JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZDRAVOTNE SOCIALNI FAKULTA

BAKALA RSKA PRACE

2008 ZEMAN JAN



JIHOCESKA UNIVERZITA
V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZDRAVOTNE SOCIALNI FAKULTA

STUDIUM FOTOTOXICITY SENSITIZER U NA MOLEKULARNI UROVNI A

MOZNOSTI JEJICH VYUZITi PRO FOTODYNAMICKOU TERAPII
NADORU.

BAKALA RSKA PRACE

Autor: Zeman Jan, DiS
Vedouci prace: Doc. RNDr. Hana Kit&a, CSc.
Datum: 9.5.2008



Study of senzitizers phototoxicity at molecular legl and use of senzitizers in

photodynamic therapy of tumors

Photodynamic therapy is a modern and promising oaethf treating some types of
tumors. It can supplement and in some cases eygacezthe current methods. It is
based on the use of a photosensitive substan@anzitizer, which is located in tumor
cells and subsequently exposed to the light okpproporiate wave length, which
brings about photodynamic reaction. Photodynamiactien arises due to the
combination of four agents: a senzitizer, molecuaygen, light of optimum wave
length, and a biological substrate (proteins, na@eid or other cell components). After
the application of the senzitizer, whose prior Uptéakes place in the pathologically
altered tissues, visible light of a wave lengthresponding with the absorption
maximum of the photosenzitizer is applied, whiclés about tumor cells destruction
at active participation of the reactive oxygen fer@as superoxide anion, hydrogen
peroxide and hydroxyl radicals.

My thesis was focused on testing photodynamic pt@seof ZnTPP$ senzitizer on
tumor cell lines. The production of oxygen reactfegems was tested by Synergy HT
spectrofluorimeter and Olympus IX 81 fluorescengeroscope with image analysis.
Production of reactive oxygen forms was assesstdtine use of molecular symbol
CM-H, DCFDA. LED emitters adapted for working with cellltures were used to
irradiate the cell structures.

The results proved that ZnTPPS photodynamically effective and the production of
reactive forms of oxygen depends on senzitizer Af;Roncentration as well as on

the dose of radiation.
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1. Uvod

V sowasné dob terapie nadorovych onemagn stoji na ctyfech hlavnich
metodach, chirurgické ¢6¢, radioterapii, chemoterapii a imunoterapii. Ciléfnhto
terapii je dosahnout zteni nadorovych buk pii sowasném zachovani fyziologickych
funkci burgk nenadorovych, coz je zejména fpad chemoterapie a radioterapie
velmi problematickeé.

Momentalg jsou intenzivé studovany nové moznosti fotochemoterapie
nadorovych onemoe¢ni (PDT). Jednd se o fotochemoterapii, kter@dptavuje
kombinované pouZiti fotodynamicky aktivni latky tdeensitizatoru) a stla za
piitomnosti kysliku. Kombinuje v sébrelativne vysokou @innost se selektivnim
pusobenim na postiZzené misto, které jeisgeno preferenci fotosensitivni latky
k naddorovym biikam. Ve srovnéni s klasickou protinadorovou tera@i zde velmi
malé riziko vzniku mutaci a kro¥rfotosensibilizace e nema vedlejSicinky.

Cely princip vySaeni je tedy zaloZzen na spofigobeni latek, jez samy o sob
nemaji zadny biologicky dopad (fotosenzitivni Igtke&tlo, kyslikove molekuly
v zakladnim stavu) a teprve vzajemnymsgbenim dochazi ke vzniku reaktivnich
forem kysliku s néslednym #pobenim bug&né smrti ve formd nekrézy nebo
apoptézy. Fotosensitizujici latky jsou obvykle paed@idy intravendzéy nebo u
povrchovych |ézi jako externi forma a jsouegnostd vychytany v patologicky
zmenéné tkani. Nasledh se aplikuje viditelné zani o vinové délce shodné
s absorpnim maximem sensitizeru a dochazi k destrukci nadoa niz se &astni
pievazrie reaktivni formy kysliku vzniklé z molekularniho dtiku pfitomného ve
tkanich. Jeho #imy oxida&ni &inek zpisobuje zminy v buréénych membranovych
strukturach a poSkozuje biologické molekuhgetrs lipidta, proteini a nukleovych
kyselin. (Einnost PDT zavisi na typu a koncentraci sensitizeaudavce ozéni, na
koncentraci kysliku v nadorové tkani a na wazensitizeru na substrat. Vlastni
fluorescence sensitizeru byva uzita také k detekci léze, kaani jeji velikosti a

k stanoveni koncentrace sensitizeru.



Nedilnou soutasti naseho oboru je prace s onkologickymi pacjesgtkavame
se s nimi jak v diagnostice, nuklearni medicinhlavigé v radioterapii p ozaovani a |
pii planovani celé kby. Fotochemoterapie je dalSi oblast ve které Mmolagicti
asistenti mohli uplatnit své znalosti a dovednoligjenom, Ze radiologicky asistent
bude muset asistovatipokalizaci naddorového loZiska &i@plikaci fotosensitizeru, ale
i obsluha zdraj swtelného z#&eni — jako napklad lasery, diodové lampy by se mohla
stat dalSi oblasti nasfigobnosti. Toto je jeden Zidodi, prac sem si vybral toto téma
bakal&ské prace. DalSitod je ten, Ze fotochemoterapie je novou, dynamisky
rozvijejici oblasti, ktera Zéna ginaSet vysledky a dava do budoucna obrovskosjnad
mnoha paciefim na vyl€eni a j& mam moznost se alespkrajow prostednictvim

sveé bakalgské prace tohoto vyzkumu &astnit.



2. Soudtasny stav
2.1 Historie

Swtlo jako terapeuticky néstroj je vyuzivano jigkolik tisic let. Stéi Egypané
neboCinané jej pouzivali k kb nékterych koznich onemoeni.

Patatky moderni 1&by swtlem jsou na felomu devatenactého a dvacatého
stoleti, kdy byla poprvé ugpné pouzita obloukova uhlikova lampa imitujici sldne
spektrum k 1éb¢ lupus vulgaris.

Prvni experimenty s bdtnou smrti v zavislosti natgobeni stla uskuténil
student mediciny Oskar Raab v Mnickoyiz roku 1900. Zjistii Zze kombinace
akridinovécervere a s¥tlo ma na protozoa rodu Paramecium letalni efekbdé 1903
aplikoval Von Tappeiner a dermatolog Jesionek eadiilé s¥tlo na gi 1écbé kozniho
nadoru — na zakl&d pozorovani poprvé pouzili vyraz ,fotodynamicky fe
NejstudovagjSi sensitizery jsou derivaty porfyrinu, vroce B9%Byl pripraven z
hematoporfyrinu jeho derivat (HpD) jez se vyama zvySenou akumulaci v nadorove
tkani.

Po uspSnych pokusech na mySich doSlo také k experiménialraplikacim
v humanni medicih Prvni schvalena é®a vyuzivajici PDT se uskutdla v roce 1993

v Kanad. Byla indikovana k profylaxi karcinomu mového néchyre. ®
2.2 Souasna klinicka praxe

V Kklinické praxi se doposud fotodynamick&hé vyuziva v terapii nadoru a
premalignich 1ézi oblasti hlavy, krku, nadokiZze, mozku a terapii karcinomu
mocového néchyfe. V orofacialni oblasti jsou timto &gobem léeny napiklad
karcinomy dutiny astni, nasofaryngu, orofarynguangluly parotis a i n&gklad ani
tumory. V terapii kZe se uziva ndfklad u spinocelularniho karcinomu, Kaposiho
sarkomu a koznich metastdz. Dale se pouziva kipalismu reSeni malignich

endobronchiélnich a ezofageéalnich obstrukci.éBlgp byla PDT pouzita také udBy



primérnich stadii karcinomu plic a nadohrdla @lozniho. PDT lIze pouZit i jako
dophkovou I&bu @i chirurgickémieSeni rozsahlych rumoraznych systeri.

Hlavni vyhoda ktera vede k regtji k indikaci PDT je jeji menSi agresivnost
nez chirurgicky zakrok nebo radioterapie.

PDT je dale standardrvyuzivana kisténi (purging) kostni tbrg, k odstragni
leukemickych buék z autonomnich &pu kostni der® a vyhodou je, Ze se
fotosensitizator z kostniten® odstrani ped reinfuzi, takze nedochazi k systémové
fotosenzitizaci.

PDT se zd&ina vyuZivat i u skterych nemalignich onemoami, nagiklad u
kardiovaskularnich aterosklerotickych &m a revmatoidni artritid Ve stadiu
preklinického vyzkumu je vyuZiti antivirovéeho efakPDT, proti HIV - | viru, herpes
simplex viru a cytomegaloviru.

Karcinogenni ani mutagennic¢idky PDT nebyly zaznamenany, coZ je jeji
hlavni gednost ve srovnani s chemoterapeutickym a radpeateckymi metodami a

vzhledem k jejich malé systémové toxidite PDT bezping opakovat, je-li to nutné®
2.3 Mechanismus PDT

Princip l&by spa&iva ve vhoda podaném sensitizeru a jeho nasledné aktivaci
swtlem vhodné vinové delky (obr.1). VInova délka pibétio swtla je @i PDT zasadni,
swtlo o nizkych vinovych délkach pronika tkémi pouze do hloubky &kolika
milimetrd a proto je zasaZzena oblast velmi mald —rikégd pivodre do terapie
zavedeny sensitizer HpD (Photofrin®) (obr.2) mdamienizkou vinovou délku (630
nm) pro aktivaci a to jeho pouziti znesnagk. Optimalni rozgti vinovych délek je
dano typem sensitizeru a nelze jej zatme@t.

Fotosensiticka reakce je kombinaciétyi sloZzek: fotosensitizujici latky,
molekularniho kysliku, sitla optimalni vinové délky a biologického substratu
(proteiny, nukleova kyselina nebo jiné Wané komponenty). Po vhodném podani
sensitizeru (nepstji intravenozi), ktery je gednostd vychytavan v patologicky
aktivni tkéni, se aplikuje viditelné &o o vinové délce shodné s absariim maximem



daného fotosensitizeru a dochazi k destrukci nagolo burgk, na niz se d&astni
pievazre singletni kyslik a dalsi radikaly. Singletni k¥slznika z molekularniho
kysliku jiz piitomného ve tkanich. Vlastni sensitizat pbsorpci setelného kvanta
projde jednim nebo vice energetickynfeghody a vstoupi do energeticky bohatSiho
tripletového stavu.

Sensitizer v tripletnim stavu (S*) ma dva druhyemkce s Zivou hmotou.
K fotoprocesu prvniho typu dochazi hlgvra podminek snizené koncentrace kysliku,
kdy S* reaguje fimo s okolnim biologickym substratem a ttemosem elektronu za
vzniku oxidovaného substratu a redukovaného seesiti

Pri vySSich koncentracich kyslikurgvazuje fotoproces druhého typu, kdy se
energie S* penese na molekularni kyslik, Zhoz se stava siénreaktivni singletni
kyslik. Jeho pimy oxida&ni &inek zpisobuje zminy v buré¢nych membranovych
strukturdch a poskozuje biologické molekuly (lipidyroteiny, nukleové kyseliny).
Vyslednym terapeutickym efektem byva nekréza a sgm@pnadorovych busk. %

0z
R*
S* Oxidované radikaly
Svetlo 1 Sensitizer Oxidativni

poskozeni

v

Bunécna smrt

Obréazek 1: Schématicky diagram PDT!?



2.4 Reaktivni formy kysliku (ROS)

Reaktivni formy kysliku jsou velmi toxick&astice, které poskozuji membrany
burgk a dalSi jejich komponenty. Rasem volné kyslikové radikaly, s jednim nebo vice
neparovych elektran jako je OH°®, O2° nebo neradikdlové derivaty Kysliako je
H.O, nebo kyselina chlorna HOCI. Jejich toxicky efekiza byt zmirgn pritomnosti
antioxidant.

PosSkozeni navozené reaktivnimi formami kyslikuvigSinou navazuje na
chemické nebo radiai poSkozeni a je indukovano fagocytarnimilkami, destrukci
makrofagi, zarétlivym poskozenim a dalSimi. Kyslik normélkompletrg redukovany
v mitochondriich se ip jejich poSkozeni nezredukuje a dochazi k t¢onyse
zmirgnych toxickych derivdt, dochazi k tomu i fadt enzymovych reakci vaznych
burg¢nych slozkach a fite byt podstathzrychlena dalSimi stresovymi faktory jako je
napgiklad celkové poSkozeni metabolismu nebo poklesémnasti antioxidaniho
systému.

Nejprve vznikne superoxid O, ktery mize byt redukovan na peroxid vodiku
H,0,, ktery je svoji molekularni strukturou podobny ¥@dje velice difusibilni uvniti
mezi buikami. HO, miZe regulovat expresi &itych gen.

Superoxid ani peroxid vodiku nejsou povazovanyeailnsjsi reaktivni formy
kysliku — jejich spolény vyskyt vede ke vzniku hydroxylového radikalu je vysoce
reaktivni a nespecificky atakuje biomolekuly a @hapen poskozovat polysacharidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Hydroxylovy radikélguje téréx se vSemi molekulami
v Zivych buikach. Vznika takeé ip expozici zivych organisinionizujicim zdéenim, kdy
dochazi ke gpeni O-H nistki ve vod, coz dava vzniknout H° a OH°.

VSechny reaktivni formy kysliku jsou extrégreaktivni a cytotoxické pro cely
organismus. #&obenim volnych radik&l na Zivy organismus dochazi k mnoha
poSkozenim, ktera vedou od naruSeni&opch stén, pres nejiznejSi mutace, az ke
smrti buiky, potazmo celého organismu. Oxidativni strésobi na biikku tremi
faktory: zvySovanim tvorby oxidait snizenim &nnosti antioxid&ni ochrany a
neschopnosti opravit oxidai poskozeni. Mezi nejvyznarjgi cile volnych radikd



pati proteiny, DNA a membranové lipidy. Negativniigobeni reaktivnich forem
kysliku sp@iva predevsSim v peroxidaci.

Lipidni peroxidace je vyznamnym mechanismem poSkioZeuiky, je to
chemicky proces vyplyvajici z oxidativniho poSkozéipida. Nejvice nachylné jsou
membranové lipidy s vysokym obsahem nenasycenyckinyeh kyselin, které jsou
souwasti membran. &em ataku reaktivnimi formami kysliku dochazi keadovani a
zmensovani struktury kyselin a naruSuje dédani soudrzné lipidni dvojvrstvy a
strukturni organizace. Lipidni peroxidace je jedehlavnich mechanisinpoSkozeni
bunky reaktivnimi formami kysliku, coZz vyplyva z naam bugéné membrany a ztraty
aktivity na membrany vazanych enzyma naruSeni semipermeability membrény.
Béhem reakce radikals lipidy dochazi ke vzniku mnoha prodiukt nichZz gkteré jsou
toxické a pak samy napadaji dalSi struktury. Pelame lipidi muze veést k radikalové
fetézove reakci.

Vzhledem ke kifovému postaveni DNA v biologii, je povaZzovana zavhi cil
pro reaktivni druhy kysliku. Mohou #pobit znény ve struktie DNA, naruSeni
proteinové kostry, poSkozeni deoxyribosy — fosfatdostry a vznik specifickych
chemickych modifikaci purinovych a pyrimidinovybazi. Ty se mohou projevit jako
mutace, posSkozeni deoxyribosy indukuje u¥nlrbaze nebeettzové zlomy DNA.

Aminokyseliny, stavebni kameny peptid proteir jsou také cilem reaktivnich
radikaii. Oxidace aminokyselin v proteinech vede Kk nezyratnfyziologickym
zmenam v proteinech samotnych.
jeho radikalové derivaty. Velikost reaktivity vokty radikalh je odhadnutelna
z extremi kratkéhocasu Zivota jednotlivych radikial(tab.1). Tato reaktivita stoupa

s nestabilni elektronovou konfigurafé.



Druh Symbol Polatas zivota @i 37°C
Superoxid Q 1x10°

Hydroxylovy radikal OH° 1x 19

Singletovy kyslik 0, 1x10°

Molekularni kyslik Q >10°

Tabulka 1: Polotasy Zivota volnych radikai ©
2.5 Vlastnosti a typy sensitizir

Sensitizery jsou latky se zvlaStni schopnosti pmidt s¥telnou energii a tou
pak vyvolat chemickou reakci ve svém okoli. Jsolatky bez pistupu s¥tla netoxickeé
a maji schopnost zvySené kumulace iuKach, které vykazuji rychlejSiust a
proliferaci, in vivo 48 — 72 hodin po intravenézngmdani®.

Sensitizer by réd byt chemickycisty a znamého slozeni (u rgdich sensitizer
se jedna #sSinou o dobe charakterizované latky), dnby mit minimalni toxicitu ve
tmé, nejlépe byt toxicky pouze po deai sétlem vinové délky vhodné pro jeho
aktivaci. Mgl by byt schopen selektivni kumulace v nadorovénitk&yrazré vyssi
oproti kumulaci v jinych tkanich a s tim souvigiazadavek na rychlou exkreci zbylého
sensitizeru, ktery se newsbal v cilové tkani z krevnihtecisté. Vzhledem k omezené
prostupnosti zZivych tkani pro viditelné&h (hloubka penetrace se &suje s vinovou
délkou s¥tla), je potebna silnd absorpce s vysokymi extinkmi koeficienty i
delSich vinovych délkach, kde penétraschopnosti sitla jsou maximalni a energie je
stdle dostéujici pro &innou produkci singletniho kysliku. Nezanedbatelnym
vlastnostmi sensitizérje takeé jejich cena a dostupnost.

V klinické praxi se v satasnosti pouzivaji sensitizery prvni generace. Je to
Hematoporfyrin a jeho derivaty. Hematoporfyrin yg/nikajici sensitizer, ale Spatise
lokalizuje v nadorech, a proto neni vhodny v PDmt® slozitym prdistovanim vznikl
Photofrin® (obr.2), ktery se dnes jiZ4w pouziva v PDT, jeho nevyhodou je velka

fotosenzitivita kiZze, ktera trva &kolik tydna.
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Obrézek 2: Photofrin® ¥

Obrazek 3: Slozeni Photofrinu Il 2



Sensitizery druhé generace jsou vésmmé dob ve stadiu klinického testovani a
v brzké dok se u gkterych z nich éekava schvaleni. Ratsem porfyritové derivaty,

ftalocyaniny, kyselina aminolevulova a mnoho ddiibr.3).%
2.6 Zdroje zéeni

V sowasné dob se pouzivaji koherentni i nekoherentni zdrojétlay Swtlo
maze byt aplikovano na nador duiimo, nebo pomoci optického vldknagithost
PDT je omezena rozdilnou penetraditivdo tkar. Vybér vhodného zdroje tedy zavisi
na lokalizaci nadoru, typu sensitizeru a nargdmié davce stelného zéeni. Vyuzivaji
se jak lasery, tak i lampy. Lampy, jako Sirokopasénadroje se pouzivaji tehdy, kdyz
je mozno svtlo aplikovat gfimo na nador, bez nutnosti propojeni zdroj&lav pomoci

optického vlakna.
2.6.1 Lasery

Vyuziti lasefi v medicig nastalo tér& okamzit po uvedeni prvniho laseru do
provozu. Jeho vSestranné vyuZiti vypliva z jehcstvlasti — jeho energie a vykonu
pienesené v uzkém vyiwvacim svazku, dezita je také koherence a
monochromatinost. Lék&e pitahuje mozZnost koncentrace vysoké energie optikeh
z&eni na malé ploSe a mozndszani a odgavani. Pro tyto vlastnosti ziskal laser
vyznamné postaveni v chirurgii — pouziva se zdev&ore laserového #éni na teplo
uvnité tkare. Vyhodou techniky je moznost bezdotykovéhdesihrantenéhorezu, bez
piipadného zaneseni infekce do rany a poskozeni.dkaimé terapeutickych metod
nachazeji lasery uplatni i v diagnostice, kde je laserovéhoiegdi vyuZzivano
k vySeteni oka, nebo tkani viiitich orgai (obr. 4).

Typy laset:
1) Argonoveé lasery a barvivove laseémgrpané argonovym laserem, tyto
lasery pati mezi neuzivagjsi, emituji v oblasti 600 — 650 nm, coz
jsou vhodné vinové délky pro excitaci porfyrirvykon je v rozsahu

10



10 — 500 mW/crh Pro (&ely PDT se tyto lasery pouZivajét§inou
s optickym vlaknem pro endoskopickou aplikaci.

2) Barvivové laseryerpané laserem vyuZzivajicim pary kow lasery
vyuZzivajici par kow, pracuji na rozdil od argonovych puisn
s frekvenci 1 khz a pouzivaji se spiSe jékgoaci zdroje pro lasery
barvivové, které maji poémne velkou plochu paprsku (aZz 3 &ma
jsou proto vhodné prodbu rozsahlejSich nadir

3) Diodové lasery — jedna se o polovaié lasery, které jsou vysoce

kompaktni, v&estranné a jednoduse ovladat&hé.

Obréazek 4: Laser pouzivany pro PDT®®

2.6.2. Lampy
V oblastech nevyuzivajicich opticka vidkna se peajZ lampy spolu s filtry pro

urcité vinové délky a to nagklad xenonové, wolframové, itave vybojky,

fluorescekini lampy a sodikové lampy. Jsou daleko st ale vykony v aktivénich

11



vinovych délkdch nejsou dostate pro navozeni fotodynamického jevu. Z tohoto
davodu a také proto, Ze pro docileni fotodynamickétiektu je feba zajistit co
nejkratSi ozgovaci casy s dostate¢ velkou intenzitou z&ni, vyhovuji jako zdroje

predevsim lasery?

2.6.3 Jiné zdroje

V dnesni dob jsou ve vyvoji dalSi mozné zdrojeieai pro PDT, jedna se
piedevsim o diodové zdroje (LED). LED emitujgerd o vinovych délkach v rozmezi
350 — 1100 nm a o intengitasi 150 mW/crh Jejich nej¥tsi vyhodou jej jejich
universalnost — mohou byt ugpdany tak, aby pokryly &Si plochu a mohou byt
napajeny bateriemi, coz umafe jejich genosnost. Nezanedbatelnou je i jejich nizka

cena v porovnani s ostatnimi zdr&ji.

2.7 Poskozeni a zanik biky

Normalni butka prodlava ukité funkeni i morfologické zminy, dané jejim
genetickym programem, a reaguje tak na poZadav&ficsvnetabolismu, rozviji se a
provadi své specifické fugki zangieni. Reaguje naizné fyziologické podwty, ale
zustava v wité dynamické rovnovaze — homeostaze. ¢dm okoli (zvySenou
fyziologickou z&tZ, vnsjSi patologické podgty) dokdZze do wité miry zviddnout
burg¢nymi adaptanimi mechanizmy, pokud je tato miraiepratena dochazi
k poskozeni biiky. PoSkozeni rize byt vratné (reversibilni), ze kterého sékaumize
vzpamatovat a nebo nevratné (ireverzibilni), kier&i jeji smrti — nekrézou hiky (z
fectiny nekros = mrtvola). Zanik Biky v mnohobus¢ném organizmu riize byt i cileny
proces. Je to naprogramovany proces vedouci kufestrpro organismus jiz
nepotebnych buik — v tomto pipact mluvime o apoptoze.

K nekréze neboli pasivnimu zaniku ity dochéazi vzdy, je-li ireverzibith
poSkozena ¢ktera ze zakladnich b&gnych funkci. K nekréze dochaziisgledkem
extrémnich vijSich fyzikalnich podminek (extrémni teplota, tlakmolarita, pH) nebo

12



silného poSkozeni bgh, které je vyvolano chemickymi latkami. Nekrézagbecr
doprovazena ztratou membranové integrity a metekdlihomeostaze, coz je
zpisobeno bezpragidnim, né&izenym rozpadem Mky. Pasivni zanik buik je
charakterizovan morfologickymi zmami, jak je otok a protrzeni membrany.
Nitroburg¢ny obsah se vyplavuje do okoli ki kde navodi zatlivou reakci a
nakonec dochazi k uplnému rozpaduku

Apoptdza je jeden ze @ipohi, kterym buika miZe oduntit. Casto se ozrialje i
vyrazem ,programovana b&ma smrt‘ (i kdyZz podle &Siny autofi je pojem
programovana buina smrt wici apoptdéze pojmem n#éazenym). Tento proces
vyZaduje genovou expresi a sfaitu energie.Casto je popisovana i jako vysoce
organizovana sebevrazdarky (obr.6). Na rozdil od nekrozy, ktera je rozpadeuiky
v disledku ireverzibilniho poSkozeni mechanického, dikého atd., je apoptdza
odpowdi na signaly pichazejici z okoli nebo i zevhibuiky. Béhem nekrozy bika
podléharad zmen, které jsou dsledkem naruSené schopnosti plasmatické membrany
kontrolovat pohyb iorit Bunka i jeji organely zdti, chromatin vytvéi nepravidelné
shluky. Vytékani bu&neho obsahu Zgobi zastlivou reakci v okoli nekrotické
buiky, ktera ostat&ivétSinou neni jedinou nekrotickou itkou v dané oblasti.

Od nekrozy se apoptdza lisi vkolika ohledech. Jak jiz bylo zmino, apopt6za
neni nadhodny &, ale vysoce organizovany proces, regulovany nahanstupnich.
Apoptoticka buika se smrsti a rozpadne na médsti zvané apoptotick&liska. Tato
teliska jsou ohrarena plasmatickou membranou a obsahujictd organely &asti
jaderného chromatinu. Apoptotick&liska jsou rychle fagocytovana #a@vymi
makrofagy. Velmi dlezity je fakt, Ze biika, ktera zanika timto Zgobem, nevyvola
zaretlivou reakci, protoze jeji obsah neunika do okoli.

Signaly, které apoptézu vyvolavaji,udou byt Gzné. Pat mezi & signalni
molekuly, které se chovaji jako ligandy membrandwvgeceptal, fyzikalni a chemické
faktory v sublimitnich intenzitach, které by ve $igh davkach Zjsobily nekrézu, ale i
nedostatekirstovych faktoé. Dilezita je i okolnost, Ze takzvanou winit cestou mze
apopt6zu vyvolat i neopravitelné poSkozeni DNA. fiimpisobem vilasteibuika radji
spacha sebevrazdu, nez by poskozenou genetickotmiafi néla prenést na dalSi
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generace. Apoptoticky signal spusti kaskadu realkeikteré ma nejdezitejSi ulohu

skupina proteifh zvanych kaspazy. Na konci této kaskady stoji kaspaaktivovana
DNAsa, enzym, ktery 8pi DNA na fragmenty délky typické pro apoptozu. d ytak

muzou byt detekovany pomoci elektroforézy, kde vkittav. ,DNA Zekricek”. Mezi

pét hlavnich sloZek, které s€astni mechanismu apoptézy, ipkiaspazy, proteiny Bcl-
2 rodiny, role mitochondrii a mechanismy odehr&iage na butném povrchu a
Vv jadre.

Mitochondrie je hlavni organelowdstnici se procésspojenych s apoptozou,
smetuji do ni signaly apoptézy z viitiho i vrejSiho prostedi. Rijetim t&chto signai
se zvySi propustnost mitochondrialni membréany¢ktené proteiny mitochondrii se
dostanou do cytoplazmy, kde aktivuji kaspazovok&ds.

Kaspazy (CASPASES = Cysteine Aspartate SpecificteA®ES) jsou specifické
cysteinové proteazy, kteréeépt proteiny. Kaspazy sechem apoptdzy dastni vSech
dulezitych hydrolytickych reakci.

Proteiny Bcl-2 rodiny reguluji apoptézu v mnoha¢saeh — mohou apoptozu
inhibovat nebo podporovat. Pémmezi antiapoptickymi a proapoptickymi proteiny

této rodiny uéuje zda apoptéza prabnedi nikoliv. ©®
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Obrazek 5: priubéh apoptdzy

Vlevo: zdrava bitka Vpravo: hitka podléhajici apopt6Zy

1) Zdrava biika

2) Apoptoticka biika se zmensSuje.

3) Apoptoticka biitka se rozpada na apoptotickiska a je fagocytovana

4) Apoptotickd biika je rozloZena.

P¥i apoptdze ztrati hika nejdive asymetrii fosfolipid v membran. Jadro se
svrafuje a chromatin zhtigje, tyto zné¢ny jsou provazeny fragmentaci DNA na velké
mnozstvi pravidelnych Usék kterd neni iz opravitelné a vede k nemoZzZnosti
transkripce DNA.Objem hiky se zmenSi (Ubytek vody spolu s elektrolyty) boas¢né
membrag se vytvdi cetné vykzky. V kon€né fazi dochazi ke kolapsu jadra a
fragmentaci bilky na apoptotickactiska, obklopena zbytky membrany. Ods#r@in
apoptotickychdlisek se dje fagocytézou pomoci mikrofagObr.5).®
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Obrazek 6: Buiika prochazejici apoptézou ve srovnani se zdravymitiikami

2.8 Parametry ovliiujici typ burééné smrti po PDT

Stupaér poSkozeni a typ bwtiné smrti silg zavisi na v§Sich a vnitnich
parametrech. V#Simi jsou typ a koncentrace sensitizeru, jeho liakae, doba
inkubace a oZavaci parametry, jako je davka a vykortelného zdroje. Mezi vrihi
parametry pdt typ burek, charakter tk&#) stav metabolismu a faze kgného cyklu.
Chemické vlastnosti sensitiZese pohybuji odigvazre hydrofilnich po lipofilni.

Lipofilni latky se primarg lokalizuji v membranach, fp dosazeni dostateé
koncentrace a po aplikaci vysoké davkyétl; za&nou zmsobovat zmny
v propustnosti membrén, zté§eji pruznosti a k inaktivaci membranovych enzyyav
systénti a receptar — toto vede ke ztr&tburt¢né homeostaze a nasledné nekrdze
bunky.

Apoptoza nize byt po fotodynamické terapii vyvolana nadnou produkci
reaktivnich forem kysliku v mitochondriich a vagtazne. Oxidaci lipici na vnitni
straré mitochondrialni membrany apobuje pokles jejiho potencionalu, tvorbu jpar
naslednému osmotickému bobtndni mitochondrii jedeve k jejich rozpadu.

Destabilizace membran mitochondrii a i endoplazehétio retikula ma za nasledek
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uvoliovani vapniku do cytoplazmy, jenz madileFitou roli v aktivaci apoptdzy.
Hydrofilni sensitizery lokalizované v lysozomechigpbuji uvohovani cathepsinu do

cytoplazmy a tim gmo aktivuji kaspazovou kaskadvl.

2.9 Fluorescence

Fluorescetini metody se stale vice pouZivaji nejen v biochkémt a
biofyzikalnim vyzkumu, ale i v klinické chemii, getickych analyzach, monitorovani
prostedi a dalSich oborech. V biomeditise jedna fedevsSim o identifikaci a&eni
burgk v pritokové cytometrii, zobrazovani btimych slozek ve fluoresceni
mikroskopii a analyze obrazu, studium &mkonformaci a dynamiky bednych
systént, aplikace viiznych testech jako je ELISA a dalSi, kdy fluorescémmetody
¢asto nahrazuji metody vyuzivajici radionuklidové &

Luminiscence je spontanni (samovolné)iema (obvykle) pevnych nebo
kapalnych latek, které vznika jakagbytek zé&eni €lesa nad urovni jeho tepelného
z&eni v dané spektralni oblastii mlané teplat, pritom toto zéeni ma witou dobu
doznivani, tedy trva i po skéeni budiciho &inku.

Lze takéftici, Zze luminiscence jeé&l pii némz z&eni o kratSi vinové délce qt&i
frekvenci) vyvolava v latce aitého slozeni vznik zéni o delSi vinové délce (nizsi

frekvenci).

Luminiscencalgli na:
1. fluorescenci
2. fosforescenci

3. zpoz@nou fluorescenci
Definice fluorescence

1. Nastane-li emise #ni z excitovaného elektronového stavu jednimvice

spontannimi energetickymigchody jedna se o fluorescenci.
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2. Praktické kritérium: fluorescenci pozorujemehdm buzeni a po jeho vypnuti
prakticky ihned mizi (doba dohasinani je obvyiddow 10% s).

Definice fosforescence:

1. Uplahuje-li se @i emisi z&eni z excitovaného elektronového stavu metastabilni

hladina jedna se o fosforescenci.

2. Praktické kritérium: fosforescence ma delSbuwaohasinani nez fluorescence

(>>10% s) a obvykle ji nelze pozorovat v roztocidhgokojové tepla.
Definice zpozdné fluorescence:

Zpozna fluorescence je #ay piechod z téhoz singletniho stavu;)($ako i
fluorescenci, ale sdelSi dobou dohasinani dasasem, po ktery je molekula

v metastabilnim tripletovém stavu (Obr.?Y)
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Obrazek 7: Schéma zéivych a nez&ivych pirechodi mezi elektronow vibraénimi

stavy sloZité molekuly (forma Jabtonského diagramu$”

2.9.1 Fluoresceini barviva

VétSina slozitych organickych molekul nefluoreskujeroto se k navozeni
fluorescence vyuzivaji ¥si fluorofory. Jsou fidavany ke vzorkm a navozuji u nich
vhodné fluorescami vlastnosti, nesmi vSakémit funkce tchto biologickych systém

- Fluorescetni zna&ky jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledovany

biomolekulam (proteiim, peptidim, ligandim, oligonukleotidm a jinym)
vazou kovalentni vazbou.

- Fluorescetni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se kedsi@ané

struktibee vazou nekovalentn a casto pitom meni své fluorescemi

vlastnosti. Volba fluoresceéni sondy je kidovou sodasti experimentu ve
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fluorescekni spektroskopii, nelo praw jeji vlastnosti umoiuji ziskat

potrebné informace.
2.9.2 Detekce reaktivniho kysliku

Existuje fada fluorescamich sond umatujicich detekovat nebo generovat
raizné druhy reaktivniho kysliku,cetné singletového kysliku, superoxidu, hydroxy
radikaii a peroxid. Tyto formy reaktivniho kysliku jsou fyziologickgrodukovany
v procesech jako je Alzheimerova choroba, apopt@ts fagocytéza a oxidujizné
bunééné slozky, jako NADH, NADPH, histidin, kyselinu askovou, tryptofan,
tyrozin, cystein, glutathion, proteiny a nukleovgséliny, a roviz cholesterol a

nenasycené mastné kyseliny (peroxidace iipi@
2.10 Fluorescedni mikroskopie

Fluorescetni mikroskopie je zaloZena na faktu, Z&které molekuly emituji
cast s¥tla, které ped tim absorbovaly, @p jako sétlo ale jiz o delSich vinovych
délkach. Jevu, kdy latka vysila do prostorétey fikdme luminiscence. e k ni
dochéazet p chemické reakci - enzym luciferaza oxiduje lugiieu s\wtlusky - a potom
hovatime o chemiluminiscenci. Pokud k luminiscenci daih@o ozéeni, hovdéime o
fluorescenci nebo fosforescenci. r&di, které luminiscenci vyvolava, se nazyva
excitani, z&eni vysilané latkou se nazyva emisni. Zatimco wrélscence trva
vyzarovani emisniho sla kratkou dobu a po zhasnuti exéittho zdeni tendi
okamzit emise zhasina (asi za 100 pikosekund), u fosfenescniZze k emisi dochazet
i dlouhou dobu po zhasnuti excitdho z&eni. Latka schopna fluorescence se nazyva
fluorochrom.

Fyzikalni podstata fluorescence a fosforescencecivwp ve vlastnostech
elektronového obalu atamv molekulach fluorochromu. Elektrongchto latek jsou
schopny absorbovat foton excitdho swétla, ¢imZ se zvysi jejich energi€ast této
now nabyté energie v3ak elektron po chvili wyzako foton s nizSi energii a tedy delSi
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vinovou délkou. Protoze doSlo ke ztr&@nergie, je vinova délka emisnihosta vzdy
delSi nez vinova délka &la excit&niho (Stokeovo pravidlo). JelikoZz vinova délka
udava barvu sitla, pozorujeme u emitovanéhoita posun kervenétasti spektra.

Abychom mohli dobe pozorovat emisni ¥éni jehoZ intenzita je vzdy mnohem
nizsi nez intenzita excitaiho zd&eni, pouzivame dvoijici filfr. Excitani filtr propousti
z barevného spektra pouzést potebnou pro excitaci fluorescence a zabja
prichodu s¥tla o stejn&i podobné vinove délce jako&lo emisni, které by vytuélo
pozadi. Bariérovy filtr propousti pouze emistést spektra a zahmaje prichodu
excitatnimu sw¥tlu. Excitani swtlo se od emisniho sice liSi barvou, ale je mnohem
intenzivrejsi, takZe by v &m emisni s¥tlo nebylo lidskym okem rozliSitelné.

Fluorescetni metody se pouzivajiipdevsim, pokud ptgbujeme zviditelnit
urcité latky a struktury v btce. Nekteré fluorochromy (ethidium bromid, Hoechst,
propidium jodid) se sami o sdlvazi na wité molekuly (nap. na DNA) a niZzeme je
tedy pouzit na zviditebmi &€chto molekul. Tento postup se nazyvéna fluorescence.

Pro &tSinu struktur v biice bychom vSak nenasli fluorochrom, ktery by sea
specificky vazal. V takovém ffpact pouzivame metody imunofluorescence. Jsou
vypracovany postupy, s jejichz pomoci si dokazZenyeohit protilatku, kterd se
specificky vaZze na té# jakykoli druh molekuly. Mame-li takovouto protilat,
muzeme na ni kovalentnhnavazat fluorochrom a vyrobit tak fluoreskujici letalu
specificky rozeznavajici to, co @ebujeme. V tomto ipad hovdime o @Fimé
imunofluorescenci.

Nevyhodou klasické fluoresc&m mikroskopie je to, Ze se itipsebelepSim
zaosteni detekuje tast s¥telného signalu pod a nad rovinou ostrosti. Proopmzani
Zivych burgk se pouziva modifikace fluores@em mikroskopie, tzv. konfokalni
mikroskopie. Jeji vyhodou je to, Ze se zisk&va ryosbraz obsahujici informaci
(ptislusné emitované fotony) pouze z roviny ostrostevyhodou je, Ze pro ziskani
vyuzitelré silnych signal vyZzaduje mimeéadre silny zdroj s¥tla typu laseru a specialni

technologii detekce fotdnz roviny ostrosti (coZ zvy3uje centigtroje).®¥
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2.11 Konfokalni mikroskop

Princip laseroveho rastrovaciho konfokalniho nmskapu je  znazogm na

obrazku (Obr.8).
infurmaceuinmzi@

dekkior
svila

informace o souiradnicich
bodd (X - 1)

délic
a rasrovaci
ol Zond
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Obréazek 8: Princip konfokalniho mikroskopu 2

Pozorovany vzorek je ostlovan bodovym zdrojem stla. Tim je laserovy
paprsek fokusovany na clonku, ktera je pak objektivmikroskopu zobrazena na
vzorek, do bodu o fméru rovnajicim se rozliSovaci schopnosti objektiviav(
difrakéni mez). TentyZ objektiv pak sbirdédo vzorkem odrazené nebo rozptylené,
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popipad jeho fluorescenci. Po #mém pfichodu tohoto sekundarnihoreai
objektivem vznikne dalSi obraz bodové clonky, ktgey pomoci dlice paprsk
lokalizovan ped fotonasokii Zde se nachazi druha, konfokalni bodova clonka,
blokujici detekci z#eni pochazejiciho z mist vzorku mimo rovinu, do rétge
mikroskop pra¥ zaosten. Obraz celé zadshé roviny pak ziskame jejim rastrovanim
bod po bodu, zjsobem, ktery je v zasadpodobny tomu, jakym svazek elektiion
vytvéri obraz na televizni obrazovce. Existuji zakladni metody rastrovani: cestou
rozmitani laserového paprsku nebécpym posouvanim vzorku ted objektivem,
popipadt posouvanim objektivu nad vzorkem.

Konfokélni obrazy arozliSovaci schopnost konfakdb mikroskopu. ®
rastrovani je mrena intenzita <sMla registrovana ptacem spolu s informaci
o sodadnicich analyzovaného bodu. Diky prostorové fiitrageni dopadajiciho na
detektor neobsahuje obraz wvytgny pcitatem neostré pozadi pochazejici
z mimofokalnich oblasti vzorku. V tomto smyslu jdanfokalni obrazy vzdy zadgshé
a predstavuji optickérezy vzorkem. S objektivem o numerické apirtt- 1,3 ap
pouziti modrozelenéary argonového laseri. € 488 nm)cini tlou¥ka optickychiezi
asi 0,4 m. Prostym vertikalnim posouvanim vzorkii wbjektivu je navic umozmo

pozorovat optickéezy v iznych hloubkach pod povrcheftf)
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3. Cil prace

Cilem prace bylo adteni fotodynamickych vlastnosti porfyrinu ZnTRP&ery
je mozné vyuzit pro navozeni fotodynamického jewnaslorovych biikkach, konkréta
v buikach bronchogenniho karcinomu A54%ithost fotodynamické reakce zavisi na
nalezeni vhodné kombinace koncentrace fotodynamigkiyvni latky a intenzity
viditelného zéeni, které zpsobi bukcné poskozeni. Mezi neév vyvijené
fotodynamicky aktivni latky paiti ZnTPPS. Vlivem absorpce sitla dochazi k excitaci
sensitizeru navazaného vitoe a tato excitovana forma sensitizeru potom aébguje
piimo se substratem za vzniku volnych radikgubstratu. DalSim moZznym typem
reakce excitovaného sensitizeru jenmos energie ze sensitizeru na kyslik a ke vzniku
vysoce reaktivni singletové formy kysliku. Volnédil@aly, predevsSim radikaly
lipidovych sloZzek bu&nych membran, jsoufiginou destrukce nadoru. Cilem prace
bylo tedy o¥iit zavislost tvorby reaktivnich forem kysliku naricentraci sensitizeru
pii urcité davce ozi&ni a stanoveni optimalnich paranmidtmavozeni fotodynamického
jevu v nadorové hice.
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4. Experimentalni ¢ast
4.1 Material
4.1.1 PouZzité experimentélni kigné linie

V experimentu byla pouzita nadorova btma linie bronchogenniho karcinomu
A549, kultivovana a pomnozena v gkubatoru pi 37°C a 5% CQ v neutralnim
DMEM. Bunééna linie byla pravideld piipravovana k experimeinin v Laboratdi
rastovych regulatdr, spadajici pod Ustav experimentalni botaniky AAR a
Prirodowdecké fakulty UP v Olomouci.

Bronchogenni karcinom je onemeain s nepiznivou prognézou a vysokou
letalitou. Realnou prawgodobnost dlouhodeéfsiho gezivani maji jen nemocni, u
kterych bylo onemoaimi zjiS&no véasném stadiu.

Bronchogenni karcinom se dle morfologigi cha typy nemalobuftné — cca 75
— 80% a malobuitné 20 — 25%. K néastjSim typim prvre zmirgné skupiny pat
karcinomy epidermoidni, adenokarcinomy a karcin@angplastické velkobwiné. Jen
mensSina — cca 20% vSech nemocnych - ma ¥ dsibhnoveni diagndzy jeStasna
vyvojova stadia choroby, u kterychighazi v ivahu chirurgicka terapie. Jejimu vyuziti
v predpokladaném rozsahu vSak br&asta komorbidita bronchogenniho karcinomu
s dalSimi zavaznymi chorobami, které mohou byt tontlikaci chirurgické kEy.
Celkow je k chirurgické léb¢ indikovano jen cca 11% nemocnych.

Bronchogenni karcinom ohrozuje nemocného jednakalt® intenzivnim
rastem, ale zejména metastazami do jater, mozkunkaitnre, nadledviny, dalSich
plicnich laloki a dalSich orgdna také kachexii a metabolickym rozvratem. OhroZeni
pro pacienta festavuje i onkologicka terapie — respektive jegaumuci dinky (zvIase

chemoterapie a radioterapi€y’
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4.1.2 Sensitizer
Byl pouzit porfyrinovy sensitizer ZnTPR&inecnaty derivat TPP.
4.1.3 Fluorescedni znaka

CM-H,DCFDA (5-(a-6)-chloromethyl-2"7'-dichlorodihydrofitescein diacetat
acetyl ester) se vyuziva k pro detekci reaktivniiciem kysliku. Je to membrandv
propustny reagent. Po vstupu donky je tato latka pemEnéna na bu&nou
membranou nepropustny derivat CMBXCF. Po reakci s reaktivni formou kysliku
dochéazi k jeho oxidaci a vzniku fluoreséeiho produktu CM-DCF ktery istava

zachycen uvnitbuiky a odpovida mnozstvi intracelularni oxida®e.
4.1.4 Mikroskopie

Po 24 hodinach inkubace byléstové medium DMEM nahrazeno pufrem PBS
s 5mM glukézou (0,099g do 100 ml) a kikam byla pidana fluorescemi znaka
CM-H,DCFDA 5 puM. Po néasledné inkubaci 20minut veétrayly buiky oz&eny a
sledovany pomoci inverzniho fluoreséeiho mikroskopu Olympus IX 70, digitalni

kamery Olympus a softwaru Olympus Microlmage (aby..1
4.1.5 Merreni produkce reaktivnich forem kysliku
Produkce ROS po fotodynamické reakci byk¥ena pomoci spektrofluorimetru

Synergy HT (BioTek, USA) i excitatni vinové délce 495nm a emisni vinové délce
530 nm. (obr.14).
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4.1.5 Zdroj s¥telného zéeni

K navozeni fotodynamické reakce byl pouzity ioxa& slozeny
Z luminisceknich diod umisiny uvnit fluorescetinim readeru (LEDs; 670 nm) o
hustot vykonu 0,1 mW.cii po dobu 17 minut a nasletibyl pouZit externi oZzava:
sloZeny z luminiscemich diod (LEDs; 670 nm) o hustorykonu 10 mW.crif (obr.13)
v celkové davce 15 J.cfrpo dobu 8 minut, kterym se dpaalo mimo reader do cilové

davky.
4.2 Metodika

Bunky lidského bronchogenniho karcinomu A549 (ATTC UShyly
inkubovany 24 hodin v Petriho miskach (500 000/risk) ve 2 ml kultivéniho média
DMEM v termostatu i 37°C a 5% atmosfé CQ. Po 24 hodinach byl ve flowboxu
piidan do 2 ml média sensitizer ZnTRP&koncentraci 1, 10 a 106M. Medium
DMEM bylo nahrazeno 2ml PBS s 5mM glukézou a kgfidlano 20 pl fluorescemi
znaky CM-H,DCFDA (Invitrogen Corporation, USA) do 2 ml PBSimtvznikla 5 uM
koncentrace CM-EDCFDA v misce. Biiky byly déle inkubovany 20 minut ve &npri
37 °C a 5% atmosfé CQO.

Fotodynamicka reakce byla navozena&temym zd&enim o celkové davce
15 J.cnf. Nejprve se ozavalo oz#ovaiem, sloZenym z luminiscénich diod,
umisgnym uvnit fluoresceriniho readeru o vykonu 0,1 mW.&émNasleds byl vzorek
doz&en na cilovou davku externim daaasem o vykonu 10 mW.cih Konstrukce
fluorescekniho readeru neumoznila zabudovat fozga® o WwtSim vykonu, ozé&ni
v readeru slouzilo ke sledovani kinetiky vzbrk- nasledné doréni externim
ozaovaem bylo pouzito zZasovych dvodi experimentu, pouziti si#jgiho zdroje
swtla vyrazre zkratilo dobu ozgovani. Kontrolni vzorky fedstavovaly buitné linie
pouze v kultivénim médiu a bez sensitizeru. Pro kazdou koncenirdai provedena 4
nezavisla mireni a vypdoitdn paimér a smérodatnd odchylka. Dale byla sestrojena
kalibracni kiivka, ze které se tita snmernice.
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5. Vysledky

Kalibracni kiivka se detekovala pomoci kinetickéh@reni detekce bD,. Do
misky s bugcénou linii a fluoresceini sondou inkubovanou 30 minut ve¢mPBS s 5
mM glukdzou se fidalo postupd po 4 minutach automaticky pomoci davkesare
fluoresceknim readeru 1@l 20 mM HO,, 25 ul 20 mM HO,, 50 ul 20 mM H0O; a
nakonec 50ul 200 mM HO,. Po poslednim ffidavku peroxidu vodiku se kinetické
meieni provadio jeS€ 20 minut, aby se hodnota datu ROS ustalila na maximalni
hodnot. Ze ziskané ikvky kinetického ndteni (graf 1) byla ziskana data, ze kterych se
ur¢ily 4 hodnoty pouzité k sestrojeni kalibra kiivky (graf 2).

Kalibrace

Fluorescence

0,001018519 0,001886574 0,002905093 0,003784722 Q4848 0,005671296

Cas (min)

Graf 1: K¥ivka kinetického méreni ROS po Fidavku 10pul 20 mM H,0,, 25ul 20
mM Hzoz, 50],l| 20 mM HzOz a 50],1' 200 mM H202.

Hodnoty ze kterych se kalilimai kiivka sestrojovala byly vzdy ustélené

maximalni hodnoty poifdavku uteného mnozstvi D, (tab. 2).
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Pridavek H,O; ¢islo: Fluorescence (FU) Koncentrace H,O, (uM)
1 15 99
2 16 583
3 31 678
4 281,25 5376

Tabulka 2: Naméiené hodnoty k sestrojeni kalibr&ni k¥ivky

Z kalibrani kiivky se utila smernice k, ktera se pouzila kippaitu ziskanych
dat z fluoresceatnich jednotek (FU) na koncentragiM H.O,na 500 000 busk).

Kalibra &ni kfivka Y~ 9.0534x-66526
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Graf 2: Kalibra éni k¥ivka

Smernice Kivky byla:

y = 0,0534x + 6,6526

k bylo uceno podle obecného tvaru rovniaénpky
y=kx+q

¢ehoz plyne, 2& = 0,5585
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Tato sn&rnice gimky byla pouzita k fepaitu fluorescetinich jednotek na koncentraci
H,0,.

Na grafu ¢. 3 je znazoréna produkce ROS v zavislosti na koncentraci
sensitizeru B davce oz#eni 15 J/crh Z nangtenych vysledk vyplyva, Ze se
vzrastajici koncentraci sensitizeru roste produkce RO®Gkach.

Finalni produkce ROS v davce 15 J/cm 2

X
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o
~
N—r
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®)
o
©
o
~
>
o
o
S
o

10uM 100uM kontrola

Koncentrace ZnTPPS 4 (MM)

Graf 3: Produkce ROS po oz#eni davkou 15 J/cm v koncentraci na 500 000

bunék
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V tabulce¢. 3 vyjadena produkce ROSripozaovani v zavislosti ngase. V
grafu ¢. 4. je znazorgna kinetika produkce ROS ¢lem prvnich patnacti minut
ozaovani zdrojem o hustdtvykonu 0,1 mW.cif. Z vysledk vyplyva, Ze kineticka
produkce ROS se v zavislosti r@ase zvySuje. Na grafd. 5 je vyjaden rozdil
v produkci ROS mezi 15 a 25 minutami #mzni, kdy byl na poslednich 7 minut

e

Koncentrace | ROS produkce ROS ROS ROS
sensitizeru | [pM/s H,O;] v produkce produkce koncentrace v
ZNTPPS, prvnich 20 [uM/s H,05] | [pM/s H,05] v | davce 15 J/crf
sekundach v 5 minutach | 12minutach [kM H209]
1uM 1221,91+42,6 1376,404+77,7 | 1540,262+100,3 | 4442,884+265,3
10 uM 1001,873+38,6 1161,049+37,5 | 1296,816+61,2 | 13286,52+449,1
100uM 1011,236147,7 1460,674+51,3 | 2186,33+83,1 | 38113,3+2164,3
kontrola 1109,551+51,9 1268,727+46,6 | 1418,539+36 2326,7791142,9

Tabulka 3: Kineticka produkce ROS p¥i ozarovani uM H >0, na 500 000 bugk) v
prvnich 20 sekundéch, 5 minutach, 12 minutach a vinalni davce 15 J.cm
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Kinetika produkce ROS b éhem prvnich 15 minut
ozarovani
(LEDs; 670 nm, 10 mW.cm %)

—— 1 uyMZnTPPS4
10 yM ZnTPPS4
100 yM ZnTPPS4
Kontrola
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Graf 4: Produkce ROS kshem prvnich 15 minut oz&ovani (davkou 15 J/crf
v koncentraci na 500 000 bugk)
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Naruast mnozstvi ROS mezi 15 a 25 minutou oza Fovani

H 25 minut
ozarovani

M 15 minut
ozarovani
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Graf 5: Produkce ROS po ukor€eni ozaovani (davkou 15 J/cm v koncentraci na
500 000 burk) a rozdil mezi pattem ROS v 15 a 25 minut
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Fluorescenéni jednotky (FU)

Doba méreni Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Pramér
0:00:00 1198,502 1273,408 1198,502 1123,596 1198,502
0:00:20 1254,682 1273,408 1179,775 1179,775 1221,91
0:00:40 1273,408 1310,861 1217,228 1142,322 1235,955
0:01:00 1292,135 1348,315 1179,775 1179,775 1250
0:01:20 1292,135 1348,315 1235,955 1198,502 1268,727
0:01:40 1329,588 1367,041 1198,502 1217,228 1278,09
0:02:00 1292,135 1367,041 1217,228 1235,955 1278,09
0:02:20 1348,315 1367,041 1217,228 1254,682 1296,816
0:02:40 1367,041 1404,494 1273,408 1254,682 1324,906
0:03:00 1367,041 1423,221 1217,228 1273,408 1320,225
0:03:20 1385,768 1404,494 1235,955 1273,408 1324,906
0:03:40 1404,494 1441,948 1235,955 1254,682 1334,27
0:04:00 1385,768 1441,948 1273,408 1254,682 1338,951
0:04:20 1385,768 1423,221 1254,682 1310,861 1343,633
0:04:40 1441,948 1441,948 1273,408 1310,861 1367,041
0:05:00 1423,221 1479,401 1292,135 1310,861 1376,404
0:05:20 1441,948 1460,674 1273,408 1292,135 1367,041
0:05:40 1479,401 1479,401 1292,135 1310,861 1390,449
0:06:00 1441,948 1479,401 1292,135 1329,588 1385,768
0:06:20 1479,401 1516,854 1273,408 1329,588 1399,813
0:06:40 1479,401 1498,127 1273,408 1329,588 1395,131
0:07:00 1498,127 1498,127 1310,861 1348,315 1413,858
0:07:20 1498,127 1516,854 1348,315 1329,588 1423,221
0:07:40 1498,127 1516,854 1329,588 1348,315 1423,221
0:08:00 1498,127 1554,307 1367,041 1348,315 1441,948
0:08:20 1516,854 1535,581 1329,588 1404,494 1446,629
0:08:40 1535,581 1554,307 1348,315 1385,768 1455,993
0:09:00 1554,307 1573,034 1348,315 1404,494 1470,037
0:09:20 1535,581 1610,487 1385,768 1404,494 1484,082
0:10:00 1573,034 1610,487 1385,768 1423,221 1498,127
0:10:20 1573,034 1610,487 1404,494 1460,674 1512,172
0:10:40 1573,034 1647,94 1423,221 1423,221 1516,854
0:11:00 1610,487 1647,94 1423,221 1460,674 1535,581
0:11:20 1610,487 1647,94 1404,494 1441,948 1526,217
0:11:40 1610,487 1685,393 1441,948 1441,948 1544,944
0:12:00 1610,487 1666,667 1441,948 1441,948 1540,262
0:12:20 1610,487 1666,667 1441,948 1479,401 1549,625
0:12:40 1629,213 1685,393 1441,948 1498,127 1563,67
15 J/cm2 4644,195 4719,101 4044,944 4363,296 4442,884

Tabulka 4: Piiklad hodnot kinetické a finalni produkce ROS nangrenych
fluorescertnim readerem pro koncentraci 1uM ZnTPPS,, ve fluoresce®nich
jednotkach FU pirepatteno na 500 000 buék.
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K ovéteni (&innosti PDT jsme také provéld pozorovani vzori pied i po
terapii za pomoci fluorescéniho mikroskopu a nasledného zpracovani pomoci
softwaru Olympus Microlmage (obr.10 a 11). R&rbylo pomoci fluorescenich
znatek sledovano rozloZeni produkixidace v bitkach (obr.9).

Obrazek 9: Fluorescerni obraz bunék po dodani znaky CM-H ,DCFDA (5 puM) a

nasledném ozéeni ukazuje rozloZeni oxidaci vzniklého fluoresegniho produktu

CM-DCF v buiice po fotodynamické terapii
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Obrazek 11: Bronchogenni karcinom A549 - biiky v kultiva énim médiu po
fotodynamickeé terapii.



6. Diskuse

Navozeni bu&né smrti fotodynamickou reakcitipsouwasném psobeni
sensitizeru, kysliku a #éni - fotodynamicka terapie - je v dneSni &adbtenzivre
studovéno. Jiz dnes byl dok&dzan obrovskings pro Iébu nadorovych (ale i mnoha
nenadorovych) onemoéni a PDT se zZdna stavat dalSidiné pouzivanou metodou
l6cby.®

Efektivita PDT je dana mnoha faktory, jako H#ifad fotofyzikalni vlastnosti
sensitizeru, koncentrace sensitizeru, vinova délla, hloubka do které pronikne
swtlo ve tkanich, citlivost dané tk&ma singletni kyslik, atd..

Fotodynamicka reakce vznikdi rombinaci ¢tyi sloZzek: fotosensitizujici latky,
molekularniho kysliku, sitla optimalni vinové délky a biologického substratu
(proteiny, nukleova kyselina nebo jiné Wané komponenty). Po vhodném podani
sensitizeru, ktery je ipdnost® vychytdvan v patologicky aktivni tkani, se apli&uj
viditeIné s\¥tlo o vinové délce shodné s absorm maximem daného fotosensitizeru a
dochéazi k destrukci nadorovych kn na niz se &astni gevazié reaktivni formy
kysliku jako je superoxidovy anion, peroxid vodikiydroxylové radikaly.

Diky svym reaktivnim chemickym vlastnostem, mohB®S v dostat:é
koncentraci navodit poskozeni iy vedouci kjeji smrti bdi nekr6zou nebo
apoptézou. Tento poznatek ma velkyinps pro |ébu rakoviny, jelikoz ¥tSina
rakovinnych buik je neustéle ve zvySeném oxidém stresu a proto i vice nachylna
k poskozeni volnymi radikaly”

Porfyriny jsou lipofilni a maji sklon k akumulaciv membranach a
intracelularnich organelach jako jsou lysozomy #iochondrie

Nicmére naSe obrazky z fluoresasriho mikroskopu ukazuji, Ze porfyrinovy
sensitizer (ZnTPP$ je homogen& distribuovan v celé hice bronchogenniho
karcinomu A549 s vyjimkou jeho jadra.

Vzhledem k tomu, Ze efekt PDT je zavisi na praidiROS, zaniil jsem se ve
své praci na zjighi produkce ROS wthto buikach. Produkce byla indukovana

oz&enim burk viditelnym sw¥tlem za pitomnosti sensitizeru. PouZili jsm# tuzné
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koncentrace sensitizeru - 1, 10 a 10 s tim, Ze s rostouci koncentraci by s&am
zvedat produkce ROS a naslédnefektivita PDT, tedy Ze nizké koncentrace nemaji
vliv na poskozeni hiky, zatimco vysoké davky apobuji bugcnou smrt®

Tato domgnka se potvrdila, nejvysSi produkce ROS bylo dosazgri
koncentraci 10@M, ale uz i gi koncentraci 1M nastala masivni produkce ROSi P
koncentraci 1uM byla produkce na velmi nizké darovni, srovnatelsairovni
v kontrolnim vzorku, kde nebykffomen zZadny sensitizer.

P¥i experimentu jsme vzorky oavali LED diodovymi ozéovaii — prvni
oz&eni po dobu 17 minut bylo provedeno Bmeem umisinym uvnit
fluorescedniho readeru o vykonu 0,1 mW.&nzbytek oz#eni do cilové davky byl
proveden ozmvasem o vykonu 10 mW.cipo dobu 7 minut externim dzaasem.
Cilova davka byla wena na zakladpredchozich vyzkuria na 15 J/crhy nizsi davky
nejsou dostat@é pro navozeni smrti nadorovych ki) Pri ozatovani zdrojem sitla
o vysS8im vykonu jsme sledovali rychlejSi dstr mnoZzstvi ROS ve vzorcich, coz
dokazuje pimou zavislost produkce ROS na ziskané davceeoka

Ptfi mikroskopickém pozorovani vzaikpo ukorgeni fotodynamické terapie byla
jasre patrna vysoka mortalita nddorovych Bkinjiz pii koncentraci 1QuM sensitizeru
ve vzorku. B koncentraci 10QuM byl vysledny péet mrtvych busk o réco vyssi,
avSak riziko poskozeni zdravé tkge pri této koncentraci mnohem praygbdobrgjsi.
Malé mnoZstvi sensitizeru totiz pronikd z krevnikeiste i do ostatnich tkar?
Z tohoto divodu se koncentrace 10M zda idealni pro svoji dostateou fototoxicitu a

nizsi riziko kontaminace ostatnich tkani.
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7. Zawr

V ramci této prace bylo dokazano, Ze studovanyisess porfyrin ZnTPP$
vhodny pro vyvolani fotodynamické reakce nadoroviehmiénych liniich in vitro.
Byla prokdzana nizk& cytotoxicita a vysoka fotodgitkd &innost g aktivaci
swtlem vhodné vinové délky.

Déle byla prokdzana zavislost tvorby reaktivnicrefo kysliku na koncentraci
sensitizeru P urcité davce ozieni (kEhem gedchozich experimeiturcena vhodna
hranice 15 J.cif) — bylo prokdzano, Ze se zvedajici se koncensewsitizeru se zveda
i produkce reaktivnich forem kysliku a to tak, Ze pii koncentraci 10uM dochazi
k produkci dostat;mé pro navozeni betné smrti u sledovaného lidského
bronchogenniho karcinomu A549.

Vysledky této prace jagnprokazaly perspektivnost metody PDT pra@bié
nadorovych onemoeni svoji &innosti, @i dodrZzeni zakladnich pravidel pouZziti, jako
koncentrace sensitizeru a dodané davkeeswveho zéeni vhodné vinové délky.
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9. Seznam zkratek

A549
CASPASES
CM-DCF
CM-H,DCFDA
CO,
DMEM
DNA

FU

H20;
H.O

HIV

HpD

In vitro
In vivo
LASER
LED
NADH
NADPH
O,

0,°

OH°
PBS
PDT

R*

ROS

S
TPPS
ZnTPPS
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buri¢na linie bronchogenniho karcinomu
Cysteine Aspartate Specific ProteASEs
5-(a-6)-chloromethyl-2'7'-dichlorodihydrofirescein
5-(a-6)-chloromethyl-2'7'-dichlorodihydrofitescein diacetat
oxid uhlicity
kultiva¢ni medium
deoxyribonukleova kyselina
fluorescetni jednotka
peroxid vodiku
voda
Human Immunodeficiency Virus
derivat hematoporfyrinu
na bur¢neé linii nebo tkéoveé kultue
na Zivém organismu
light amplification stimulated by emited ratilon
light emited diode
nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
molekularni kyslik
superoxidovy radikal
hydroxilovy radikal
phosphate buffered saline
fotodynamicka terapie
oxidované radikaly
reaktivni formy kiksi
excitovany sensitizer
meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyin)

zinetnaty komplex sensitizeru TPPS



10. Filohy

Obrazek 12: fluorescerni mikroskop Olympus IX 70



Obrézek 13: oz&ovat sloZzeny z luminiscetinich diod vykonu 10 mW.cn¥



Obréazek 14: spektrofluorimetr Synergy HT (BioTek)



