 nm) vybrat
pomoci vhodnych filtk. PouZivaji se &tSinou pro PDT koZnich nador

Rtur’ové vybojkyobsahuji sis rtwovych par a par ditého kovu, kterd se za-
paluje elektrickym vybojem. Konkrétnimu slozZeni ésimodpovidaji charakteristické
cary v Sirokém emisnim spektru (590 — 720 nm). Vykamp je v rozmezi 10-250
mW/cnt. VyuZivaji se v 18b& nadofi zevniho pohlavniho Gstroji a koZnich nddor
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K lé¢bé koznich nadar se vyuzivaji takéodikové lampyK elektrickému vyboji
dochazi v progedi sodikovych par, charakteristickéry spektra sodiku pohlcuje vrst-
vicka wolframu, kterou je potazena Zzarovka. Emitd@@eri v rozmezi 590 — 670 nm o
intenzig 25 — 100 mW/crh Fluorescetni lampy emituji z&eni v Soreto¥ oblasti
(400 - 450 nm) . V této oblasti jgimizSich davkach sensitizeru dosazeno lepSi efekti
vity PDT, prinik swtla do tkani je ovSem velmi maly, takze&lbé@ €mito lampami je

omezena na povrchoveé nadory.

3.3 Luminiscerni diody LED (light emited diodes)

Emituji z&eni o vinovych délkach v rozmezi 350 — 1100 nmermita ozéeni
miZe byt az 150 mWi/cfnJejich velkou vyhodou je univerzalnost a moznssidadat
diody geometricky tak, aby pokrylyétsi plochu a obsahly cely nador. Mohou byt na-
pajeny bateriemi, takZe jsouigmosné a jejich dalSi nespornou vyhodou je také

Vv porovnani s ostatnimi zdroji nizka cena (12).

4 Senzitizery

Sensitizery jsou latky se schopnosti absorbovétebwu energii a prosdnic-
tvim této energie vyvolavaji chemickou reakci wkéch a tkanich. #2¢dnostg jsou
vychytdvany v patologicky zénéné tkani. Vlastnosti této cilové tk&nspolu
S pouzitym typem sensitizerucufi rychlost akumulace v nadoru, kter&ze trvat od 3
do 96 hodin. Tyto latky jsou beZiptupu s¥tla netoxickeé.

Pri vhodné kombinaci koncentrace sensitizeru a hystoergie po oZzéni se da
vyvolat fototoxicky @&inek v naddorovych hikach. Sensitizer pro PDT byéirspliovat
fadu kritérii, z nichZ nejdezitéjSi jsou:

- vhodna absorpce sensitizeru,iddu mozné sensitivizacai¥e je vyhodna
nizka absorpce v oblasti spektralniho maxima densitla 400 — 600 nm a
vySSi absorpce v oblasti vinovych délek 600 — 980(ablast tzv. terapeutic-
kého okna)

- dostaténé selektivni vychytavani a retence v nadoroviténich
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- nizk4 toxicita sensitizeru za n@pmnosti zéeni

- rychly Ubytek ze zdrave tkénhlavre z kize a @i

- chemick&istota, stabilita a znamé slozeni

Existuje velké mnozZstvi barviv,tapiirodnich nebo syntetickych, pro pouZiti
v PDT jsou vSak vhodné jergkteré typy. Jejich zakladni vlastnosti je, Ze kéqueno-
su s¢telné energie na molekulu kysliku maji také scheprnovySené kumulace
v bunkach, které vykazuiji rychlejsiist a proliferaci,in vivo 48 — 72 hodin po intra-
venoznim podani (2).

Vyznamnou vlastnosti barviv, ktera vykazuji fotodgmicky efekt, je jejich fluo-
rescence, coz dokazuje, Ze barviva maji elektrom@haukturu. Excitovany stav - prvni
singletovy, ktery se uplatije @i fluorescenci, nema pro fotodynamickgiriek vyznam
z davodu kratké doby Zivota (10s). Fotodynamicky aktivni jsou sléeniny, které mo-
hou tvdit excitované stavy s dlouhou dobou Zivota {H) tzv. tripletové stavy, vznika-
jici vnittnim prechodem ze svych excitovanych singletovych staMezi takové
fotosensibilizatory dnes gatporfyriny a hematoporfyrinové derivaty, chloririgedu-

kované porfyriny) bakteriochloriny a benzochlorimgftalocyaniny a ftalocyaniny (6).

4.1 Sensitizery 1.generace

Hematoporfyrin a jeho purifikované derivaty jsotegstavitelé sensitizérl. ge-
nerace. Hematoporfyrin je vynikajici sensitizehgevychytavani v nadoru vSak neni
dosta&ujici. Pro ziskani latky, ktera by lépe lokalizavalador, vznikly obohacenim
hematoporfyrinu o octovou a sirnou kyselinu a ndrsbel neutralizaci hydroxidem sod-
nym hematoporfyrinové derivaty, obsahujiciésnporfiryni, monomei, oligomefi a
dimeri. Tyto derivaty se vyzriavaly dobrymi fotosyntezitujicimi vlastnostmi a sgh
nosti lokalizace nadoru.

Po dalSim pr&istovani rekterych hematoporfyrinovych derivavznikl Photofrin
(viz obr.4.1.). Byl prvni latkou v klinickém pouZiPDT. Pouziva se kdbé rakoviny
mocového néchyfe a rakoviny plic a jicnu v pokédém stadiu. Setelnd penetrace do

tk&ni je maximalni $ 630 nm.
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Obr.4.1 Slozeni Photofrinu | (Quadra Logic Technologies.| Kanada)

L n

Zdroj: http://www.jergym.hiedu.cz/~canovm/barvagaitml, [on line]

Nevyhodou fotosensitizérprvni generace je, Ze tyto latky nejsaeg€ defino-
vané a po intravendzni aplikaci vyvolavaji kozmtbEenzitivitu po interakci se slufie
nim z&enim. V sodasné dob jsou HPD pouzivany v klinickych studiich pod
firemnimi ndzvy - Photofrin (USA), Photocarcinofitina), Photosan (&necko), Pho-

togem (Rusko), Haematodrex (Bulharsko) (6).

4.2 Sensitizery 2.generace

Jsou o¥rovany a vyvijeny od r.1991. Jejiclieplnosti je niZSi fotosenzitivitaike

po I&bé. Mezi tyto sensitizery p#tchloriny a bakteriochloriny (degragtdé produkty
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chlorofylu, aktiv&ni vinova délka 640 — 700 nm), ftalocyaniny, 5-apt@vulova kyse-
lina (ALA) — nevyvolavaji kozni fotosenzitivitu aktivatni vinové délky maji v oblasti
630 — 700 nm, sd&Si penetraci doike.

Ve stadiu vyvoje jsou pheoforbidy a pyropheoforbidplované z chlorofylu
s absorpnim maximem 665 nm, puriny, naftalocyaniny a dalSau chemicky jednotné
a snadno charakterizovatelné, maji lepsi gokumulace mezi nadorovou a zdravou
tkani (6).

4.2.1 Porfyriny a porfyrinové derivaty

Pati mezi nefasgji uzivané sensitizery, jsou hydrofobni a maji teafynitu
k burecnym lipofilnim membranam. Maji tendenci hromadit\vseiembranach vnitro-
bunréénych organel, jako jsou lysozomy a mitochondri€) (12

Pro klinické lokalni pouziti v dermatologii bylonas povoleno pouzivani meso-
tetra-para-sulfonato-fenyl-porfinu (TPPSAkumulace v nadorové tkani je u TPPS
vySSi nez u derivathematoporfyrinu, fisobeniin vitro je podobné jako u X zéani, ma
vySSi kvantovych v@ek singletového kysliku nez Photofrin 1l. Byl tagépsan anti-
mitoticky (€inek TPP$, ktery mize mit vyznam $ lécbé malignich nadar. Fototoxi-
citu porfyrind je mozné zvysit pomoci chelatace kovy (ZNnTRHRITPPY. TPPQ a
strukturélré podobné senzitizery se hromadi zejména w&yth membranach iede-
vS8im lysozoni a po oz#&eni mohou byt femistény do okoli busé¢ného jadra (12).

VeétSimu roz&eni vyuziti TPP$brani neurotoxickédinky, které byly popsany u
laboratornich zvat. i lokalni intralezialni aplikaci nebyla tato neusgicita nikdy
potvrzena. TPPSe latka, ktera fisobi gimo senzibilizaci a jeji d&inek je zavisly na
vstrebani do biiky. Vyhodou jeho lokalni aplikace, ve srovnani sadeu, [ které je
jako fotosensitizer aplikovan i.v. Photofrin I& flosaZzeno podstétryssi koncentrace
fotosenzibilizatoru v nddorové tkani bez vysSintkee2ho fototoxického zatizeni or-

ganizmu (4).
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4.2.2 Chloriny

DalSim typem substituovaného porfyrinového sereaitie chlorin. Pro své spek-
tralni vlastnosti je zvla§tvhodny chlorin Il. DalStast&énou hydrogenaci porfyrinové
jednotky lze ziskat odpovidajici bakteriochlori@).1

Zastupcem skupiny chlorine Temoporfin (tetratieta— hydroxyfenyl) chlorin,
MTHPC). Je to &ejmeé nej&innéjSi dosud znamy senzitizer. Jeho ab&orpnaximum je
pii 652 nm, diky zvySené absorpcicervené oblasti sitla a dalSim faktdim, jako je
vazba této latky na komponenty plazmy, jeho penetdod bugk a subcelularni lokali-
zace, je z hlediska poZadované fotodynamické désdd je davka Z@ni x davka léku)
priblizné stokrat @¢inn¢jSi nez Photofrin (12).

Jeho nevyhodou jsou jeho farmakologické paramgioyerné mala selektivita
mezi nadorovou a zdravou tkani a gond dlouho getrvavajici kozni senzitivita (asi 2-
3 tydny). Tento sensitizer pod jménem Foscan bygdan k 1é€bé nadoti v oblasti hla-
vy a krku. V Klinickych zkouskéach je testovan péddu nadoi jicnu a dysplazie u Bar-
retova jicnu, fipravuji se dalSi klinické zkousky u karcinomu Ziu, prostaty a ke
(10).

DalSim sensitizerem chlorinového typu je Verteporfiato hydrofobni latka méa
absorgni maximum pi vinové délce 690 nm, kdy pronika & do tkare asi dvakrat
hloubsji nez @i 630 nm. Verteporfin je tumordzni tkani rychle taytavan, jeho kon-
centrace v této tkani ale také velice rychle kleR&baze jeho selektivita v nadorové
tk&ni neni idealni, je tato latka je ve stadiu iklkych zkouSek pro lébu karcinomu z
bazalnich bugk kuze, psoriazy a revmatoidni artritidy. N&§i Usgch zaznamenal
verteporfin v @énim lékastvi. Pod obchodnim nazvem Visudyne je registrgizan 71

zemich a uziva se kdée senilni degenerace makuly (AMD) (10).

4.2.3 Ftalocyaniny

Od 90. let jsou fedmetem wdeckého zajmu fotosensitizery 2.generace. Jejich za
kladni charakteristika je definovana takto: prefaraje chemickycista latka cyto-
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toxicka za pitomnosti s¥tla, absorpni maximum je v oblasti 650 — 800 nm a foto-
chemicky proces ma vysoky kvantovy &3ek.

Do této skupiny pat také ftalocyaniny. Mezi rozlhymi ftalocyaniny nizeme
nalézt latky se zakladnim porfyrinovym kruhem, kige aktivnim centru je kovalentni
vazbou pipoutan kov (zinek, hlinik, iemik, germanium apod.) a jako substituenty na-
vazané na benzenova jadra je mozno pouzit sulforgoveydroxylov&i obdobné sku-
piny. Pa&tem i druhem d&chto skupin a centralniho atomu lze ovlivnit jejich
farmakologické vlastnosti. Ftalocyaniny jsou skupirsensitizer s rozsahlou moznosti
vyuziti v pramyslu, ekologii i medici& Vykazuji nej¢tSi absorpci v dlouhoviné oblasti
swtla (670 — 700 nm). Tento posun v oblastiveného sitla je vyhodny pro lepsi pe-
netraci do tka& Jejich velkou pednosti je minimalni kozni fototoxicita a maji dgto
xicky G¢inek na ¥tSinu nadorovych buik. Ftalocyaniny mohou byt chelatovany
diamagnetickymi kovy ( Zn, Al), které prodluZujipgietovy stav a tim zvySuji fototoxi-
citu senzitizeru. Naproti tomu komplexy s paramaigkgmi kovy (Cu, Co, Fe) nebo
bez kovu maji kratké doby tripletového stavu a jgou még ucinné. Nevyhodou &
kterych ftalocyanif je jejich hydrofobicita a Spatna rozpustnost vdévé¥idanim sub-
stituenfy, jak do centralniho metalového atomu tak do peeféydrofobického Pc
makrocyklu, Ize pozitivé ovlivnit jejich farmakologické vlastnosti (viz odr2).

Ftalocyaniny vstupuji do bgk endocyt6zou a jsou lokalizovany v lysozomech.
.V souwasné dob je ve fazi klinickych test preparat na bazi ftalocyariirzinku (firma
Ciba-Geigy, Svycarsko), preparat Photosens nadmszi sulfonovanych ftalocyanin
hliniku (NIOPIK, Moskva), v Bulharsku je testovarekkity naftalocyanin. VCeské
republice byly ve Vyzkumném Ustavu organickych éyna.s. v Pardubicich ve spolu-
praci s Divizi radiofarmak Ustavu jaderného vyzkuwReZi u Prahy a s Ustavem bio-
fyziky 1.Lékaské fakulty Univerzity Karlovy v Praze uk&eny preklinické testy
preparatu na bazistého, disulfonovaného hydroxyhlinitého ftalocyan(il9).
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Obr.4.2 Zakladni struktura ftalocyaninu s kovovym centidratomem; substituenty

navazany viznych pozicich na benzenovych jadrech.

Zdroj: Chem. Listyl01, 315-322 (2007)

4.2.4 Kyselina 5-aminolevulova (ALA)

V sowasné dob je snad nejvice vyuzivanym sensitizerem. Tato geadni latka
se podili na biosyntéze hemu. Jeji exogenni podsae k syntéze protoporfyrinu IX,
ktery je &innym sensitizerem a akumuluje segevsim v nadorech. Tato akumulace je
piechodnd, optimalni pro PDT je po 4 hodinach po podd.A. Fotosenzitivita je
podmiréna porfyrinem, aktivéni vinova délka protoporfyrinu IX jefp640 nm a pene-
trace do tka# je omezena. K Wsteni protoporfyrinu 1X z organismu dochazi do 24
hodin, coZz umaoiuje opakovani by po 48 hodinach bez rizika posSkozeni zdravé tka-
né. ALA se pouziva pro kbu koZznich nadorovych i nenadorovych onentociirako-
vina kiiZze, lupénka, aktinova kerat6za). Vzhledem k nizééetraci ALA se pouzivaji
jeji estery, které jsou vice lipofilni a Iépe prkagi tkani. Ri hydrolyze uvohuji volnou
ALA. ALA se déle uziva pro t#bu Barretova jicnu , kdy se podava otalnk I&b¢
rakoviny m@&ového néchyfe, kdy se podava intravezikdinEstery ALA jsou takeé
vhodné k fotodetekci nadin(12),(10).
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Nadorova loZiska, ve kterych se po podani esterA Akhromadil protoporfyrin
IX, se ozéi modrym s¥tlem. LozZiska potongervere fluoreskuji a umozni detekovat a

lokalizovat nador.

5 Noste fotodynamickych sensitizei

Vhodnymi genaséi fotodynamicky aktivnich latek, ale i dalSich {gjsou cyklo-
plag je hydrofilni. Cyklodextriny jsou netoxické, ve dkbrozpustné slateniny, které
vytvareji tzv. hostitelské (“host — guest”) komplexy somstvim latek, jsou schopny je
obklopit, navazat a modifikovat. Latky se vazou Wik pomoci hydrofobnich a van
der Walsovych sil a tato vazba umaje hydrofobnim latkdm transport ve vodnim pro-
stredi. Vytva'eni komplexu senzitizatoru s cyklodextrinem je @reno fotofyzikalnimi
a fotochemickymi zrnami. \&tSina €chto znén méa za nasledek zvySeni kvantového
vytéZku a doby Zivota excitovaného stavu senzitiZat@yklodextrinové komplexy
obvykle zlepSuji odolnost Iékvici teplotni a oxidani degradaci, snizuji vedlejséia-

ky a zvySuji jejich rozpustnost a biologickou akti(12).

6 Poskozeni a zanik biiky

Kazda buika prodlava za fyziologickych podminek ¢ité funkéni a morfolo-
gické znény, které jsou dané jejim programem a reaguje sagofadavky svého meta-
bolismu, rozviji se podle své diferenciace a prowee specifické fundni zangreni.
Reaguje natizné podsty, ale Zistava v wité dynamické rovnovaze, kterou je mozno
ozn&it jako normalni homeostazu.€i8i fyziologickou zatZ nebo mensi patologické
zmeny dokéaze obvykle zvlddnout beimymi adaptanimi mechanismy. Morfologické i
funkéni zmeny, které tuto adaptaci provazeji a kterymi sélkdauna novou situaciip
pravi, nastavi novy, ale jiny rovnovazny stavika je dale Zivotaschopnaiizptsobe-
na vzniklé situaci. Je-li vSak 2t pxiliS silna nebo neni-li adaptace zitych davodi
mozn4a, dochazi k poskozeniily. Toto poSkozeni e byt vratné (reversibilni), kdyz
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se butka z poSkozeni vzpamatuje nebo nevratné (irevémibkorgici jeji smrti, tedy
postupnym uko&enim jejich funkci a struktury. Zanik tky mize nastat nejenom jako
koneny disledek zavazného poskozeniky, ktery ozndujeme jako nekrdza, aletim
Ze byt naprogramovan se zé&em normalni eliminace pro organizmus jiz néebhych
burék. V tomto gipad® mluvime o apoptdze. Zanik tky, stejré jako jeji proliferace
nebo diferenciace, hrajiakkzitou dlohu v homeostdaze mnohobémych organism
(11).

6.1 Nekrboza

Nekrdza, neboli pasivni zanik fiky je nevratny patologicky proces. Je vyvolan
raznymi vlivy na buiku, & jiz mechanickymi, chemickyndii tepelnymi. Nekrézu rive
také vyvolat virova infekce hiky, rizné bakterialni toxiny nebo dlouhodoh@nuseni
vymeny latek a energie mezi bkou a okolim (dlouhodoby nedostatek Zivin, kysliku
atd.). Ri nekréze dochazi k naruseni integrity cytoplazoka&timembrany a naruseni
rovnovahy vnitniho prostedi buiky. To vede k edému jak bly, tak rekterych organel
(mitochondrie, endoplazmatické retikulum), nastanik vnititniho obsahu do okoli; tim
se navodi zatliva reakce a nakonec rozpad postiZzengkiguTakto uvolgné enzymy

mohou indukovat nekrozu okolnich kikra vyvolat zastlivou reakci okolni tkaé

6.2 Apoptdza

Apoptdza, programovana btima smrt, je fyziologicky &, pfi némz je zanik
bunky cilerg indukovan. Biika je usmrcena a nasledodstragna takovym zpsobem,
Ze nedojde k poSkozeni okolnich BkinJe to organizovany a‘ipré regulovany dj.
Apoptdza niize byt indukovana dvojim #gpobem: signalem zvéhnebo signalem z
buiky samotné. Ribéh apoptdzy je slozity enzymdwizeny proces, naémz se podi-
leji zejména kaspazy, které se nachazeji mcbw neaktivnim stavu a jejich aktivace
proapoptotickym signalem vede kj@im, kterymi se bilka gipravuje na svou smrt.iP
tomto procesu dochazi k fragmentaci jaderné DNArazdil od nekrézy je vSak frag-

24



mentace nenahodna a fragmenty jsou &tédjauhé. Buka se také trochu smrsti a&m
ni se charakter jejich organel. Vyznamnou ulohu popdze hraji zejména mito-
chondrie. Proces apoptdzy je zavrSen rozpadeikybdo apoptotickyché&isek, coz
jsou membranou ohraf@né buicéné fragmenty, které jsou naslédfagocytovany
makrofagy. Timto procesem je iika "ekologicky" likvidovana a buny material
recyklovan, aniz by nitrobuiné enzymy poskodily okolni kilgy(13).

Mezi hlavni slozky, které secastni apoptdzy pétkaspazy, proteiny Bcl-2 rodi-

ny, mitochondrie a mechanismy na Bémém povrchu.

6.2.1 Mechanismus apoptdzy

Proces apoptézy e byt navozentiznymi stimuly jako je UV nebg-zé&eni,
chemoterapeutika, odstram rastovych fakto#i, proapototické cytokiny a dalSi, které
jsou gijaty receptory postizené blky pro gislusny ligand. Brozenymi iniciatory nad-
byteinych, poSkozenych nebo nadorovych dujsou ligandy/receptory smrti (death-
ligands/receptors), pdti do rodiny TNF.

V dalsim ptibéhu apoptoézy hraji dezitou uUlohu mitochondrie (uvoini
cytochromu c) a aktivace tzv. kaspazové kaskadgali fazi pak dochazi ke¢peni
proteini cytoskeletu a jadra. Apoptdza j& delmi komplexr regulovany. Krons pro-
apoptotickych molekul, existuji molekuly antiapajtké (kug. Bcl-2), podporujici
piezivani buak (tumory). Vlastni proces apoptdzy nastava prgtemi intracelularnich
bilkovin pro buiku Zivotrg dulezitych. Enzymy, které tuto proteolyzu katalyz(rjebo
aktivuji jiné efektorové molekuly), se nazyvaji gasy (Grtosolic Aspartate-Becific
cystein_Poteass = CASPASE). Aktivaci ize zahdjit bd’ induktivni signal nebo ztra-
ta inhibujicich signdl. Kaspazy hraji kiovou ulohu v efektorové fazi apoptézy. Hlav-
nimi cilovymi molekulami jsou cytoplasmatické agadé proteiny (viz obr 6.1). DalSi
apoptdézovy mechanismudegpoklada alteraci mitochondrialni membrany InHidiu;
signdl reguluje funkci mitochondrialnich kaiddro ionty a vodu. Poté@ni supresivni-
ho signélu (antiapoptézové cytokiny nejsou k disppznavodi neschopnost kadal

udrZzovat normalni iontovy potencial mezi ¥hgm a vijSkem mitochondrii. Kolaps
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transmembranového potencidlu zvysi permeabilitochibndrialni membrany ot
nim jejich pod, coz zgisobi nabobtnani mitochondrii. Vimf mitochondrialni mem-
brana ma #si povrch nez membrana &8i, proto nabobtnani postihngegevsim
vnitini membranu, coZ #gobi ruptury membrany ¥$i a rozruSeni respitaiho fe-

tézce s naslednym uvainim cytochromu ¢ z intermembranového prostoru.(11)

Obr.6.1 Blokové schémaga pti navozeni apopotozy

Spousteci
signaly
l \'\-\‘ Pfedchazejici
aktivace kaspas

Ztrata membranoveho |
potencidil mitochondrii

Produkce - Masledns
by s1ik. radikald Aidiikace aktivace kaspas
Konderzace Expozice Zuvseni per-
chrormatinu fosfatidylsering | [meability bufky
Twarba apoptd- Fragmentace

zovich télisek |+ | DNA

Zdroj: Masopust J. Patobiochemieiky (2003)

6.2.2 Rozdil mezi nekr6zou a apopt6zou

Béhem ¢asnych stadii nekrozy by a jejich organely (mitochondrie) bobtnayji,

protoZze doSlo k poruSe celistvosti membran. Nitrébny obsah se vyplavuje do okoli
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burék, kde navodi zéaslivou reakci a nakonec dochazi k Uplnému rozpadikyp Na-
proti tomu i apoptdze ztraci bika nejprve asymetrii fosfoliptdv membran, dochazi
ke kondenzaci chromatinu, redukci velikosti jad@, SEpeni internukleosomové DNA,
k svraséni buiky, k vydouvani membrany a k rozpadunky na apoptotickaétiska,
obklopena zbytky membrany, ktera jsou v kiméefazi fagocytovana bez vzniku 2én
livé reakce (viz obr.6.2).

Poznamka Existuje i "teti cesta" - aponekrdza - , kdy situace nedovalajen-
ceni klasické apoptozy a objevuji se znamky nekr&kigovym momentem je prave
podobrE intracelularni obsah ATP; dostatek metabolickérgieeje potebny pro
kompletizaci apoptézy, neni-li k dispozici, zaninky je dokorken formou nekrdzy.
Reaktivni formy kysliku hraji podstatnou ulohti pekréze (11).

6.3 Poskozeni biky po PDT

Jiz za wkolik hodin po PDT dochéazi k poSkozeni Béamych membran, hiky
se festavaji dlit a dochazi k cytolyze. Je zasaZzena plazmatiok#nlbnana i membrany
jadra, mitochondrii, lysozoti Golgiho aparatu a endoplazmatického retikulakBzns-
ni mitochondrii vede k inhibici elektron-transpadm enzynd, inhibici oxidativni fos-
forylace a sniZzeni hladiny ATP. Po PDT se také ujeydranskripce a translace
nékterych gei, které souviseji s produkci lateki pzv. oxidativnim stresu. PDT také
zasahuje do systému kontroly iného cyklu a dochézi i k apoptdze (programovana
smrt nadorovych buk). Pongrné zastoupeni apoptotické a nekrotické smrtickun
zavisi na typu nadoru, alé¢guevSim na koncentraci sensitizeru a davceéeozaNizke
koncentrace sensitizeru a nizké davkyremévyvolavaji po PDT u 90 % b&mé po-
pulace tumoru apoptozu, vySSi davkyierd a vySSi koncentrace fotosensitizatoru vy-
volavaji poskozeni butinych membran s naslednou nekrézou. Prakticky tedhalzi
jak k apoptoze (spise v hlubSich vrstvach nadotk@é, kde je uz davka oxéni nizsi

nez na povrchu) tak k nekr6ze nadorovychdauis).
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Obr.6.2 ZjednoduSené schéma mechanismu apoptdzy
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Zdroj: Masopust J. Patobiochemienky (2003)

7 Fluorescerni mikroskopie

Fluorescetini mikroskopie je dnes nigstjSi metodou pro detekci specifickych

molekul v buikach bez nezbytnosti jejich destrukce a biochemiéionace.
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Kli¢covou ulohu ve fluoresceéni mikroskopii zaujimé fluorofor — latka, ktera je
schopna absorbovat&io urcité vinové délky a nasledremitovat sétlo o delSi vinové
délce (viz obr.7.1)

Obr.7.1 Fiklady rekterych flourofoti s gisluSnymi excité&nimi a emisnimi vinovymi
délkami (upraveno dle Alberts a kol. Molecular Bigy of the Cell.)

B0 nm

Cyd 540 nm
mm
520 nm

~ B20nm

BED nm

EXCITATION EMISSIOM

Zdroj: Fluorescetni mikroskopieCerny J.

Pomoci filtiti je moZné od sebe odld svétlo raiznych vinovych délek, do okularu
tak pronikne pouze pozitivni emitovany signal deaném pozadi (excitujici #ni je
odfiltrovano), tim se vyraznzvysuje citlivost celé techniky. Fluorofory jsoetdkova-
ny pomoci fluorescemiho mikroskopu, ktery je na rozdil od klasickélpického mik-
roskopu doplan o silny zdroj s¥tla a dva typy filth. Prvni sada filk je mezi zdrojem
swtla a vzorkem (umatuje excitovat jednotlivé fluorofory gtlem o vybranych vino-
vych délkach), druh&a sada filtwpousti do objektivu si#lo, které bylo emitovanoif

slusnym fluoroforem (viz obr.7.2) (1).
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Obr.7.2 Priklad detekce, vyuZivajici fluorofor schopnifrpo vazby na busgnou struk-
turu (DAPI se vaze na DNA) a faloidin vazici sepodymerovany aktin (modifikovany
fluoroforem TRITC).Otlakovy preparat mysiho varlete, fixovany 4% fddehydem,
permeabilizovany pomoci 0,1 % Tritonu X-100.

Zdroj: Fluorescetni mikroskopieCerny J.

K ziskani specifické reagencie pro rozpoznani jdothyoh struktur v buce, pou-
ZiteIné pro fluorescemi mikroskopii, se vyuziva protilatky s kovale&tnavazanym,
vhodre zvolenym flouroforem. Dnes je k dispoziaikolik desitek #znych slodenin,
vesnts heterocyklickych, které se od sebe |iSi abgdmi i emisnimi vinovymi délka-
mi. Touto paletou fluorofdr je mozné pokryt celé spektrum viditelnéhostky a
s vyuzitim gislusnych filté je mozné simultartnpozorovat skolik struktur. Kazda
z téchto struktur je obarvena specifickou reagencivalentrd navazanym fluoroforem
s prislusnymi absorgnimi a emisnimi charakteristikami. #&i z jednotlivych fluorofo-
ra je od sebe mozné oé&d pomoci gislusnych filth. Klasickym ikladem je detekce
jadra pomoci fluoresceéni latky vnikajici do struktury DNA (DAPI — modmise),

detekce aktiniového cytoskletu pomoci latky pege vazajici na polymerovany aktin
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s kovalentt navazanym fluoroforem (n&gfaloidin./TRITC —¢ervena emise) a detekce
tubulového skeletu pomoci specifické protilatky a@amé zelenym fluoroforem — niap
FITC (viz obr.7.3)(1).

Obr.7.3 Fiklad detekce kombinujici DAPI, faloidin/TRITC s maklondlni protilat-
kou proti tubulinu. Biaky buns¢né linie HeLa. Mikroskop je zadsn na dlici se bui-
ky, které maji vice-meéntvar koule, interfazické ploché fiky jsou pod rovinou

ostrosti.

Zdroj: Fluorescetni mikroskopieCerny J.

Bunécny biolog si dnes fize vybrat z mnoha fluorofay které se samy vazou na
bunééné struktury — nap uz zmigné DAPI na DNA. MiZze si také zvolit reagencie,
které byly gipraveny kovalentnim spojenim vhodného fluoroforiatlty, u niz je pro-
kazana specificka vazba n&itwu burécnou strukturu. Bzr¢ je vyuzivano nefgbernée

mnoZstvi zn&nych protilatek.
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Biologicka technologie dnes umije nejen vnaseni geémo bur¢nych kultur,
je mozné také vytuéni geneticky modifikovanych organifyrkteré ve svém geonomu
nesou informaci vytvi@nou nebo poz#éménou rukama genového inZenyra. V &asné
doke existuje velké mnozstvi transgennich orgarizikteré ve svém genomu nesou
informace pro proteiny ozané variantou gkterého fluorescaemiho proteinu — &kte-
ré i v nekolika barvach.

Nevyhodou klasické fluorescem mikroskopie je to, Ze se FipsebelepSim za-
osteni detekuje iast s¥telného signalu pod a nad rovinou ostrosti. Proopmzani
Zivych burgk se pouziva modifikace fluorescen mikroskopie, tzv. konfokalni mikro-
skopie. Jeji vyhodou je to, Ze se ziskava ostmazlbbsahujici informaci {fslusné
emitované fotony) pouze z roviny ostrosti. Nevyhoge, Ze pro ziskani vyuziteirsil-
nych signak vyZaduje miméadre silny zdroj s¥étla typu laseru a specialni technologii
datelce fotofi z roviny ostrosti (coZ zvySuje centigiroje).

MoZznosti pozorovani struktur v Zivych fkach neni omezena jen na zvyr&zn
hybridnich fluoresceatnich proteiri. Existuje celdada reagencii, které pronikajfes
plazmatickou membranu do hikna zde se podle své chemické povahy akumuluji
v charakteristické lokalizaciitPpouziti dopordené koncentracethto latek neni nijak
vyrazre ovlivnéna fyziologie pozorovanych bgk a je mozné je sledovat v Zivychibu
kach pondrné dlouhou dobu — vadu hodin. Vzhledem k tomu, Ze existujzmé barev-
né odstiny je mozné je kombinovat a pozorovat dimat nagF. zelené mitochondrie a
cervené lysozomy. Tento systémize byt je& doplrétn o mode zbarvené jadro, pro
jehoz detekci mize byt vyuZzita reagencie z rodiny molekul, aamanych Hoechst
(viz obr.7.4).

Obecnou komplikaci fluorescém mikroskopie je to, Ze fluorofory jsou intenziv-
nim z&enim rozkladany a ztraceji schopnost absorpce aeenav. fotobleaching.iP
absorpcich a naslednych emisich také dochazi kowvahi radikal, které mohou po-
Skozovat fluorofory, zfisobovat fotobleaching a negativavliviiovat Zivotaschopnost
burgk. Fi prace se zivymi hikami je proto zasadni omezit jejich expozicéteinym
z&enim z vysokoenergetickych zdiojroho se dosahuje vyuZzitim clon, které vposti do

v s

objektu exciténi swtlo pouze pi expozici a co nejcitligjSich kamer nebo fotonasobi-
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¢a. Standardni saisti fluorescetni mikroskopie je vyuziti software pro obrazovou
analyzu, ktery umailje zpracovavat obrazovy vystup kvantitativnim akhativnim
zpasobem (1).

Obr.7.4 3 D rekonstrukce dendritické tiky, diferencované z kostniteht geneticky
upravené mySiPomoci konfokalni videomikroskopie je mozné-nagchytit transloka-
ci zeleného signalu z endozomalni lokalizace nadnynpovrch po aktivacizislusnych
burek. Zele@ je zachycen endozomalni systém, vizualizovany g@oMelCIl.tFidy

GFP, cerveremikrotubularni cytoskelet (protilatky proti tubulijy modré jadro (DAPI)

Zdroj: Fluorescetni mikroskopieCerny J.

7.1 Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskop umaiuje odstranit z obrazu objektu Sum, ktery vyiva
swtlo nebo fluorescence emitovan&eh rovin vzorku, na které neni zai@sta optika
(viz obr.7.5, viz obr.7.6). Zdrojem &la je zpravidla laser, $tlo prochazi uzkou &t-
binou a je zaogno do jednoho bodu vzorku. &o emitované z tohoto bodu je pak
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snimano detektorem. Aby dopadlo na detektor, mp&iprojit Uzkou Sterbinou, ktera
lezi v misk, kam objektiv zarfuje s\wtlo ze zaoseného bodu objektu. 8o emito-
vané z os#tlenych, ale nezaaginych bod je fokusovano mimo &tbinu a do detektoru
nedopada. Signal z detektoru je odeslan dit@®, ktery zarovi dostava informaci o
soudadnicich snimaného bodu. Timtoigpbem je bod po bodu proskenovan cely ob-
jekt v niznych optickych rovinach. Toto skenovani je autonoatino a ovladanédi-
cim paitatem. Z nashromazdych informaci poita¢ sestavi celkovy obraz (viz
obr.7.7). Nevyhodou konfokalniho mikroskopu jegevsim jeho cena, kterd se pohy-

vix /s

baveni bohatSich labordt@ vyzkumnych Ustav(22).

Obr.7.5 Srovnani obrazu z fluoresceiho a konfokalniho mikroskopu

Zdroj: Frirucka ,The Use of the Olympus Fluorescence Microscope*
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Obr.7.6 Obrazky z konfokélniho mikroskopu

Zdroj: Firucka ,The Use of the Olympus Fluorescence Microscope”
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Obr.7.7 Schéma konfokalniho mikroskopu

infarmace o intenzitd svéatia

/ :f detaktor
obraz J [ | svétla
vzorku yd , |

s N L _..., = u___ RIE
/ e S I

S
Micf potitad \

konfokaing
T . L
informace o soufadnicich bodova
bodi (X - Y) clonka
— 3 dalie
| laser U ; paprski
) =t | @rastrovaci
zafizeni
zreadlova
bodova
clonka
olijektiv

Zdroj: Frirucka ,The Use of the Olympus Fluorescence Microscope*
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8 Cil prace a hypotézy

Cilem prace je asteni fotodynamickych vlastnosti nbvyvijené fotodynamicky
aktivni latky ftalocyaninu CIAIPcSa moznosti jejiho vyuZiti pro navozeni fotodyna-
mického jevu v bikkdch melanomu. Cilem préace je tedy prokazat pradwdeaktivnich
forem kysliku @i raiznych koncentracich sensitizeru v Bemych liniich lidského me-
lanomu a tim ogtit schopnost ftalocyaninu CIAIPg8avodit fotodynamickou reakci.

Vlivem absorpce sitla dochazi v senzitizeru ke vzniku excitovanyawst Exci-
tovana forma senzitizeru potom dale reagijmp se substratem (bkou melanomu)
za vzniku volnych radikél substratu. DalSim moznym typem reakce excitovarséne
Zitizeru je enos energie ze senzitizeru na kyslik a ke vznylsoee reaktivni singleto-
vé formy kysliku. Volné radikaly, ipdevSim radikaly lipidovych sloZek biimych
membran, jsou iiinou destrukce nadoru. ZvySena akumulace ftalooyaby néla
zpusobit po oz#eni v buikdch melanomu fotodynamické reakce, které vedou

k biologické odpowdi navozenim buitné smrti.

9 Metodika

Fotodynamické vlastnosti ftalocyaninu CIAIRcByly owtrovany pomoci detekce
ROS (reaktivni formy kysliku ) v laboratdJstavu |ék#ské biofyziky |ék#ské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Jako biologicky aeb byly pouzity nadorové bu-
nécné linie G 361 (lidsky melanom), zkoumanym sensigm byl ftalocyanin
CIALPcS, (ziskan z Vyzkumného Gstavu organickych syntéz,itiybCR). Zdrojem
z&eni byly luminiscedni diody (LEDS).

Tvorba ROS byla detekovana pomoci fluoregoéanaky CM-H,DCFDA. Tato
latka je po vstupu do kiky burg¢nymi esterdzamiemenéna na derivat CM-EDCF.
Po reakci s ROS dochazi k jeho oxidaci a vznikoréscetniho produktu CM-DCF,
ktery zistdvd zachycen uviitbuiky a odpovidd mnozZstvi intracelularni oxidace
(12).Buiky lidského melanomu G361 (ATTC USA) byly inkuboya24 hodin v Petri-
ho miskach (500 000/na misku) ve 2 ml kultiwého média DMEM v termostatu
(viz obr.9.1) pi 37°C a 5% atmosfé CQ.
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Obr.9.1 Termostat (laboratoUstavu lékeské biofyziky lékéské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci)

Po 24 hodinach byl ve flowboxu (viz obr.9.Zjdén do 2 ml média sensitiser
CIAIPcS, o koncentraci 1, 10 a 100 uM. Medium DMEM bylo re#eno 2ml pufru
PBS s 5mM glukozou (0,099g do 100ml) a bykid@gno 20 pl fluoresceémi znaky
CM-H,DCFDA (Invitrogen Corporation, USAjlo 2 ml PBS a tim vznikla 5 uM koncent-
race CM-HDCFDA v misce.
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Obr.9.2 Flowbox (laboratd Ustavu lékieské biofyziky |ékéské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci)

Buiiky byly déle inkubovany 20 minut ve &pii 37°C a 5% atmosfé CG. Pro-
dukce ROS po fotodynamické reakci byl&iena pomoci spektrofluorimetru Synergy

HT (BioTek, USA) i exitatni vinové délce 495nm a emisni vinové délce 530 nm
(viz 0br.9.3).

K navozeni fotodynamické reakce byl pouzity iox&  slozeny
z luminisceginich diod (LEDs; 670 nm, 10 mW.étho hustot vykonu 10mW crif
v celkové davce 15 J.¢frpo dobu 25 minut. Kontrolni vzorkytgdstavovaly buktné
linie pouze v kultivanim médiu bez ozani a bez sensitizeru. Morfologické &my

byly owétovany pomoci fluorescéniho mikroskopu Olympus IX 81 s analyzou obrazu
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(viz obr 9.4.). Pro kazdou koncentraci byla provedd nezavisla giteni a vypgitan
pramér a snérodatna odchylka.

Obr.9.3 Spektrofluorimetr Synergy HT (laborattstavu lékeské biofyziky lékeské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci)

—
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Déle byla sestrojena kalilimai kiivka, ze které se dita snmernice Kivky. Kalib-
racni kiivka se detekovala pomoci kinetickéhostemi detekce bD,. Do misky
s burgé¢nou linii a fluoresceimi sondou inkubovanou 30 minut ve&m PBS s 5 mM
gluk6zou se pdalo postups po 4 minutach automaticky pomoci davkésave fluo-
resceknim readeru 1@l 20 mM HO,, 25ul 20 mM HO,, 50ul 20 mM HO, a nako-
nec 50ul 200 MM HO..

Po poslednim ifidavku peroxidu vodiku se kinetickéerani provadlo jest€ 20
minut, aby se hodnota rigstu ROS ustélila na maximalni hod&ioZe ziskané ikvky
(viz graf 1) kinetického wteni byla ziskana data, ze kterych s@lyi hodnoty pouzité

k sestrojeni kalibrni kiivky. Hodnoty, ze kterych se kalikfiai kiivka sestrojovala
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byly vZdy ustalené maximalni hodnoty ptidavku uteného mnozstvi D, (tabulka
1). Z kalibra&ni kiivky se utila smernice k, ktera se pouzila kippaitu ziskanych dat
(tabulka 2) z fluoresceénich jednotek (FU) na koncentragiM H,O, na 330 000 bu-
nek). Smernice Kivky byla:

y =0,5585¢ +15109

k bylo ueno podle obecného tvaru rovnidénpky

y=kx+q

cehoz plyne, z& = 0,5585 (viz graf 2).

Tato snérnice @imky byla pouzita k fepaitu fluorescennich jednotek na kon-
centraci HO; (tabulka 3).

Obr.9.4 Fluorescetni mikroskop s analyzou obrazu Olympus IX 81 (labarUstavu
lekarské biofyziky lék#ské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci)
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10 Vysledky

Fotodynamické vlastnosti ftalocyaninu CIALRdS/ly owtovany pomoci r&eni
produkce ROS v nadorovych hkigmych liniich lidského melanomu.G361.

Byly oz&eny buky melanomu, které byly inkubovany sdanim 1, 10 a 100
uM sensitizeru a pro srovnaniiiy melanomu bez sensitizeru. Pro detekci ROS byla
pouzita fluorescemi znaka CM-H,DCFDA. Morfologicky obraz bugk byl sledovan
ve fluorescetnim mikroskopu v prochézejicimd&le (viz obr. 10.1.) a s vyuzitim flu-
orescence byla éwovana distribuce reaktivnich forem kysliku v nddgwah buikach
(viz obr.10.2).

Nameéiené hodnoty byly ziskany ze 4 vzongimo @i kinetice ozéeni v internim
ozaovasi fluororeaderu a nasledrpo dozéeni do kon&né davky 15 J/ch Zjistiné
hodnoty byly vlozeny do tabulek, pro kazdou koncaeitbyl stanoven @mer a snéro-
datna odchylka. Koncentrace®b v jedné misce (500 000 btk) byla stanovenaip-
poétem pomoci kalibréni kiivky (viz graf 1, 2). Pro grafické vyjddni kinetické
produkce ROS a vlivu koncentrace sensitizeru ClIA:R@ produkci ROS po oni
swtlem o vinové délce 670 nm byly sestrojeny grafywy&ledki (viz graf 3, 4, 5) vy-
plyva, Ze s rostouci koncentraci sensitizefiudavce ozéeni 15 J/crhroste produkce

ROS v buikach melanomu.

Tab.1: Namérené hodnoty k sestrojeni kalibra kiivky.

Pridavek H,0; Fluorescence (FU) Koncentrace H0,
¢ (rM)
1 139 99
2 351 340
3 673 815
4 3202 5479
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Tab.2: Priklad hodnot kinetické a finalni produkce ROS ®&#&nych fluorescamim
readerem pro koncentraciyM CIAIPcS,, ve fluorescetnich jednotkach FU na 500
000 burk.

Kinetic Cislo meeni (FU)
read

(min) 1 2 3 4 Piimér
0:00:00 311 257 277 228 268,25
0:00:20 289 256 275 225 261,25
0:00:40 317 264 283 228 273
0:01:00 351 278 304 236 292,25
0:01:20 362 296 316 249 305,75
0:01:40 361 308 328 263 315
0:02:00 360 318 327 275 320
0:02:20 360 321 332 277 322,5
0:02:40 360 327 336 281 326
0:03:00 362 329 331 284 326,5
0:03:20 363 332 335 289 329,75
0:03:40 364 330 339 289 330,5
0:04:00 366 334 337 290 331,75
0:04:20 368 334 340 289 332,75
0:04:40 371 337 342 295 336,25
0:05:00 372 339 343 294 337
0:05:20 374 337 344 299 338,5
0:05:40 375 343 346 296 340
0:06:00 376 343 347 298 341
0:06:20 379 343 348 299 342,25
0:06:40 382 348 351 301 345,5
0:07:00 382 348 354 302 346,5
0:07:20 384 349 357 305 348,75
0:07:40 385 353 354 306 349,5
0:08:00 387 351 356 308 350,5
0:08:20 391 355 358 309 353,25
0:08:40 391 358 361 311 355,25
0:09:00 394 359 365 312 357,5
0:09:20 395 360 365 313 358,25
0:09:40 398 362 366 313 359,75
0:10:00 399 360 371 311 360,25
0:10:20 400 364 371 317 363
0:10:40 405 365 372 316 364,5
0:11:00 404 368 372 320 366
0:11:20 408 365 377 321 367,75
0:11:40 409 369 381 321 370
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0:12:00 411 370 380 323 371
0:12:20 413 371 381 325 3725
0:12:40 415 373 382 326 374
0:13:00 418 375 386 325 376
0:13:20 420 379 385 329 378,25
0:13:40 423 376 387 329 378,75
0:14:00 423 379 388 331 380,25
0:14:20 425 380 391 330 381,5
0:14:40 429 381 392 333 383,75
0:15:00 429 385 395 335 386
0:15:20 435 388 394 336 388,25
0:15:40 439 388 400 334 390,25
0:16:00 438 393 401 339 392,75
0:16:20 443 3972 403 343 395,25
0:16:40 446 396 406 339 396,75
0:17:00 447 395 409 343 398,5
15 J/enf 1438 1150 823 722 1033,25

Tab.3: Priklad hodnot kinetické a finalni produkce ROS verkz o koncentraci uM
CIAIPcS, prepatitanych na koncentraci ROSN H,O,na 500 000 bugk).

Kinetic Cislo méFeni (FU)
read
(min) 1 2 3 4 pru-
mer

0:00:00 556,85 460,16 495,97 408,24 480,30
0:00:20 517,46 458,37 492,39 402,86 467,77
0:00:40 567,59 472,69 506,71 408,24 488,81
0:01:00 628,47 497,76 544,32 422,56 523,28
0:01:20 648,16 529,99 565,80 445,84 547,45
0:01:40 646,37 551,48 587,29 470,90 564,01
0:02:00 64458 569,38 585,50 492,39 572,96
0:02:20 64458 574,75 594,45 495,97 577,44
0:02:40 64458 585,50 601,61 503,13 583,71
0:03:00 648,16 589,08 592,66 508,50 584,60
0:03:20 649,96 594,45 599,82 517,46 590,42
0:03:40 651,75 590,87 606,98 517,46 591,76
0:04:00 655,33 598,03 603,40 519,25 594,00
0:04:20 658,91 598,03 608,77 517,46 595,79
0:04:40 664,28 603,40 612,35 528,20 602,06
0:05:00 666,07 606,98 614,15 526,41 603,40
0:05:20 669,65 603,40 615,94 535,36 606,09
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0:05:40 671,44 614,15 619,52 529,99 608,77
0:06:00 673,23 614,15 621,31 533,57 610,56
0:06:20 678,60 614,15 623,10 535,36 612,80
0:06:40 683,97 623,10 628,47 538,94 618,62
0:07:00 683,97 623,10 633,84 540,73 620,41
0:07:20 687,56 624,89 639,21 546,11 624,44
0:07:40 689,35 632,05 633,84 547,90 625,78
0:08:00 692,93 628,47 637,42 551,48 627,57
0:08:20 700,09 635,63 641,00 553,27 632,50
0:08:40 700,09 641,00 646,37 556,85 636,08
0:09:00 705,46 642,79 653,54 558,64 640,11
0:09:20 707,25 644,58 653,54 560,43 641,45
0:09:40 712,62 648,16 655,33 560,43 644,14
0:10:00 714,41 644,58 664,28 556,85 645,03
0:10:20 716,20 651,75 664,28 567,59 649,96
0:10:40 725,16 653,54 666,07 565,80 652,64
0:11:00 723,37 658,91 666,07 572,96 655,33
0:11:20 730,53 653,54 675,02 574,75 658,46
0:11:40 732,32 660,70 682,18 574,75 662,49
0:12:00 735,90 662,49 680,39 578,33 664,28
0:12:20 739,48 664,28 682,18 581,92 666,97
0:12:40 743,06 667,86 683,97 583,71 669,65
0:13:00 748,43 671,44 691,14 581,92 673,23
0:13:20 752,01 678,60 689,35 589,08 677,26
0:13:40 757,39 673,23 692,93 589,08 678,16
0:14:00 757,39 678,60 694,72 592,66 680,84
0:14:20 760,97 680,39 700,09 590,87 683,08
0:14:40 768,13 682,18 701,88 596,24 687,11
0:15:00 768,13 689,35 707,25 599,82 691,14
0:15:20 778,87 694,72 705,46 601,61 695,17
0:15:40 786,03 694,72 716,20 598,03 698,75
0:16:00 784,24 703,67 717,99 606,98 703,22
0:16:20 793,20 701,88 721,58 614,15 707,70
0:16:40 798,57 709,04 726,95 606,98 710,38
0:17:00 800,36 707,25 732,32 614,15 713,52

15 2574,7 2059,0 1473,5 1292,7 1850,0

Jlem? 5 9 9 5 4
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Graf 1: Ktivka kinetického miteni ROS po fidavku 10ul 20 mM H,O,, 25ul 20 mM
H2O,, 50ul 20 mM H0O, a 50ul 200 mM HO..
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Tab.4: Kineticka produkce ROS1M H,0, na 500 000 busk) v prvnich 20 sekundach,

5 minutach, 17 minutach a ve finalni davce 15 3/cm

DS ROS ROS ROS

Koncentrace P (/s produkce . produkce . koncentrace v
CIAIPCS, (uM) H,05] v [uM/s [uM/s dévg:e 15
prvnich 20 H202] v5 HzOz] v 17 J/icm [],IM

sekundach minutach minutach H.02]

1 11,75 + 4,83 + 2,03+ 1850,04
9,60 0,70 0,11 + 505,27

10 126,25 29,71 + 3,18+ 3475,38
+ 21,66 8,51 2,64 + 947,73

100 41,00 + 8,57 + 551+ 13863,92
33,23 2,35 1,58 + 804,76

Kontrola 2,50 + 1,49 + 1,42 + 1197,40
12,65 0,64 0,66 + 305,11

Graf 3: Produkce ROS v davce 15 Jfcpfepasitand na koncentracufl H.O, na
500 000 busk) pri koncentraci 1, 10 a 100M CIAIPCcS; (vz.1:1 uM, vz.2: 10 uM,
vz.3: 100uM, vz.4: kontrola)
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Graf 4: Kinetick& produkce ROS v zavislosti na koncent@&IPcS,

kineticka produkce ROS v zavislosti na koncentraci
sensitizeru

jednotky fluorescence

¢as 00:00 - 17:00 minut

—o—1uM —=— 10uM 100uUM ==-==kontrola

Graf 5: Narist produkce ROS wasovych intervalech a po ddeai do davky 15 J/ch
v zavislosti na koncentraci ftalocyaninu (1 — pmihut, 2 — za 5 minut, 3 —za 17 mi-
nut, 4- po dozéeni do davky 15 J/cth
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Obr.10.1 Kontrolni zivé G361 hiky Ildskeho melanomu (EVSenl 400x)

Obr. 10.2. Detekce produkce reaktivnich forem kysliku wkdéch po fotodynamické
terapii ve fluoresceimim mikroskopu. (z&tSeni 400x).
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11 Diskuse

Fotodynamicka terapie je dnes jednou z nejmladdlioicky studovanych metod
lécby nadorovych i nenadorovych onem&ch Vyuziva kombinaci fyzikalnich a che-
mickych &inkt zpasobujici destrukci nadoroveé tkanK usgchu l&by je zapatebi
zvolit vhodnou koncentraci sensitizeru, vinovoukdéh davku zéeni.

Jaké vlastnosti by #hmit fotosensitizer? M by byt netoxicky, stabilni a o zna-
mé chemické strukie, jez ma vysokoudinnou selektivitu k rakovinotvornym liu
kam. Ml by siln¢ absorbovat (ostré maximum)dasti optického spektra, kde &ho
optimalrg pronika Zivou tkani a kde energie fotge jeSt dostatén¢ vysoka k produk-
ci singletového kysliku (600 — 1 100 nm). Ten jaktesnéjSi nez zakladni molekularni
stav a vede k oxidaci membranovych lipid proteiri, coZz se projevuje cytolyzou a
tumordzni destrukci. DalSi moZnosti je reakce siepsi a tkas za vzniku volnych
radikali. Volné radikaly, pedevsSim radikaly lipidickych sloZzek btimych membran,
jsou pak picinou destrukce nadoru (6).

Doposud jediné klinicky testované jsou hematopantyré derivaty a ostatni por-
fyriny. Od devadesatych let jsou intenzivstudovany fotosensitizery druhé generace,
ke kterym pafi derivaty ftalocyaninu. Ftalocyaniny jsou syntk@qorfyriny vykazujici
nej\wtsi absorpci v dlouhovinné oblasti viditelného dpekJsou chelatovany zinkem
nebo hlinikem a tyto diamagnetické kovy zvysujicjejfototoxicitu. Ftalocyaniny vstu-
puji do burk endocyt6zou a jsou lokalizovany v lysozomech.eDs¢ ftalocyaniny
akumuluji v mikrozomech a mitochondriich (6).

Tato prace @la owtit fotodynamické vlastnosti néwyvijené fotosenzitivni lat-
ky CIAIPcS,. Fotodynamické vlastnosti a fototoxicita ftalocyaninyla zji¥ovana po-
moci méfeni produkce ROS za pouziti molekularni&yaCM-H,DCFDA.

Mezi reaktivni formy kysliku pé#t jednak volné kyslikové radikaly, které maiji je-
den nebo vice neparovych elektigako je OH-, @ nebo neradikalové derivaty kysli-
ku jako je HO, nebo kyselina chlorna (HOCI). Jde o velmi toxiakistice, které
poskozuji membrany bék a dalSi komponenty (13).

Fotodynamicky efekt byl zkouman nartkach G361 (biky lidského melanomu)

po oSeteni sensitizerem v koncentracich 1, 10 a 1®I0.

50



Naméiené hodnoty ukazuji rychlejSi ri&t a také rychlejSi pokles produkce ROS
u koncentrace 1QM, u koncentrace 10QAM je nafist pomalejSi a tvorba ROS stoupa
linearrs aZ do oz#eni konénou davkou 15 J/ctZ vysledki (viz graf. 3., 4.) vyplyva,
Ze (i celkové davce ozéni 15 J/crfis rostouci koncentraci sensitizeru roste produkce
ROS v buikach melanomu. Prokazalo se, Ze produkce reakhvioiem kysliku je za-
visla na koncentraci senzitizeru CIAIRc® davce zéni. Usg3nost fotodynamické
terapie je tedy ovlivéna typem sensitizeru, jeho akumulaci v cilové tkatadire kys-
liku v nddorové biice a pouzitém zdroji stelného zéeni. ZvySena akumulace ftalocy-
aninu v butkach melanomu navodi fotodynamické reakce, ktemdowek biologickée

odpowdi navozenim buftné smrti.
12 Zawr

Tato prace prokazala, Zéifomnost ftalocyaninu CIAIP¢Ss bunkdch G361 (lid-
sky melanom) a oZéni s¥tlem o vinové délce 670 nm vyvola fotodynamicky jgv
produkci ROS. Detekce ROS po fotodynamické terapuitro a jejich produkce byla
ovétena pomoci fluorescéni molekularni znéky CM-H,DCFDA. Fluorescetni me-
feni bylo provadno na spektrofluorimetru Synergy HT a fluorestém mikroskopu
Olympus IX 81 s analyzou obrazu

Z vysledki vyplyva, Ze produkce ROS zavisi na koncentracsisieeru CIAIPcS
a davce z@ni.Bylo owieno, Ze sensitizer CIAIPg§ vhodnou fotodynamicky aktivni
latkou a navozuje fotodynamicky jev v nadorovycliltach. Ftalocyaniny a jejich deri-
vaty jsou slibnymi sensitizery pro fotodynamickaerapii. ZvySena produkce ROS,
kterd nastane po o@ni nadorovych butk, ve kterych se akumuloval ftalocyanin, ve-
de k biologické odpasdi formou nekrozy a apoptdzy nadorovych gkurNa akumulaci
sensitizeru v nadorovych Bkach se podili vedle jejich zvySené aktivity k rgcihos-
touci tkanirada faktoi, véetns odliSné morfologie a metabolisntumort (9).

Tato bakaléska prace se svym tématem vymykar vyuzivanym znalostem a
praktickym wdomostem radiologického asistenta. Pro autorapé&ioe je (vzhledem
k vice nez dvacetileté praxi v oboru radiologiclsjsgent) velkym finosem seznameni

se s nov se vyvijejicim zpsobem Iéby a poznani terminu ,mraveiti prace, které
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ziejmé provazi veSkery vyzkum a studium novych metod &amxani jejich vysledi
(a uz pozitivnich nebo negativnich) fed v laboratornich podminkach a poté v Kkli-

nické praxi.
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15 Seznam zkratek a symbdl

Al

ALA

AMD

ATP

Bcl-2
CASPASES
CIAIPcS2

CM-H2DCFDA

CM-H2DCF
Co

CO2

Cu
DAPI
DMEM
DNA
FU

Fe
G361
HelLa
H202
HOCI
HPD
LED
mTHPC
OH-
02--
PBS
PDT

hlinik

kyselina delta aminoldgva (5-aminolevulova)
senilni degenerace maklge-related Macular Degeneration)

adenosin trifosfat
gen a rodina anti n@ooapoptickych protein
Cysteine Aspartate SpecifatdXSEs

disulfonovany chloroalumoim ftlocyanin

5-a-6)-chloromethyl-2*,7‘-dichlodihydrofluorescein diacetat

5-(a-6)-chloromethyl-2‘,7'-diorofluorescein

kobalt

oxid ubiiy

-
4',6-diamidino-2-fenglilol dihydrochloride
kultivéni médium

deoxyribonukleova kyisel

fluoresaan jednotka”

Zelezo

b&na linie lidského melanomu

b&tna linie karcinomu &ozniho cervixu
peroxid vodiku

kyselina chlorna

derivat hematoporfyrin

luminisceni dioda (light emited diode)
tetra(meta-hydroxyfenklyrin, Temoporfin, Foscan
hydroxilovy radikal

superoxidovy radikal

phosphate bufferehgaldruh pufru
fotodynamicka terapie
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PdTPPS4
ROS
TPPS4
TNF

uv
ZnTPPS4
Zn

paladnaty komplex sergsiti TPPS4
reaktivni formy kyslik
meso-tetrakis(4-sulfofemyl)porfyrin
tumor nekrotizujickfar
ultrafialové &ni
disulfonovany zinaty ftalocyanin

zinek
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SlozZeni Photofrinu | (Quadra Logic Technologies.| Kanada)

Z&kladni struktura ftalocyaninu s kovovym centié atomem; substituenty
navazany viznych pozicich na benzenovych jadrech.

Blokové schémagiiu pii navozeni apopotozy

Friklady rekterych flourofofi s grislusnymi exciténimi a emisnimi vino-
vymi délkami

Priklad detekce, vyuzivajici fluorofor schopnyimpo vazby na bufEnou
strukturu

Priklad detekce kombinujici DAPI, faloidin/TRITC s maklonalni proti-
latkou proti tubulinu

3 D rekonstrukce dendritickeé itky, diferencované z kostniehe geneticky
upravené mysi

Srovnani obrazu z fluoresémiho a konfokalniho mikroskopu

Schéma konfokalniho mikroskopu

Termostat

Flowbox

Spektrofluorimetr Synergy HT

Fluorescetni mikroskop s analyzou obrazu Olympus IX 81

Kontrolni zivé G361 biiky lidského melanomu (2teni 400x).

Obr. 10.2 Detekce produkce reaktivnich forem kysliku wkéch po fotodynamické

terapii ve fluorescefmim mikroskopu. (z&tSeni 400x)
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Namérené hodnoty k sestrojeni kalibra kiivky.

Priklad hodnot kinetické a finalni produkce ROS wg#enych fluore-
scertnim readerem pro koncentracpl CIAIPcS;, ve fluorescegnich jed-
notkach FU na 500 000 bgin

Friklad hodnot kinetické a finalni produkce ROS verkai o koncentraci 1
uM CIAIPcS; prepaitanych na koncentraci ROSM H,O, na 500 000 bu-
nek).

Kinetick&a produkce ROSuM H,0, na 500 000 busk). v prvnich 20 sekun-
dach, 5 minutach, 17 minutach a ve finalni davcé/tsf.

Kiivka kinetického miteni ROS po fidavku 10ul 20 mM HO,, 25ul 20
mM H,0,, 50ul 20 mM H,O, a 50ul 200 mM HO,.

Kalibracni kiivka.

Produkce ROS v davce 15 Jfcpiepasitana na koncentracpfl H,O, na
500 000 buik) pii koncentraci 1, 10 a 10av CIAIPcS;,

Kinetick&a produkce ROS v zavislosti na koncent@i&IPcS;

Nanist produkce ROS wasovych intervalech a po ddeai do davky

15 J/cmiv z&vislosti na koncentraci ftalocyaninu.
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