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SOUHRN

Fotodynamicka terapie je nova metoda léCby nadoru, ktera vyuziva tvorby reaktivnich
forem kysliku ke zniCeni nadorovych bunék. Fotodynamicka terapie zahrnuje aplikaci
fotosensitivni latky (fotosensitizéru) a nasledné svételné zafeni. Ozareni fotosensitizéru vede
k tvorbé cytotoxickych latek, které nasledné indukuji buné&nou smrt.

Zareni zpusobuje excitaci fotosensitizéru do tripletového stavu. Tento stav muze
podlehnout dvéma riznym reakcim. Prvni typ zahrnuje reakci excitovaného fotosensitizéru
se substratem. Jeho prostfednictvim dojde k pfenosu energie na kyslik, ¢imz dojde ke vzniku
volnych radikald a radikalovych iontd. Pfi druhém typu dochazi k pfenosu energie
Z excitovaného fotosensitizéru pfimo na kyslik. Tato reakce vede Kk vytvofeni velice
cytotoxického singletového kysliku. Vytvarené reaktivni formy kysliku zpUsobuji dva druhy
bunécné smrti — apoptdzu a nekrozu.

V této praci byl testovan vliv riznych fotosensitizérll a rlizné intenzity zafeni na tvorbu
reaktivnich forem kysliku a na celkovou viabilitu pomoci kinetické analyzy a MTT testu.
Studie byla provedena na G361 (kozni melanom) a NIH3T3 (mysi fibroblasty) bunéénych
liniich. Jako fotosensitizér byl pouzit meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin (TPPS,) a jeho
zine€naté (ZnTPPS,), paladnaté (PdTPPS,) a hofe¢naté (MgTPPS,) derivaty. Jako zdroje
zareni byly pouzity luminiscenéni diody (LED). Velikost svételnych davek byla 1 J/cm?,
5 J/cm? a 10 J/cm?.

Vysledky této prace predstavuji zavislost fotodynamické terapie na typu bunécné linie,

typu fotosensitizéru, jeho koncentraci a také davce zareni.



SUMMARY

Photodynamic therapy is a new treatment modality of tumours utilizing the generation
of reactive oxygen species to destruction of tumour cells. Photodynamic therapy involves
application of a photosensitizing drug (photosensitizer) and subsequent light illumination.
Irradiation of photosensitizer leads to the generation of cytotoxic species which subsequent
induce cell death.

Irradiation causes excitation of photosensitizer to the triplet state. This state can undergo
two different reactions. The first type involves reaction of excited photosensitizer with some
substrate. Through it energy is transferred to oxygen to form free radicals and radical ionts.
During second type energy is directly transferred from excited photosensitizer to oxygen.
This reaction leads to generate very cytotoxic singlet oxygen. Forming reactive oxygen
species causing two types of cell death — apoptosis and necrosis.

In this work was studied effect of different photosensitizers and different light intensity on
the production of reactive oxygen species and overall cell viability by kinetic analysis and
MTT test. Study was performed in G361 (human skin melanom) and NIH3T3 (mouse
fibroblasts) cell lines. As fotosensitizers were used meso-tetrakis(4-sulfonatophenyl)
porphyrin (TPPS,) and its zinc (ZnTPPS,), palladium (PdTPPS,) and magnesium (MgTPPS,)
derivates. As a source of radiation were used light emitting diodes (LED). Sizes of the light
doses were 1 J/cm?, 5 J/cm? and 10 J/cm?.

Results of this work represent dependence of photodynamic therapy on type of cell line,
photosensitizer type, its concentration and light doses.



OBSAH

1. CILE PRACE
2. UvoD
3. LITERARNiI RESERSE
3.1 Historie fotodynamické terapie
3.2 Fotosensitizéry (PS)
3.2.1 Déleni PS
3.2.2 Distribuce PS
3.2.3 PS prvni generace
3.2.4 PS druhé generace
3.2.5 Idealni PS
3.3 Zdroje zareni pro PDT
3.3.1 Typy zdroju
3.3.2 Zplsoby ozarovani
3.4 Princip PDT
3.4.1 Reaktivni formy kysliku (ROS)
3.4.2 Vznik ROS pii PDT
3.4.3 Mechanismy poskozeni nadoru
3.43.1 Pfimé usmrceni
3.4.3.2 Zména v cévnim zasobeni a imunitni reakce
3.4.3.3 Poskozeni biomolekul
3.5 Typy bunééné smrti
3.5.1 Apoptoza
3.5.1.1 Mitochondrialni draha
3.5.1.2 Ceramidova draha
3.5.2 Nekréza
3.6 PDT in vitro
3.6.1 Vliv PDT a ftalocyaninu na kozni melanom
3.6.2 Vliv elektro-PDT na plicni adenokarcinom
3.7 PDT v klinické praxi
3.7.1 Vyuziti PDT pfi Ié€bé rakoviny pankreatu
3.7.2 Dermatologické vyuziti PDT
3.7.3 Vyuziti u¢inkda PDT pro Ié€bu rakoviny plic
3.7.4 Vyuziti PDT u metastatického karcinomu v mozku
4. MATERIAL A METODY

4.1 Bunééné linie

10
12
12
13
13
13
14
15
16
17
18
19
19
19
20
23
23
23
24
24
25
25
26
26
27
27
27
28
28
29
30
31
33
33



© © N oo

4.2 Fotosensitizéry

4.3 Ostatni material

4.4 Laboratorni pristroje + programy

4.5 Priprava a aplikace fotosensitizéru

4.6 ROS detekce

4.7 Ozarovani

4.8 MTT test

VYSLEDKY

5.1 Méreni produkce ROS
5.1.1 G361 bunky (kozni melanom)
5.1.2 NIH3T3 bunky (mysi fibroblasty)
5.1.3 G361 a NIH3T3 bunky bez ozareni

5.2 MTT test
5.2.1 G361 bunky (kozni melanom)
5.2.2 NIH3T3 bunky (mysi fibroblasty)
5.2.3 G361 a NIH3T3 buiky bez ozareni

DISKUSE

ZAVER

LITERATURA

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

33
34
34
34
35
36
37
39
39
40
42
45
46
47
50
53
55
57
59
63



1 CILE PRACE

Prvnim cilem bylo vypracovat reSerSi na zadané téma bakalarské prace. Druhym cilem
bylo ovéfit vliv a ucinnost fotodynamického efektu nové vyvijenych fotosensitizéri (TPPS,,
ZnTPPS,, PdTPPS, a MgTPPS,;) na nadorovych (G361) a nenadorovych (NIH3T3)
buné&cénych liniich méfenim reaktivnich forem kysliku a pomoci MTT testu viability. Testovani
provést celkem pfi tfech davkach zafeni (1 J/em?, 5 J/cm?, 10 J/cm?) a Sesti koncentracich
(0,5 uM; 1 uM, 5 yM; 10 pM; 50 pM; 100 uM). Vysledky jednotlivych fotosensitizéru poté

porovnat.



2 UVOD

Fotodynamicka terapie (PDT) je neustale se rozvijejici metoda, ktera pfedstavuje velkou
nadéji pro lé¢bu urcitych typl rakoviny. | kdyz jeji samotné ucinky jsou znamé v podstaté jiz
tisice let, na lékafském poli se jedna stadle o novou metodu. JiZ od svého objevu byla
fotodynamicka terapie peclivé studovana a spolu s ni i vSechny souvisejici aspekty. Aby bylo
mozno navodit fotodynamicky jev, je zapotfebi tfi slozek — fotosensitizéru, zdroje svétla a
kysliku (Mitton a Ackroyd, 2008). Fotosensitizér (PS) je latka, ktera je po aplikaci do téla
pacienta selektivné vychytavana nadorovou tkani. Druhou nezbytnou sloZzkou je zdroj, ktery
poskytuje svételné zareni (napfiklad laser). Vinova délka zafeni se odviji od toho, v jaké
hloubce se nador nachazi. Lidska tkan nejefektivnéji propousti dervenou &ast spektra. Cim
delSi je aktivacni vinova délka fotosensitizéru, tim hloubéji je svétlo schopno penetrovat
(Kubler, 2005). Légba spodiva v aplikaci fotosensitizéru a nasledném zaméreni svételného
paprsku na postizené misto (nadorovou tkarn). Diky selektivnimu vychytavani je v misté
nadoru vétSi koncentrace aplikované latky, ktera je zarenim excitovana a naslednym
pfedanim energie umozni vznik fototoxickych reaktivnich forem kysliku (ROS). Jejich
mnozstvi je zavislé na tieti dllezité soucasti PDT, kterou je kyslik. Vzniklé volné radikaly jsou
velmi dulezité, protoze jsou schopny rlznymi mechanismy zprostfedkovat destrukci
nadorovych bunék.

Existuje mnoho davodu, proc je IéEba pomoci svétla ¢im dal popularngjsi. Jednim z nich je
neinvazivnost PDT. Jak uz samotny nazev napovida, hlavnim zdrojem, ktery se podili na
destrukci nadoru, je svételné zareni. Proto neni, narozdil od resekce, potfeba operativniho
zasahu do tkané pacienta. DalSim duvodem je, ze fotodynamicka terapie je v podstaté
bezbolestna, coz neni u jinych metod pravidlem (napfiklad u kryoterapie se uvadi silna
bolestivost). Jednoduchy mechanismus a nenaro¢nost terapie umoznuje také ambulantni
lé€bu pacientu. DalSi velkou vyhodou je schopnost fotosensitizéru fluorescence. Prebytecna
energie, ktera vznika po jeho ozareni a neni vyuzita pro vznik reaktivnich forem kysliku, se
z fotosensitivni latky uvolni. Tato uvolnéna energie zpusobi pod ultrafialovym svétlem
fluorescenci, kterou je mozno zachytit. Lze tak snadno lokalizovat misto, kde dochazi
k nadorovému bujeni. | pfes nesporna pozitiva ma vsak i tato metoda l1éCby své nevyhody.
Tou hlavni je fotosensitivita kize. Proto je velmi dilezitd dobra ochrana pfed slune¢nim
zafenim. Je v8ak nutné dodat, Ze fotodynamicka terapie se stalé vyviji. Pouzivané latky jsou
proto stale dokonalejSi a vedlejSi uCinky tak minimalizovany.

V klinické praxi se v souCasnosti tato metoda pouziva napfiklad k Ié€bé rakoviny kuize,
mocového méchyre, plic, jicnu, déloznich nadorli, mozkovych nadorid a dalSich benignich
onemocnéni. Vyuziva se ji ale také pro 1éEbu nékterych chronickych onemocnéni, jako je

aterosklerdza, revmaticka artritida nebo psoriaza. Dale se pouziva jako paliativni 1éCeni,
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které ani ne tak prodlouzi, jako spiSe znacné zkvalitni zivot. Pfi chirurgickém zasahu muaze
fotodynamicka terapie také plnit roli adjuvantni 1é¢by. JelikoZ se jedna o neagresivni metodu,
vyuziva se ji nejCastéji pfi léCbé nadoru v oblasti hlavy, krku a v tésné blizkosti velkych cév,
kde je chirurgicky zakrok velmi riskantni.

To, jak rychle a v jakém mnoZstvi je fotosensitizér vychytavan, pfipadné jak efektivné
poskytuje reaktivni formy kysliku, zalezi zejména na jeho samotné struktufe. Mnoho velmi
podobnych fotosensitivnich latek mize mit dosti rozdilné vlastnosti. Pfitomnost jiného kovu
v jeho struktufe muze ve velké mife ovlivnit to, v jak velké koncentraci bude latka schopna
efektivné znicit rakovinovou tkan. Cilem této prace je porovnat vybrané fotosensitizéry a

vyhodnotit jejich ucinnost pfi destrukci nadorovych bunék.
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3 LITERARNI RESERSE
3.1 HISTORIE FOTODYNAMICKE TERAPIE

Za mnohem méné ucinného predchidce fotodynamické terapie Ize povazovat jednoduché
ozarovani slune¢nimi paprsky. Rozdil v [é€ebnych ugincich je sice markantni, ale podstatné
je, ze jiz v dobach pfed nasim letopoltem si lidé uvédomovali vlastnosti, které takové zareni
poskytuje. Vyuzivani sluneCniho zareni pfi léCbé nékterych onemocnéni je znamo jiz
z Egypta pred vice nez 3000 lety, ze staré Ciny a také Indie.

Pocatky modernich metod 1éEby datujeme do 19. stoleti. V roce 1903 obdrzel dansky lékaF
Niels Ryberg Finsen Nobelovu cenu za vyzkum v oblasti fototerapie (Allison 2004). Zdarné
lé¢il Lupus vulgaris (kozni TBC onemocnéni) pomoci obloukové uhlikové lampy, ktera
imitovala sluneéni spektrum.

V roce 1900 Hermann von Tappeiner popsal smrtici ucinek svétla a roztoku akridinu pfi
pokusu s nalevniky (Mitton a Ackroyd, 2008). Zjistil, Ze akridin ma letalni vlastnosti pouze v
pritomnosti zafeni (ve tmé byl neuginny). Proto pfedpokladal, Ze bude mozné pouzit nékteré
fluoreskujici latky k lé¢bé pacientll s koznimi chorobami. Spolu s Albertem Jesionkem
zvefejnili zpravu o svych pokusech lé¢by koznich nadord. Lécba spocivala v interakci bilého
svétla s lokalné aplikovanym eosinem. V roce 1904 dokazali Tappeiner a Jodelbauer, ze k
dosazeni léebného efektu akridinu je nutna pfitomnost kysliku. Tappeiner poté zacal pro
oSetieni fotoaktivni latkou s naslednym ozafovanim za pfitomnosti kysliku pouzivat pojem
~otodynamicky“ efekt (Mitton a Ackroyd, 2008). V roce 1874 popsali Schulz a Baumstark
fotosensitivitu u onemocnéni, které nazvali Pemphigus leprosus. Slo tehdy o
nediagnostikovanou kongenitalni porfyrii. Tato nemoc vede az k znetvofeni a k destrukci
okrajovych casti téla, které jsou vystavené svétlu.

Né&mecky fyzik Friedrich Meyer-Betz v roce 1913 studoval vliv porfyrinu na &lovéka. Uginky
testoval nejprve na sobé& samém. Pokus spocival v aplikaci hematoporfyrinu a vystaveni
daného mista slune¢nim paprskum. Vysledkem byla fotosensitivita kiize, ktera mu zpulsobila
otok, Sokovou reakci a nakonec ho tento pokus malem stal Zivot.

Ze soucasného pohledu mizeme vSeobecné rozdélit vyvoj fotodynamické terapie na dvé
oblasti. Prvni oblast se tyka studie schopnosti, ktera zahrnuje hromadéni se nékterych
porfyrinl a pfibuznych tetrapyrolovych sloucenin v nadorech poté, co byly aplikovany do
krevniho fecisté. Naproti tomu druha oblast se zabyva tumoricidnim ucinkem, kdy je nador

po podani fotosensitizéru ozaren viditelnym svétlem (Castano a kol., 2005).
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3.2 FOTOSENSITIZERY (PS)

Jako fotosensitizér oznacujeme latku, ktera je velmi citliva na svétlo a hraje dllezitou roli

ve fotodynamické terapii pfi destrukci nadoru.

3.2.1 DELENI PS

Fotosensitizéry Ize délit mnoha zpusoby. Zakladni rozdéleni je na fotosensitizéry prvni a
druhé generace (viz nize). Podle jejich charakteru je Ize dale rozdélit na hydrofobni a
hydrofilni. Hydrofobni PS se vaze pfimo na membranu, kterou podkozuje a inaktivuje nékteré
enzymy v ni vazané. Naproti tomu hydrofilni PS se kumuluje v lysozémech, mitochondriich,
endoplasmatickém retikulu a riznymi mechanismy tak spousti kaskadu déja, které vedou ke
smrti bunky.

Systémova nebo lokalni aplikace nabizi dalsi mozZnost rozdéleni. Systémovy PS se
hromadi v kazdé |ézi, zatimco lokalni musi byt aplikovan pfimo do kazdé zvlast. V pfipadé
velkého mnozstvi lézi mUze byt snadnéjsi pouziti systémového fotosensitizéru. Nicméné ten
zaroven zpUsobuje systémovou fotosensitivitu, coz je podstatnou nevyhodou. Mnoho
primarnich koznich lézi je v8ak snadno pfistupnych topickému fotosensitizéru. Pravé diky

moznosti snadné aplikace a ozareni voli tuto variantu vétSina pacientt (Allison a kol., 2006).

3.2.2 DISTRIBUCE PS

Po aplikaci PS je tfeba, aby se jeho molekuly krevnim fecistém dostaly az k nadoru.
K takovému ucelu se vyuziva nékolika pfenasecld. NejvyznamnéjSim je LDL (Low Density
Lipoprotein) a albumin. Méné Casto se vyuziva HDL (High Density Lipoprotein) a velmi
vzacné se pak mohou spojit molekuly PS navzajem a vytvofit tak intramolekularni agregaty,
které velikostné odpovidaji bilkovinnym pfenasecum. Na albumin se vazi spiSe hydrofilni
(TPPS,) a na LDL naopak vice hydrofobni fotosensitizéry. K intracelularni akumulaci latek
poté dochazi pomoci receptor-zprostfedkované endocytdézy (Sharman a kol., 2004). Dalsi
moznou cestu fotosensitizérd do nadoru predstavuje difize a fagocytéza. PS ma tendenci
hromadit se v nadorech vice nez ve zdravé tkani (Nowis a kol., 2005). Davodem je zvySena
propustnost kapilar v okoli nadoru, a také zvySené mnozstvi receptoru pro lipoproteiny, které
vazi molekuly PS.

Vyviji se v8ak nékolik metod, které se snazi o pfimé navadéni molekul fotosensitizéru do
nadorové tkané. Jednou z nich je tzv. fotoimunoterapie. Ta se snazi vyuzivat monoklonalnich
protilatek, které by cilené sméfovaly k nadoru a Setfily tak zdravou tkan. Komplikaci této
metody je ale fakt, Ze tumor-specifické antigeny byly nalezené v experimentalné vytvofenych

nadorech, ale ne v tzv. spontannich nadorech. VétSina zjisténych antigend v lidském nadoru
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predstavuje tzv. tumor-asociované antigeny. Ty jsou sice pfitomné na nadorech, ale Ize je
také najit na zdravé tkani (Dongen a kol., 2004). DalSi moznosti, jak efektivnéji dosahnout
vétsi koncentrace PS v nadorové tkani, je tzv. elektro-fotodynamicka terapie (EPDT). Jedna
se o0 spojeni dvou metod — elektrochemoterapie a fotodynamické terapie.
Elektrochemoterapie umoznuje elektricky zprostfedkovany transport latky do bunék.
Pusobenim intenzivniho elektrického pole mize nastat destrukce membrany, ale také mohou
vzniknout pory, kterymi by fotosensitizér mohl za urcitych podminek snadnéji pronikat do
bunky. V elektrochemoterapii mohou buriky, které podlehly elektroporaci, vykazovat 300 —

700 nasobné zvySenou intracelularni koncentraci aplikované latky Saczko a kol. (2010).

3.2.3 PS PRVNiIi GENERACE

Prvni generace je tvofena derivaty hematoporfyrinu a ostatnimi porfyriny (Obr. 1). Jejich
chemicka struktura je napadné podobna lidskému hemoglobinu, ze kterého byly prvni z nich
také izolovany. Fotosensitivni Ucinek porfyrinG je znamy jiz od sklonku minulého stoleti.
Popsali ho uz roku 1874 Schulz a Baumstark.

Prvni latkou, ktera byla schvalena pro vyuzivani ve fotodynamické terapii, byl porfimer
sodny. V souCasnosti je stale rozsahle vyuzivan a zlstava jednim z nejbéznéjSich
fotosensitizéra, ktery se pouziva pro lé€bu nedermatologickych tumorud. Porfimer sodny byl
schvalen pro uzivani pfi pokroCilém i raném stadiu rakoviny plic, superficialni rakoviné
Zaludku, adenokarcinomu jicnu, rakoviné délozniho hrdla nebo mo¢ového méchyfe. Vyhody
porfimeru sodného jsou takové, Ze dokaze efektivné znicit tumory, je netoxicky a lehce
rozpustny ve vodé, coz umozfiuje intravendzni podavani (Brown a kol., 2004). Ma oviem
také jisté nevyhody, které jsou spole¢né vSem fotosensitizériim prvni generace. Problémem
je niz8i absorpéni maximum v oblasti viditelného svétla (630 nm), niz8i produkce
singletového kysliku, uréeni chemické struktury a identifikace jednotlivych slozek, které tvofi
tyto latky. Po intravenéznim podani tak ¢asto zpUsobuji fotosensitivitu kiize, jakmile dojde
k interakci se sluneCnim zafenim. Po aplikaci je obvykle potfeba 2 - 3 dny omezit styk
pacienta se svétlem. V souc€asnosti se v klinické praxi pouZivaji firemni nazvy jako Photofrin
(USA), Photocarcinorin (Cina), Photosan (N&mecko), Photogem (Rusko) & Haematodrex
(Bulharsko).

Mezi fotosensitizéry prvni generace fadime také meso-tetrakis(4-sulfonatophenyl)
porphyrin (TPPS,), ktery v roce 1962 syntetizoval J. W. Winkelman. Bylo zjisténo, Ze pfi
systémovém podani mize byt TPPS, neurotoxicky. OvSem pfi lokalnim pouZziti nebyla Zadna
neurotoxicita pozorovana, pravdépodobné diky nizké koncentraci fotosensitizéru (Allison a

kol., 2004). V Ceské republice je pouziti TPPS, pro lokalni pouZiti schvaleno.
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Obr. 1: Strukturni vzorce a) hematoporfyrinu, b) Photofrinu, c) TPPS,
(pfevzato z http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN CB2146542.htm;

van Dongen a kol., 2004; Allison a kol., 2004).

3.2.4 PS DRUHE GENERACE

Druha generace fotosensitizéri byla vyvijena za uc€elem vylepSeni vlastnosti generace
prvni. Jednou z nich je snadnéjsi a rychlejsi vylu€ovani z obéhu a kuze. Diky tomu je izolace
pacientl od svétla nutna jen po kratky Cas (Kessel, 2004). Jelikoz byla znama jejich
struktura, bylo mozné minimalizovat nezadouci fotosensitivitu po ukonceni 1é¢by. Do této
skupiny Fadime napfiklad 5-aminolevulovou kyselinu (ALA), chloriny, ftalocyaniny,
z chlorofylu izolované pyropheoforbidy a pheoforbidy, purpuriny a naftalocyaniny (Obr. 2).

Ftalocyaniny jsou rozsahle studovanou skupinou fotosensitizéra, do které Ize zaradit i jim
pfibuzné naftalocyaniny. Jsou to syntetické porfyriny, které vykazuji nejvétsi absorpci
v Cervené oblasti spektra, coz odpovida vinové délce 630 - 700 nm. Pfitomnost fenylovych
skupin zpUsobuje problémy s rozpustnosti a agregaci. Ftalocyaniny se €asto pfipravuji spolu
se skupinami sulfonové kyseliny, které umoziuji rozpustnost ve vodé, a také s centralné
umisténym atomem kovu (Castano a kol., 2004). NejCastéji je timto kovem zinek nebo hlinik.
Duvodem je schopnost zvysit celkovou fototoxicitu. Pokusy se zjistilo, Ze pouze
diamagnetické kovy (Zn, Pd, In apod.) maji pozitivni vliv na fotosensitivni vlastnosti.

Naproti tomu paramagnetické kovy (Fe nebo Cu) takovou schopnost nemaiji.
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Obr. 2: Strukturni vzorce a) ALA, b) chlorinu, ¢) ftalocyaninu (pfevzato od van Dongen a kol.,
2004; Allison a kol., 2004).

3.2.5 IDEALNI PS

Béhem ruznych experimentl tykajicich se fotodynamické terapie bylo testovano velké
mnozstvi fotosensitizérl. Problémem ovSem je to, Zze ne kazdy z nich vykazuje idealni
vlastnosti. To je hlavnim divodem, pro€ se velka ¢ast vyzkumu stale soustfedi pravé na

vyvoj novych fotosensitizér s takovymi vlastnostmi, které by zvysily jejich U¢innost.

Tato u€innost zavisi na nékolika faktorech:
e na vinové délce dopadajiciho svétla
¢ na hloubce penetrace svétla do lidské tkané
¢ na absorp&nim rozsahu fotosensitizéru

e na reakci na singletovy kyslik

V souCasnosti se vedou velké debaty o tom, jak by mél takovy idealni fotosensitizér
vypadat. Existuje vSak nékolik zakladnich vlastnosti, které by mél spliovat. Takova latka
musi byt sama o sobé& netoxicka, musi byt selektivné vychytavana nadorovymi burikami a po
ozareni svétlem zplsobovat dostateCny toxicky efekt (Babjuk a kol., 2000). Idealni
fotosensitizér by se mél pfednostné hromadit v cilové nadorové tkani a naopak do zdravé
tkané nezasahovat (Allison a kol., 2010). Dale je podstatna také moznost aktivace
fotosensitizéru delSimi vinovymi délkami, které maji schopnost pronikat hloubé&ji do tkané.
Dlvod je jednoduchy - kratSi vinové délky mohou penetrovat pouze do povrchovych &asti
tkané, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost fotosensitivity. Jako nejvhodnéjsi pro [éCbu se
ukazala vinova délka v rozmezi 600 - 800 nm, protoze pronika dostateéné hluboko a zaroven

si zachova dostateCnou energii (Obr. 3). Pfi absorpci vinové délky nizsi nez 600 nm, kdy

16



intenzita zareni dosahuje maximalnich hodnot, hrozi poskozeni kiize. Naproti tomu absorpce
vinové délky, ktera je vétSi nez 800 nm, muze zpusobit, Ze fotony nebudou mit dostatecnou
energii pro prevedeni kysliku na ROS. Pfi in vitro metodach neni vSak zapotifebi dlouhych
vinovych délek. Zafeni totiz neprostupuje sloZitou tkani a nehrozi tedy takovy rozptyl a
absorpce jako v pfipadé tkané. Proto je pro pokusy in vitro dostatecné zareni v modré oblasti
spektra (400 nm). DalSi nezbytnou podminkou je velmi rychlé vylouCeni PS z pacienta
(organismu). Rychlost je dulezita pro zkraceni ¢asu, po ktery je tfeba pacienta chranit pred
svétlem poté, co jiz byla lé€ba ukonCena. Je to proto, aby se opét predeSlo nechténé
fotosensitivité. Kratky interval mezi podanim fotosensitizéru, ozafenim a vylou¢enim z téla
umoznuje ambulantni 1éCbu, coZ je spolu s cenovymi naroky pro pacienty velkou vyhodou
(Castano a kol., 2004).

' &0 nm
Stratum corneum
Epidermis
Dermis

Subcutis

Obr. 3: Znazornéni penetrace riznych vinovych délek skrz kuzi (pfevzato od Anstey, 2004).

3.3 ZDROJE ZARENIi PRO PDT

Aby mohla byt 1é¢ba fotodynamickou terapii Usp&snd, je potfeba kromé& samotného
fotosensitizéru i svételny zdroj. Ten musi byt velmi vykonny, aby zasahl veSkerou tkan, tedy i
hluboko pod kuzi. Je potfeba si uvédomit, ze svétlo prochazi rozlicnou tkani, ktera mize
svételny paprsek do jisté miry ovlivnit. Pfi fotodynamické terapii je proto potfeba predvidat
prostorovou distribuci svétla uvnitf cilové tkané. Svétlo se po vstupu do tkané muze bud
rozptylit, nebo absorbovat. Rozsah téchto dvou procesu zavisi na typu tkané a pouzité
vinové délce (Robertson a kol., 2009).

Biologicka tkan je nehomogenni a obsahuje velké mnozstvi nehomogennich casti jako
jsou napriklad bunécné organely nebo rizné makromolekuly. Nékolikanasobny rozptyl vede
k rozSifeni svételného paprsku a tim také ke ztraté sméru a energie. Absorpce je pfevazné
zpusobena tkariovymi chromofory jako hemoglobin, myoglobin a cytochromy (Castano a kol.,

2004).
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Aby byl cytotoxicky ucinek co nejvétsi, je potfeba dostatecného mnozstvi ROS. Toho se
dosahne, pokud svételny zdroj vykazuje takové spektralni vlastnosti, které se shoduji s

vinovou délkou, pfi které dochazi k maximalni absorpci fotosensitizérem.

3.3.1 TYPY ZDROJU

V soucasnosti zname tfi hlavni typy zdroju svétla pro fotodynamickou terapii:
1. Xenonové vybojky v kombinaci s filtry pro pFislusné vinové délky
2. Lasery
e barvivové - laditelné ve viditelné oblasti spektra
e diodové
3. Luminiscenéni diody — LED (light emitting diodes)

Xenonové vybojky jako zdroje svétla mohou byt dopinéné tepelnymi a barevnymi filtry,
které umoznuji odstranit nezadouci slozky svételného =zafeni. OvSem jejich velkou
nevyhodou je nedostateCny zafivy vykon v aktivaCnich vinovych délkach. Tento fakt je
priinou toho, Ze nedojde k dostate¢nému fotodynamickému efektu v celém objemu nadoru.

Naproti tomu lasery nam poskytuji na svém vystupu dostateény vykon, intenzivni,
monochromatické a koherentni zafeni. K laseru se také pfipojuje optické vlakno, které hraje
dilezitou ulohu pfi pfenosu svételného paprsku k nadoru. Ten se vyskytuje i v hlubSich
vrstvach, a proto je tfeba dopravit svételnou energii az k nému. Pfipojenim optického viakna
dochazi k urcitému poklesu zafivého toku. Dnes je jiz bézné dostupny polovodi¢ovy laser
s vystupnim vykonem 400 mW. Tento vykon poskytuje dostacujici zafivy tok, ktery je nad
prahem potfeb pro fotodynamickou terapii i po pfipojeni optického vlakna. Idealni viastnosti,
kterou by mél zdroj mit, je velka intenzita zafeni na relativné malych plochach a v co
nejkratS§im Case. Toto vSe spliuje pravé laser, proto je jako zdroj nejvhodnéjsi. Zname dva
typy lasert. Zatimco dfive se spiSe vyuzivaly lasery laditelné ve viditelné oblasti spektra,
v soucasnosti se upfednostnuji lasery diodové. Divodem jsou pfedevsim pofizovaci naklady,
provozni naklady a menSi rozméry zafizeni.

Zvlastnim typem svételného zdroje jsou tzv. LED diody. Ty jsou velice kompaktni, lehké a
vyzaduji mnohem méné energie k dosazeni pozadované vinové délky (Mang, 2004). Vykon
dosazeny pomoci LED diod je maximalné 150 mW, coZ je v porovnani s lasery mnohem
méné, proto se vyuzivaji zejména pfi lokalni aplikaci fotosensitizéru, kde neni hloubka

penetrace tolik kliCova.
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3.3.2 ZPUSOBY OZAROVANI

Ozarovani nadoru, respektive aktivace fotosensitizéru, mize probihat nékolika zplsoby —
superficialné, intersticialné a intra-operativné (Obr. 4). K superficialnimu ozafovani dochazi u
tenkych, snadno pfistupnych nador( na povrchu kiize, pfipadné na sliznici Ustni dutiny.
Nador vtomto pfipadé nesmi byt SirSi, nez je maximalni penetrace zareni. Svétlo je
dodavano prostiednictvim vlakna, které ma na svém konci mikroCocky. Pro aktivaci
fotosensitizéru v nadoru, ktery je SirSi vice jak jeden centimetr, se pouziva intersticialni
ozarovani. Soucasti vlakna je v tomto pfipadé difuzor, ktery se vilozi do tenké jehly, ktera se
poté spolu s difuzorem implantuje do nadorové tkané. U objemnych nadorl se vyuziva
nékolika jehel, které se umisti blizko sebe (ve vzdalenosti 1 — 2 cm). Tim se dosahne
ozareni celého nadoru. Dalsi moznosti, ktera se vyuziva pfevazné v oblasti hlavy a krku, je
intra-operativni metoda, pfi které dojde nejdfive k resekci vétsiny nadoru a az poté k PDT.
Fotosensitizér se v takovém pfipadé podava nékolik dni pfed operaci. Tato doba zavisi na
tom, jak dlouho trva akumulace latky uvnitf nadoru. Po ubé&hnuti ¢asového intervalu, ktery
oddéluje podani latky a ozarfeni, dojde nejprve k chirurgické resekci a az poté nasleduje
intra-operativni PDT (KUbler, 2005).

E

light applicator (micro lens)

diffuser

S )
........ (A

tumour tumour tumour
Obr. 4: Jednotlivé zplsoby ozafeni — a) superficialni, b) intersticialni, c) intra-operativni
(pfevzato od Kibler, 2005 PDT).

3.4 PRINCIP PDT
3.4.1 REAKTIVNi FORMY KYSLIKU (ROS)

Stejné jako vySe zminény fotosensitizér a zdroj zareni, jsou i ROS velmi dllezitou soucasti
fotodynamické terapie. Reaktivni formy Kkysliku, jako je hydrogen peroxid, hydroxylové
radikaly a superoxidovy anion, jsou vysoce reaktivni molekuly, které se ucastni mnoha
fyziologickych a patologickych procesu (Kolafova a kol., 2007). Proto se staly predmétem

vyzkumu, ktery se snazi o jejich vétSi uplatnéni v Iékarské oblasti. ROS Ize rozdélit na dvé
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skupiny. Na skupinu volnych radikall a na skupinu latek, které nejsou volnymi radikaly. Jako
volné radikaly se oznacuji latky, které pohotové reaguji s rdznymi biologickymi strukturami.
Mezi tyto struktury patfi napfiklad mastné kyseliny, lipidy, aminokyseliny, proteiny a nukleové
kyseliny. Diky tomu jsou ROS vyznamnymi prostfedniky pfi pfenosu energie. Mezi volné
radikaly fadime napfiklad superoxid (O,’), hydroxylovy radikal ((OH), peroxyl (ROO), alkoxyl
(RO), hydroperoxyl (HO,). Druhou skupinu neradikalovych latek tvofi peroxid vodiku (H,05),
kyselina chlorna (HOCI), ozén (Os) a singletovy kyslik (*O,).

V normalnich molekulach jsou elektrony kazdé energetické hladiny uspofadany v parech.
Radikaly z nich mohou vznikat nékolika zplsoby. Jednou z moznosti je homolytické Stépeni,
kdy dochazi ke §tépeni kovalentni vazby v molekule. Pfi takovém procesu vznikaji fragmenty
a kazdy znich si ponecha jeden neparovy elektron. DalSi moznosti vzniku je pfidani
(redukce) nebo ztrata (oxidace) jednoho elektronu. Proto mluvime o volnych radikalech jako
o Casticich, které obsahuji neparovy elektron. Ten zplsobuje jejich velkou nestabilitu. Pravé
tato nestabilita je ddvodem jejich velké reaktivity. Ta spociva v odebirani nebo poskytovani
elektronu, ¢imz se samy stabilizuji. Je znamo také nékolik reakci, jako napfiklad Fentonova
reakce, ktera umoziuje vznik jednoho ROS zjiného (Jamil a kol.,, 2002). Pfi ni dochazi
k pfeméné hydrogen peroxidu na hydroxylovy radikal. Superoxid zde plsobi jako redukéni
ginidlo, protoze dodava jeden elektron pro redukci iontu kovu (napfiklad Fe*"). Tento iont zde
hraje ulohu katalyzatoru pfi pfeméné hydrogen peroxidu (H,O;) na hydroxylovy radikal (OH)
(Castano a kol., 2004).

3.4.2 VZNIK ROS PRI PDT

Pro uspésSny prubéh fotodynamické terapie je podstatna absorpce svétla a nasledny
pfenos energie. V zakladnim stavu ma fotosensitizér dva elektrony s opaénym spinem
v orbitalu s niZSi energii. Takovy stav se jinak také oznaluje jako singletovy. Poté dojde
k absorpci svételného zareni ve formé fotonu. Tato absorpce zplUsobi vybuzeni elektronu do
orbitalu s vysokou energii. Stale si vS§ak udrzuje sv(j puvodni spin. Tento stav ma ovSem
velmi kratkou dobu trvani (nanosekundy) a ziskanou energii muze ztratit emitovanim svétla
(fluorescenci) nebo vnitfni konverzi pfeménou na teplo. Schopnost fotosensitizéru emitovat
zafeni dala védcim podnét k vytvofeni novych zafizeni, které by byly schopny toto zafeni
zachytit (Obr. 5). Diky tomu muZeme snadno ur€it mnozstvi fotosensitizéru v tkanich a

zobrazit také jeho distribuci (Castano a kol., 2004).
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Obr. 5: Fluorescence fotosensitizéru, nahromadéného uvnitf postizené tkané, po ozareni UV

svétlem (pfevzato od Brown a kol., 2004).

Fotosensitizér v excitovaném stavu mlze vSak podlehnout zvlastnimu procesu, kterému
se fika mezisystémovy pfechod. Pfi ném dojde k pfeméné na relativné dlouhotrvajici
(mikrosekundy) tripletovy stav. V takovém stavu je elektronovy spin paralelni. Tato
excitovana tripletova forma fotosensitizéru mize dale podléhat dvéma reakcim (Obr. 6). Pfi
prvni muze dojit k reakci pfimo se substratem, ktery predstavuje napfiklad bunécéna
membrana nebo molekula. V takovém pfipadé dojde predanim energie ke vzniku
radikélového aniontu nebo Kkationtu. Reakci téchto radikall s kyslikem vznikaji reaktivni
formy kysliku (Castano a kol., 2004).

Pfi druhém typu reakce dochazi k pfenosu energie pfimo stfetnutim excitovaného
fotosensitizéru s kyslikem, ¢imz vznika singletovy kyslik (Lemp a kol., 2008). Oba typy reakci
mohou probihat v podstaté soucasné. Ktery znich bude C&astéjsi, zavisi na nékolika

faktorech - na typu fotosensitizéru, koncentraci v substratu a také mnozstvi kysliku.
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Obr. 6: Schématické znazornéni vzniku ROS prostfednictvim reakce I. a Il. typu (PTS -
fotosensitizér v zakladnim stavu, PTS* - excitovany fotosensitizér, R - substrat v zakladnim

stavu, R* - excitovany substrat) (pfevzato od Buytaert a kol., 2007).

Reakce prvniho typu také ¢asto zahrnuje produkci superoxidového aniontu. Ten neni sam
0 sobé nijak zvlast reaktivni a nezplsobuje pfilis velké oxidacni poSkozeni. Mize ovSem
reagovat spolu s dalSim superoxidovym aniontem za vzniku hydrogen peroxidu a kysliku.
Tato reakce se oznacuje jako dismutace, ktera je katalyzovana enzymem, ktery se nazyva
superoxid dismutaza (SOD). Hydrogen peroxid ma vyznamnou roli v biologickych
systémech, protoZe snadno prochazi buné&nou membranou a zaroveri nemuize byt vyloucen
ven z buriky. Hydrogen peroxid je dale také nezbytny pro funkénost mnoha enzym, a proto
je tak dulezity pro zdravi (Castano a kol., 2004). Dal$i moznosti je vyuziti superoxidového
aniontu pfi Fentonoveé reakci (viz vyse).

Jako obranny mechanismus proti ROS slouzi organismu antioxidanty. Jsou to latky, které
zabranuji tvorbé fetézovych radikalovych reakci, pfipadné tyto jiz probihajici reakce
pferusSuji. Za normalnich podminek je pomér ROS a antioxidantd v rovnovaze.
Fotodynamicka terapie tuto rovnovahu v mistech nadoru umysiné narusSuje a indukuje tak
vznik volnych radikald. Tyto radikaly, které vznikly nékolikastuprfiovymi reakcemi po ozéafeni
fotosensitizéru, maji silny cytotoxicky ucinek. Hraji proto dudlezZitou roli pfi posSkozovani

cilovych nadorovych bunék.
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3.4.3 MECHANISMY POSKOZENi NADORU

Fotodynamicka terapie ovliviiuje nador a jeho blizké okoli nékolika zplisoby (Obr. 7).
Destrukce nadoru je tak zplsobena pfimym usmrcenim nadorové buriky, zménou v cévnim
zasobeni nebo imunitni reakci. Casto je zni¢eni nadorovych bunék zpltsobeno kombinaci

téchto déju. Na subcelularni urovni dochazi k poskozeni proteind, lipidi a DNA.

Fotosensitizér Svétlo

1 Kyslik :

ROS:
1 - - M "
0,,0,,-0H,'ROO...

Poskozeni buiky

Pfimé usmrceni: Neprimé usmrceni:
- Apoptoza -Zména v cévnim zascbeni
- Nekroza - Imunitni reakce

Obr. 7: Rozdéleni mechanismu vedouci k poskozeni bunék.

3.4.3.1 PRIME USMRCENI

PFi pfimém usmrceni nadorové buriky dochazi k inkorporaci fotosensitizéru a naslednému
toxickému ucinku vzniklych ROS. Jednim z u€inkd reaktivnich forem kysliku je poSkozeni
bunééné membrany (pfipadné inaktivace enzym( vazanych v membrané). Excitovana
molekula fotosensitizéru vtomto pfipadé reaguje s buné&nou membranou, kde vytvori
radikalové ionty, které dale interaguji s kyslikem za vzniku cytotoxickych kyslikatych molekul
(Gray a Fullarton, 2007). Dal$i moznosti je nevratna fotodestrukce lysozému, mitochondrii,
endoplazmatického retikula ¢i Golgiho aparatu (Buytaert a kol., 2007). Pfi destrukci lysozém(
dojde k wyliti hydrolytickych enzym(, které spusti kaskadu déju a vyvrcholi usmrcenim
bunky.

3.4.3.2 ZMENA V CEVNiM ZASOBENI A IMUNITNi REAKCE

Zména v cévnim zasobeni spoCiva v zUzeni cév v ozafené oblasti, které zapfiCini

vytvoreni trombu. To zpUsobi snizeni okysliCovani a zastavu dodavani zivin nadoru. Imunitni
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reakce zahrnuje lokalni pronikani neutrofild a makrofagt do tumoru, které doprovazi uvolnéni
zanétlivych mediatorl. Tato rychla reakce muze poté vyustit ve vice precizni imunitni reakci,
ktera spocCiva v aktivaci specifickych T-lymfocytu, které se zdaji byt nezbytné pro kone¢nou
kontrolu zbylych nadorovych bunék (Nowis a kol., 2005). Neutrofily vyluCuji celou fadu
enzymu, které ni¢i nadorové buriky. Do poSkozeného mista se poté dostavaji také monocyty

a makrofagy, které fagocytuji zbytky mrtvych bunék.

3.4.3.3 POSKOZENI BIOMOLEKUL

Vysoka produkce ROS plsobi vyznamné oxidativni poskozeni bunécnych biomolekul —
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (Kolafova a kol., 2007). V lipidech mohou radikaly mit vliv
na nenasycené mastné kyseliny. ZpUsobuiji tak ztratu dvojnych vazeb, ¢imz se zméni nejen
fluidita a propustnost membrany, ale jsou také ovlivnény membranové vazané enzymy. Jinou
moznosti je tvorba reaktivnich metabolitll (peroxidd), jinak znama jako peroxidace lipidu.
Konecnym vysledkem tohoto procesu jsou kratSi radikaly a dal3i slou€eniny, které indukuiji
zanétlivy proces, a také inhibuji nékteré bunééné funkce - mitochondrialni funkci (respiraci),
anaerobni glykolyzu nebo syntézu DNA a RNA.

V pfipadé proteind dochazi k modifikaci nékterych aminokyselin (tyrosin, tryptofan).
Vysledkem je pak zména transportnich viastnosti, vstupovani vapenatych iont do cytosolu a
zména aktivity riznych enzymda. Jsou také daleko nachyInéjsi proteolytickému rozkladu. Dale
pak muze dochazet k jejich agregaci nebo sitovani.

Poskozeni DNA spociva ve zlomech nukleotidovych fetézcu, ve Stépeni deoxyribézy nebo
v poSkozeni bazi - pfikladem je modifikace pyrimidinovych a purinovych bazi. Uvnitf bunék
vznikajici singletovy kyslik efektivné pasobi na DNA a zpUsobuje tak jednoviaknové zlomy.
Jeho upfednostiiovana reakce s guaninovou slozkou vede k deleci jednoho guaninu
v sekvenci DNA. Vysledkem mohou byt takové zmény DNA, které vyusti v mutaci, chybu pfi
translaci, inhibici proteosyntézy, starnuti a smrt bunék. PoSkozeni DNA vlivem
fotodynamické terapie je zavislé nejen na vlastnostech sloZek potfebnych pro PDT, ale také

na opravnych mechanismech buriky (Castano a kol., 2005).

3.5 TYPY BUNECNE SMRTI

Ve fotodynamické terapii mize dojit ke smrti buriky bud’ apoptézou nebo nekrézou. Zavisi
to pfedevsim na typu fotosensitizéru, davce PDT a na buné&fném genotypu (Almeida a kol.,
2004). Obecné se predpoklada, ze niz§i davky PDT vedou spiSe k apoptéze, zatimco vySSi
davky spiSe k nekroze (Robertson, 2009). K ni tedy dochazi pfedevSim na povrchu nadorové

tkané, protoze pravé zde je davka zareni velmi vysoka a zplsobi poskozeni membrany.
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Naopak v hlubSich vrstvach, kde je davka zafeni po prichodu tkani nizsi, dochazi spise

k apoptoze.

3.5.1 APOPTOZA

Apoptdza je proces, ktery je naprogramovany v genech a pomoci kterého dochazi ke smrti
bunék. Program mulze byt zahajen nékolika riznymi spoustécimi mechanismy - jak
extracelularnimi, tak intracelularnimi signaly. Existuje mnoho jednoduchych postupu
charakterizujicich apoptézu, které jsou snadno proveditelné ve vSech pfiméfené vybavenych
laboratofich (Buytaert a kol., 2007). Apoptéza je ATP vyzadujici proces, ktery muze byt

spustén drahou mitochondrialni nebo drahou zahrnujici ceramid (Obr. 8).

3.5.1.1 MITOCHONDRIALNi DRAHA

V mitochondrialni draze dochazi Kk aktivaci kaspazy (proteinkinaza), ktera S§tépi
chromozomalni DNA na fragmenty. Kaspaza napada dale napfiklad laminy, které tvofi vnitfni
vrstvu jaderné membrany, a také nékolik slozek cytoskeletu. Spoleénym dopadem tohoto
proteolytického Stépeni je to, ze burnka, v které k nému dochazi, ztraci svou integritu.
Nakonec se rozpadne na velké mnozstvi uzavienych, kulovitych vezikul, které jsou poté
fagocytovany (Castano a kol., 2005). Navadéni makrofagu a dalSich pfibuznych typa bunék
je umoznéno pritomnosti specifickych markerd na povrchu vezikul. Proces fagocytdzy tak
zabranuje zanétlivym reakcim, které jsou pfitomny u nekrozy, kdy dojde k prasknuti buriky a
uvolnéni DNA, lysozomalnich proteaz a celé fady dalSich produktd do okoli. Pro zahajeni
celého procesu je nezbytny vhodny signal. Bcl-2 je anti-apoptoticky protein, jehoz exprese
vede ke stabilizaci pro-apoptotického proteinu Bax. Po fotodestrukci proteinu Bcl-2 je pak
nadbytek Bax schopny iniciovat interakci s mitochondridlni membranou, coz vede
k uvolfiovani cytochromu ¢ — tzv. spoustéce apoptézy (Kessel, 2006). Fotodynamicka terapie
je také doprovazena vzristem intracelularnich Ca®* iont(, které se uvolfiuji z intracelularnich
zasobaren (napf. endoplazmatické retikulum a mitochondrie) a z vné buriky. Vapenaté ionty
zde hraji ulohu poslu, které vyvolavaji apoptézu mitochondrialni drahou.

Diky tomu, ze vytvofené ROS mohou pfimo poskozovat mitochondrie, které maji roli
kliGovych regulatora aktivni bunééné smrti, je fotodynamicka terapie schopna spustit
apoptotickou kaskadu i v téch burikach, které se ukazaly byt rezistentni vi&i apoptoze

béhem plsobeni chemoterapie nebo ionizujiciho zareni (Plaetzer a kol., 2003).
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3.5.1.2 CERAMIDOVA DRAHA

Ceramid je stresem indukovany druhy posel, vznikajici ze sfingofosfolipidd (soucasti
buné&né membrany) pomoci sfingomyelinazy. Tento enzym 3&tépi sfingofosfolipidy, jako je
napriklad sfingomyelin, za vzniku ceramidu a fosforylcholinu. Bylo védecky prokazano, ze
ceramid jako sekundarni posel reguluje rizné bunééné procesy jako je apoptéza, bunécny

cyklus nebo bunééna diferenciace (Castano a kol., 2005).
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Obr. 8: Znazornéni mitochondrialni a ceramidové signalni drahy, ktera vede k apoptdze pfi
PDT (pfevzato od Castano a kol., 2005).

3.5.2 NEKROZA

Posun od apoptotické k nekrotické smrti buriky mize byt obvykle vyvolany zvySenou
intenzitou davky PDT (zvySenim davky svétla nebo koncentrace fotosensitizujiciho barviva)
(Buytaert a kol., 2007). Nekréza, neboli pasivm’ bunéna smrt, mize byt zpusobena také
moznosti je t€Zké poskozeni burnky indukované chemickymi procesy (napf. velké davky
ionizujiciho zafeni, metabolickych inhibitord nebo jinych druhd toxickych latek). Tento typ
bunéné smrti je obecné doprovazen ztratou membranové integrity a metabolické

homeostaze. Jakmile nekréza jednou zapocne, je jeji pribéh nevratny. Pasivni buné¢nou
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smrt doprovazi charakteristické morfologické zmény, které zahrnuji nabobtnani bunky a
nasledné prasknuti membrany (Plaetzer a kol., 2003). Toto uvolnéni vnitfniho obsahu buriky

do okoli zpUsobuje zanétlivé reakce v dané oblasti.

3.6 PDT IN VITRO
3.6.1 VLIV PDT A FTALOCYANINU NA KOZNi MELANOM

Kolafova a kol. (2007) zkoumali, jaky vliv ma po ozareni ftalocyanin na nadorové G361
bunky. Pfi studii byl pouzit CIAIPcS, (Chloroaluminium phthalocyanin disulphonate), ktery
patfi mezi fotosensitizéry druhé generace. Jako bunécéné linie byly pouzity G361 burky
(kozni melanom), které byly kultivovany v DMEM médiu a nasledné inkubovany pfi 37 °C a
5 % CO..

PFi méfeni mnozstvi ROS byl k bunkam pfidan fotosensitizér ve tfech koncentracich — 0,75
pg/ml; 7,5 ug/ml a 75 ug/ml. Jako zdroj byl pouzit polovodiovy laser. Vinova délka byla 675
nm a davka zafeni 10 J/icm? a 20 J/cm?. Mnozstvi ROS bylo mé&feno pomoci sondy 5-(a-6)-
chloromethyl-2°,7*-dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H,DCFDA). K detekci sondy byl
pouZit luminiscen¢ni spektrometr. Pro méfeni fototoxicity byly G361 bunky kultivovany s
CIAIPcS; v koncentraci 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 ug/ml. Vinova délka byla 675 nm a davka zafeni
10 J/em? a 25 Jicm?.

Vysledky studie prokazaly, Zze tvorba ROS roste v pfitomnosti vysSich koncentraci
fotosensitizéru. Jako nejvhodnéjSi se pro tvorbu maximalniho mnozstvi ROS ukazaly byt
takové podminky, kdy je koncentrace fotosensitizéru 75 ug/ml a davka zareni je 10 J/cm?.
Vyzkum Zivotaschopnosti prokazal, Zze optimalniho fototoxického ucinku bylo dosazeno u
téch G361 bunék, které byly vystaveny davce zafeni o velikosti 25 J/cm? a obsahovaly 5
nebo 10 pg/ml fotosensitizéru. Kombinace této davky zafeni a koncentrace fotosensitizéru

byla pro buriky melanomu letalni.

3.6.2 VLIV ELEKTRO-PDT NA PLICNi ADENOKARCINOM

Elektrochemoterapie (ECT) a fotodynamicka terapie (PDT) patfi mezi malo invazivni a
cilené metody lécby. Saczko a kol. (2010) zkoumali u€inek obou metod, tzv. elektro-
fotodynamickeé terapie (EPDT), na burikach karcinomu plic.

Jako fotosensitizér byl pouZit hematoporfyrinovy derivat (HpD), ktery byl aplikovan na
A549 buriky (plicni adenokarcinom). Elektroporace byla provedena pomoci elektroporatoru
ECM 830. Pro pokus bylo pouzito pét elektrickych pulst o velikosti 700 — 1400 V/cm. Kazdy
puls trval 50 ps. Burfiky po ozafeni lampou s Cervenym filtrem dostaly davku o velikosti 1,9

Jlcm?. Pro posouzeni zivotaschopnosti bunék byl pouzit MTT test. Pro posouzeni vlivu
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elektroporace na fototoxicitu HpD byla Zivotaschopnost porovnavana s kontrolnimi
skupinami, u kterych probé&hla bud’ pouze elektroporace nebo standardni PDT.

Vysledky ukazaly, Ze pulsy niz8i nez 1000 V/cm nemaji pfi samotné elektroporaci
dostatecny cytotoxicky ucinek. PFfi kombinaci elektroporace o velikosti 800 V/cm a PDT se
fotodynamicky efekt i pfi nizSi koncentraci ztrojnasobil a pfi bézné koncentraci PS byl az
Sestinasobny. PFi velikosti pulsd 1000 V/cm vzrostl fotodynamicky efekt dokonce az 15krat
pfi nizké koncentraci a az 30krat pfi bézné koncentraci PS. Experimentalné se tedy
prokazalo, Zze kombinace ECT a PDT umoznuje snizit davku podavané latky, zkratit dobu

akumulace latky v cilové oblasti a také vyrazné zvysit celkovou efektivitu 1éCby.

3.7 PDT V KLINICKE PRAXI

V prubéhu dvaceti let bylo v riiznych zemich podrobeno fotodynamickeé terapii vice jak tisic
pacientu, ale studie se tykaly jen nékolika z nich. Navic vSeobecné poskytovaly pouze
neoficialni data, ktera byla nedostaujici k pfesvédCeni védeckych pracovniki a
poskytovatel zdravotni pée o vyhodach PDT jako standardni lécby. Tato situace byla
CasteCné také zplsobena problémy se stanovenim optimalnich 1é&ebnych podminek, které
vyzaduji nastaveni nékolika proménnych (napf. mnozstvi latky, davky zareni nebo interval
mezi podanim latky a ozafenim). Potize pUsobila také fotosensitivita kiize a nizka selektivita.
Znatné zlepSena znalost tkané, porozuméni buné&fnym faktordm (kontrolujici
fotodynamickou terapii) a vétSi zkuSenost v klinické praxi vedla k lep§imu prabéhu klinickych
testl a ke schvaleni nékolika fotosensitizujicich latek pro Ié€bu rakoviny (Brown a kol.,
2004).

V dnedni dobé& smeéfuje klinicky vyzkum k pouzivani fotodynamické terapie pro 1éCbu
nadorovych onemocnéni. Pfevazné to jsou nadory na kuzi, hlavé, krku, v mo€ovém méchyfi
a v podstaté na vSech mistech, kde muze byt pouzito povrchové ozafovani a kam dosahne
vlaknova optika laseru. O fotodynamické terapii se také uvazuje jako o0 mozném prostiedku
pro odstranovani aterosklerotickych platd v cévach, i kdyz vyzkum prozatim probiha pouze
na zvifecich modelech. DalSim cilem, jak vyuzit PDT, je lé€ba makularni degenerace

(degenerace zluté skvrny) (Kessel, 2004), benigni nadory a kozni problémy.

3.7.1 VYUZITi PDT PRI LECBE RAKOVINY PANKREATU

Studia se ucastnilo celkem 16 pacientl, u kterych byl histologicky potvrzeny, neoperabilni
adenokarcinom pankreatu. Ve ¢trnacti pfipadech bylo zjisténo, ze je nador propojen
s dulezitymi cévami, nebo Ze je v jejich tésné blizkosti, coz brani jeho resekci. Endoskopii

nebo pocitacovou tomografii (CT) bylo u dvanacti pacientl zjiSténo, Ze maiji zasazeny také
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dvanactnik. Pacientim bylo podano 0,15 mg/kg  fotosensitizéru meso-
tetrahydroxyfenylchlorinu. Ten byl vybran proto, Ze v preklinickych testech prokazal tvorbu
nekrozy ve velkém rozsahu a vyzaduje nejmenSi davky zafeni pro kazdé léCené misto.
Fotoaktivace byla provedena o tfi dny pozdéji prostfednictvim perkutanné (skrze kuazi)
umisténych jehel, které byly do nadoru umistény pomoci ultrazvuku nebo pocitaCové
tomografie. Zdrojem svétla byla laserova dioda, ktera poskytovala ¢ervené zafeni o vinové
délce 652 nm. Toto zareni bylo rozdéleno rovnomérné mezi jednotliva opticka vlakna, ktera
se poté vlozila do jehly tak, aby 3 mm vlakna od hrotu jehly byly v kontaktu s nadorem.

Objem nekrotické tkan& po PDT se pohyboval v rozmezi 9 - 60 cm®. Nebyly také zjistény
zadné duodenalni perforace, nicméné u tfech pacientl se vyvinula duodenalni obstrukce,
ktera mize mit spojeni sléCbou. U dvou pacientll, jejichz nador byl propojen
s gastroduodenalni tepnou, doSlo kvaznému krvaceni, které vSak bylo zastaveno
endoskopickou a radiologickou intervenci. Ve 14 pfipadech pozdni stadium choroby nakonec
prevazilo a doSlo k opétovnému vytvofeni nadoru z okrajovych cCasti léCené oblasti.
Pramérna doba preziti po PDT byla 9,5 mésice (v rozmezi 4 - 36 mésicl). Pro srovnani je
treba dodat, Ze po chemoterapii je primérné preziti okolo 5 mésicu (v rozmezi 2,2 — 23
meésicl) a 9 mésicu (v rozmezi 8 - 12,7 mésicl) po chemoradioterapii.

Tato studie prokazala proveditelnost PDT pro karcinom pankreatu pomoci perkutanné
umisténych optickych viadken. V tomto pfipadé byla ovdem PDT Ccisté paliativni, nebot’ pouze
44 % pacientl prezilo jeden rok po PDT. Teprve az dal$i studie budou schopny posoudit
skuteCny vliv fotodynamické terapie na pfeziti a jeji potencionalni roli jako paliativni

chemoterapie této nemoci (Ayaru a kol., 2004).

3.7.2 DERMATOLOGICKE VYUZITI PDT

Jednou ze zavaznych chorob, které postihuji kiizi, je Bowenova choroba (Obr. 9). Jméno
dostala podle svého objevitele Johna T. Bowena. Jedna se o zvlastni druh nadoru, ktery
napada povrchové &asti kize a nepronika tedy do hlubsSich vrstev. Ibbotson a kol. (2004)
aplikovali PDT na Ié¢bu Bowenovi choroby (BD) a dalSi kozni nadorova onemocnéni —
superficialni bazaliom (BCC) a aktinicka keratéza (AK). Jako fotosensitizér zde byla pouzita
kyselina aminolevulova (ALA). Po jeji aplikaci do léze je tfeba misto obvazat a chranit pfed
svétlem - u aktinické keratézy a Bowenovy choroby po 4 hodiny, v pfipadé superficialniho
bazaliomu az po 6 hodin. Poté je pacient pfipraven podstoupit ozareni, pfi kterém je
zasazeno pouze postizené misto. Davka zafeni pfi pouziti laserovych zdroju (napf. diodovy
630 nm laser - Diomed) byla 125 J/cm?, v pFipadé& pouziti LED zdroju (napf. Omnilux) 37,5
J/lcm®. B&hem ozafovani oznagilo pfiblizné 20 % pacientd 1é&bu jako bolestivou. Z tohoto

divodu se =zaCala pouzivat celda fada metod pro zmirnéni bolesti, v€etné téch
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nejjednodussich, jako je povidani si s pacientem a jeho uklidhovani. Pokud byl pacient pfi
pfedchozi 1é&bé vystaven velké bolesti, je mozné aplikovat hodinu pfed ozafenim lokalni
gelové anestetikum lidokain. Poté je pacientim doporu¢eno vyhybat se dva dny sluneénimu
svétlu. Obvykle tuto proceduru podstupovali pacienti dvakrat v rozmezi osmi tydnu.

V souCasnosti tato studie zahrnuje celkem 436 superficialnich bazaliomu (BCC), 657
pfipadd Bowenovy choroby (BD) a 164 pfipadd aktinické keratézy (AK). Uspé&snost
odstranéni Cinila 95 % v pfipadé BCC, 96 % u BD a 88 % u AK. V 17 % vSech pfipadl doslo
k opétovnému vzniku nemoci. Tato hodnota vzrostla oproti vysledku v prvnich tfech letech
studie o 10 %. Po pfezkoumani vysledku recidivy bylo zfejmé, ze 75 % celkové recidivy bylo
u pacient(, ktefi podstoupili danou proceduru pouze jednou a ne dvakrat. Z toho duvodu bylo
jiz v poslednim roce pravidlem, Ze pacient podstupoval dvé procedury v daném rozmezi osmi

tydna. Od té doby jiz nebyla hlaSena zadna recidiva pfi [é€bé téchto tfi chorob pomoci PDT.

Obr. 9: Pacient s Bowenovou chorobou pfed a po probéhnuti jedné léCebné procedury

(pfevzato z Ibbotson a kol. 2004).

3.7.3 VYUZITi UCINKU PDT PRO LECBU RAKOVINY PLIC

Yorkshirské laserové centrum pracuje s fotodynamickou terapii uz od roku 1990. Moghissi
a kol. (2004) v ¢lanku sepsali vysledky a data, které Yorkshirské laserové centrum bé&hem
nékolika let nashromazdilo pfi 1éEbé rakoviny plic pomoci PDT. Studie se tykala 160
pacient(, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin. Skupinu A tvofilo 144 pacient s neoperabilnim
nadorem. Ve skupiné E bylo 16 pacientll s pocatecnim stadiem rakoviny a superficialnimi
Iézemi na pruduskach. Jako fotosensitizér byl pouzit Photofrin (porfimer sodny). Ten byl ve

v8ech pfipadech podan intraven6zné v mnozstvi 2 mg/kg télesné hmotnosti. Casové rozpéti
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mezi podanim latky a ozafenim bylo 24 — 72 hodin. Na excitaci latky byl pouzit laserovy
zdroj, ktery poskytoval zafeni o vinové délce 630 nm. Celkova davka zareni Cinila pro
objemné nadory 200 J/cm? a pro povrchové 100 — 150 J/cm?.

Celkem bylo provedeno 280 bronchoskopickych zakroku. V zadné skupiné nedoslo k umrti
pacienta. V deviti pfipadech doslo k mirné fotosensitivni reakci kize (popaleni), coz je 5,6 %
vSech |éCenych pacientl, které po oSetfeni zmizelo do 3 — 5 dnu. Z po¢atku doSlo po PDT
celkem u osmi pacientl k zanétu pradusek a infekci dychaciho systému. Po této zkuSenosti
se z preventivnich dlvodl podavala kufakim a pacientim s velkymi endobronchialnimi
lézemi jedna davka antibiotik. Diky tomu pak v poslednich 100 pfipadech nedoSlo k zadnym
problémdm. Pfed PDT se ve skupiné A pokouselo neuspésné lécit 85 % pacientd i jinou
metodou — radioterapii nebo chemoterapii. Jiz 6 — 8 tydnd po ukondeni IéCby doslo ke
znacné ulevé u vSech pacientd, zejména dusSnosti. U 58,1 % pacientd bylo zaznamenano
vyrazné zlepSeni ohledné otvirani prlidusek. Primérna délka preziti pacientd byla 9,6
mésicu. Ve skupiné E mél kazdy pacient uplnou odpovéd na lécbu, i kdyz néktefi az po

druhé davce. Primérné preziti v této skupiné bylo 75,4 mésicu.

3.7.4 VYUZITi PDT U METASTATICKEHO KARCINOMU V MOZKU

Studie uvefejnéna v ¢lanku, ktery sepsali Aziz a kol. (2009), se zabyva uc€inkem
fotodynamické terapie po resekci metastatického nadoru v mozku. Celkem 14 pacientim
byly 48 hodin pfed operaci podany intravenézné 2 mg/kg fotosensitizéru Photofrin. V den
operace, 3 hodiny pfed samotnym zakrokem, dostali peroralné jesté 20 mg/kg kyseliny
aminolevulové (ALA) - ve smési s 30 ml pomerancového dzusu. Nador byl mikrochirurgicky
odstranén a misto nasledné ozafeno modrym svétlem, které zpusobilo fluoreskovani zbylé
nadorové tkané. Ta mohla byt proto dodate¢né odstranéna. Pro PDT byla pomoci diodového
laseru pouzita vinova délka 630 nm (100 J/cm?). Celkem pacienti podstoupili pét ozafovani.
Prvni davku zafeni dostali na pooperaénim pokoji, dalSi jizZ na neurochirurgickém oddéleni u
svého lizka. Pacienti se museli dostatecné chranit proti pfimému slune¢nimu zareni pomoci
klobouk, slunec¢nich bryli, rukavic, dlouhych rukavu a kalhot. VSichni pacienti byli pravidelné
sledovani kazdé tfi mésice az do jejich smrti.

U 14 pacientd bylo celkem lé€eno 14 mozkovych metastazi. Sedm z nich bylo puvodné
z plic, dva z rakoviny prsu, dva z rakoviny tlustého stfeva, dva z rakoviny vaje¢niku a jeden
neznamého plvodu. Jeden pacient s metastazemi z plic zemfel z nesouvisejicich duvoda,
zatimco zbylych Sest pacientd zustalo bez dalSich mozkovych metastazi az do jejich smrti.
Ze zbyvajicich sedmi pacientl umfeli dva kvuli mozkové recidivé, jeden po Ctyfech tydnech
kvlli rakoviné stfeva a jeden zemfel po 70 tydnech na rakovinu bez ur€eni primarni oblasti.

Celkem 79 % pacientd podlehlo rakoviné na zakladé jejiho primarniho vyskytu, zatimco
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pouze dva ze Ctrnacti zemfeli kvuli opétovnému vyskytu metastéazi na mozku. Nejvétsi
ucinnost pfitom tato metoda prokazala u IéCby mozkovych metastazi pfi rakoviné plic.

Tato studie prokazala, ze fotodynamicka terapie muize slouzit jako vynikajici pomocna
metoda pfi 1éCbé metastdzi na mozku. Sjeji pomoci se tak muaze velmi snizit

pravdépodobnost recidivy.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 BUNECNE LINIE

e G361 bunédéné linie
e NIH3T3 bunécné linie

Fotodynamicka terapie byla provedena na dvou rdznych buné&cnych liniich, které byly
pfedem pfipraveny do 96-ti jamkovych mikrotitraénich destic¢ek. Pro demonstraci ucinku
terapie na nadorovou tkan byl pouzit kozni melanom (G361 buriky). Druhy typ bunék tvofily
mysi fibroblasty (NIH3T3 bunky).

4.2 FOTOSENSITIZERY

e TPPS, (4-zinc-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrine)
e ZnTPPS, (zineCnaty derivat TPPS,)
o PdTPPS, (paladnaty derivat TPPS,)
o MQgTPPS, (hofeCnaty derivat TPPS,)

MgTPPS4 M=Mg R=SOH
ZnTPPS4 M=Zn" R=SOH
PATPPS4 M=Pd” R=SOH

Obr. 10: Struktura pouZitych fotosensitizérd (pfevzato od Mosinger a kol., 2002).
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4.3 OSTATNI MATERIAL

1) ROZTOKY A MEDIA

e PBS 10x (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4
=80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPO,; 2,4 g KH,PO,; dest. voda do 1 litru + HCI
k upravé pH

e DMSO (Dimethyl sulfoxid)

e kultivaéni DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
= praSkové DMEM - (D 5523-10L, Sigma); 500 ml 10% fetalniho séra - (F 7524,
Sigma); 100 ml 1% penicilin/streptomycin - (P 4333, Sigma); 100 ml 1% glutaminu
- (G 7513, Sigma)

2) KOMERCNI KITY

e MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) - (M 5655, Sigma)

e DCF (5-(a-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat, acetyl ester
(CM-H,DCFDA)) - (C 6827, Invitrogen)

4.4 LABORATORNI PRISTROJE + PROGRAMY

e Laboratorni vahy

e Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA)
e CO; inkubator (BioTek, USA)

o LED diody (Kingbright Corporation, Taiwan)

e Microsoft Excel (statisticka analyza — primér, linearni regrese, smérodatna odchylka)

4.5 PRIPRAVA A APLIKACE FOTOSENSITIZERU

Aby mohly byt pouzité fotosensitizéry aplikovany, byly pomoci kultivatniho DMEM média
pfevedeny z pevného stavu do roztoku. Postupnym fedénim bylo dosazeno pozadovanych
koncentraci (100 uM; 50 uM; 10 pM; 5 pM; 1 uM; 0,5 uM).

Na predem pfipravené G361 a NIH3T3 buriky byly pomoci multikanalové pipety aplikovany
fotosensitizéry v urCenych koncentracich, a to ve dvou opakovanich (Obr. 11). Mnozstvi
fotosensitizéru v kazdé jamce Ccinilo 10,53 pl. Nasledna inkubace bunék probihala
v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO, po 24 hodin.
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Obr. 11: Jednotlivé fotosensitizéry aplikované ve dvou opakovanich.

4.6 ROS DETEKCE

DCF je fluorescencni znacCka, ktera umoznuje detekovat ROS. Po vstupu (5-(a-6)-
chloromethyl-2',7"-dichlorodihydrofluorescein diacetatu, acetyl esteru (CM-H,DCFDA) do
buriky dojde k jeho pfeméné na nerozpustny CM-H,DCF. Ten reaguje s ROS, které vznikaji
po ozareni, a méni se na fluorescenéni CM-DCF. Méfeni této vznikajici fluorescence tedy
soucasné méfi produkci ROS.

Po uplynuti inkubacni doby a fadném odstranéni fotosensitizéru z desti¢ky bylo do kazdé
jamky pfidano 50 pul roztoku DCF a PBS 1x, ktery byl pfipraven v poméru 10 yl DCF na 1 ml
PBS 1x. Poté byly buriky inkubovany 20 minut pfi 37 °C a 5 % CO..

Obr. 12: Mikrotitracni desti¢ka s aplikovanym DCF.
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4.7 OZAROVANI

Od kazdé bunécné linie byly ozareny tfi mikrotitracni destiCky. Kazda ovSem byla
vystavena r(zné velké davce zareni. Prvni desticky kazdého typu bunék byly vystaveny
zareni po 20 sekund, &imz bylo dosaZeno davky 1 J/cm?. Doba zafeni na druhé desticky byla
100 sekund, coz odpovidalo davce 5 J/cm?. Treti desticky dostaly po 200 sekundach davku
zaFeni 10 J/cm? (Tab. I). Vinova délka zaFeni byla 414 nm, hustota vykonu 50 mW/cm? a
velikost proudu 0,48 A (Obr. 13).

‘ |

A 17 _ i
5

.

Obr. 13: Ozafovani mikrotitracni desti¢ky pfi 414 nm pomoci zdroje LED zafeni.

Tab. I: Znazornéni doby, po kterou je tfeba plsobit zafenim na bunécné linie, aby bylo

dosazeno pozadované davky zareni.

Cislo desticky doba zareni [s] davka zareni [J/cm?]
1. 20 1
2. 100 5
3. 200 10

Po ozafeni byla destiCka vlozena do Synergy HT fluorescen¢niho readeru (Obr. 14), jehoz
pomoci bylo zmé&Feno kinetickou analyzou mnozstvi ROS obsaZené v burikach. Po zméfeni
bylo pfidano do kazdé jamky 100 yl DMEM (Obr. 15) a opét inkubovano po 24 hodin pfi
37°Cab% CO,.
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Obr. 15: Bunky po pfidani 100 ul ¢erstvého DMEM.

4.8 MTT TEST

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide je latka, ktera umozZniuje zviditelnit zivé buriky. Po
uplynuti inkubaéni doby a ddkladném odstranéni pfedchozi latky, bylo do kazdé jamky
napipetovano 50 pul pfipraveného roztoku MTT (Obr. 16). Ten byl pfipraven pfidanim 20 mg
MTT do 4 ml PBS 1x. Po rozpusténi krystald MTT bylo pfidano dalSich 32 ml PBS 1x.

37



Béhem 3 hodin dalSi inkubace (37 °C, 5 % CO,) doslo k fialovému zbarveni (vytvofenim
formazanovych krystal() bunék, které pfezily. Po inkubaci a odstranéni roztoku z destiCek
bylo pfidano 100 yl DMSO (Obr. 17).

Poté byly desti¢ky vioZzeny opét do Synergy HT readeru, ktery zméfil absorbanci pfi 570 a
690 nm.

TPPS,

S ZnTPPS,

PATPPS,

@ M MmO O »
P\
N

; ‘
v = MgTPPS,

A 7 ik :, ;,{i‘ 4 ,.e 1’ 5 - 7 V4 ", e AN
Obr. 16: Aplikovany roztok MTT.

& PdTPPS,

o U

Obr. 17: Destic¢ka po pfidani 100 yl DMSO.
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5 VYSLEDKY

Vy8e zminény postup byl aplikovan pfi tfech na sobé nezavislych méfenich, ze kterych se
v kone€ném porovnani vytvofily pramérné hodnoty.

V kazdé mikrotitracni desti¢ce je kromé aplikovanych fotosensitizért v Sesti koncentracich
(0,5 uM; 1 uM; 5 uM; 10 pM; 50 pM; 100 uM) pfitomna i kontrola (K). Do této kontroly nebyl
pfidan zadny fotosensitizér. Pfedstavuje tak bunky, u kterych neprobéhla fotodynamicka

reakce. To umozni lepSi a nezbytné porovnani ucinku fotodynamické terapie.

5.1 MERENi PRODUKCE ROS

Detekce mnozstvi vytvofenych ROS je umozZnéna fluorescencni sondou DCF. Ta se
aplikuje k buné€nym liniim v mikrotitrani destiCce, ktera se nasledné vlozi do readru. Ten
podrobi destiCku kinetické analyze, pfi které dochazi kazdou minutu k méfeni fluorescence,
ktera koresponduje s aktualnim mnozZstvim ROS. Celkova doba analyzy byla deset minut.
Po skon€eni analyzy program zpracuje vysledky destiCky do tabulek. Kazda tabulka
odpovida jednomu fotosensitizéru (Tab. II).

Kinetické méfeni provadime proto, Ze je pfesnéjSim ukazatelem naristu ROS nez méreni
v jednom urcitém ¢asovém bodé. Velka davka zafeni muze zvySovat narist ROS pfi riznych
koncentracich. Vypoctem linearni regrese dostaneme hodnoty z 10-ti minutového intervalu
nardstu ROS, coz nam umozni ziskat pfesnéjsi vysledky, nez kdybychom pouzili vysledek

ziskany v jeden urcity ¢as.

Tab. II: Hodnoty tvorby ROS v G361 bunécénych liniich za pfitomnosti fotosensitizéru TPPS,

a pfi davce zafeni 1J/cm?.

Koncentrace
[uM]

Doba méreni [min] 0,5 1 5 10 50 100 K
0:00:00 486 595 664 822 1959 2534 576
0:01:00 559 691 771 962 2313 2945 675
0:02:00 618 767 852 1069 2594 3302 752
0:03:00 667 833 921 1161 2815 3622 817
0:04:00 711 891 982 1240 3005 3900 873
0:05:00 752 936 1033 1305 3173 4144 924
0:06:00 786 980 1075 1365 3320 4370 965
0:07:00 817 1021 1119 1414 3450 4581 1005
0:08:00 844 1055 1158 1460 3567 4772 1034
0:09:00 867 1086 1191 1501 3666 4950 1068
0:10:00 894 1116 1220 1538 3764 5114 1094
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Analyza probiha na étyfech fotosensitizérech, ve dvou rGznych bunécnych liniich a pfi
tfech rdznych davkach zareni. Po provedeni tfi na sobé nezavislych méfenich byly vysledky
zprimérovany a nasledné zpracovany v programu Microsoft Excel do grafl pro lepSi

orientaci.

5.1.1 G361 BUNKY (KOZNi MELANOM)

Pfi porovnani mnozstvi ROS, které koreluje s velikosti fluorescence, je patrné, ze
s vzrlstajici koncentraci jednotlivych fotosensitizérd dochazelo k tvorbé vétsiho mnozstvi
ROS (Graf 1 - 3). Kromé koncentrace je dulezitym faktorem také davka zareni, které byly
bunky vystaveny. U vSech fotosensitizéru se prokazalo, Ze s rostouci davkou zafeni roste
i mnozstvi ROS (Graf 4 - 7).

Jako nejucinnéjsi se ukazal byt fotosensitizér ZnTPPS,. V jeho pfitomnosti byla hodnota

fluorescence nejvyssi, a to pfi vdech davkach zareni.

Hodnota fluorescence v zavislosti na koncentraci
fotosensitizéru
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Graf 1: Zavislost minutového pfiristku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi

davce zareni 1 J/lcm?.

Hodnota fluorescence vzavislosti na koncentraci
fotosensitizéru
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Graf 2: Zavislost minutového pfirlstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi

davce zareni 5 J/cm?.
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Hodnota fluorescence v zavislosti na koncentraci
fotosensitizéru
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Graf 3: Zavislost minutového pfirGstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi
davce zafeni 10 J/cm?.

Zavislost fluorescence na koncentraci TPPS4 pri riizné davce
zareni
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Graf 4: Zavislost minutového pfirdstku fluorescence na koncentraci TPPS, pfi jednotlivych

davkach zareni.

Zavislost fluorescence na koncentraci ZnTPPS4 pii riizné davce
zareni
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Graf 5: Zavislost minutového pfirastku fluorescence na koncentraci ZnTPPS, pfi jednotlivych

davkach zareni.
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Zavislost fluorescence na koncentraci PdTPPS4 pii rizné davce
zareni
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Graf 6: Zavislost minutového pfirastku fluorescence na koncentraci PATPPS, pfi jednotlivych

davkach zareni.

Zavislost fluorescence na koncentraci MgTPPS4 pfi razné davce
zareni
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Graf 7: Zavislost minutového pfirGstku fluorescence na koncentraci MgTPPS, pfi

jednotlivych davkach zareni.

5.1.2 NIH3T3 BUNKY (MYSi FIBROBLASTY)

V porovnani s G361 burikami nedoslo k tak pfimému nartistu mnozstvi ROS u jednotlivych
fotosensitizéru v zavislosti na jejich koncentraci. Kfivka, ktera znazorriuje mnozstvi ROS, se
s rostouci koncentraci pfilis nezvySuje a zUstava spiSe linearni s plvodné obsazenym
mnozstvim ROS, které reprezentuje kontrolni vzorek (K) (Graf 8 - 10). Davodem je
neselektivni vychytavani fotosensitizéru zdravymi NIH3T3 bufkami. Nedochazi tedy k tak
vyrazné akumulaci latky uvnitf bunék (jako tomu je u G361 bunék), kde po ozéafeni dochazi
k reakcim, pfi kterych se ROS tvofi. Proto narUst v zavislosti na koncentraci neni tak

radikalni. K ur€itému vzrastu dochazi az pfi nejvétsich koncentracich.
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Diky tomu, Ze buriky byly detekovany po dobu deseti minut od ozafeni, pfestalo mnozZstvi
ROS ve dvou pfipadech (Graf 9, 10) v koncentraci 100 yM pomalu narlstat. Pokud bychom
vSak pokracovali v ozafovani, mnozstvi ROS by dale narustalo.

| pfes nevelky narust mnozstvi ROS se potvrdilo i u nenadorové bunécné linie, Ze tvorba

ROS se zvysuje s rostouci davkou zafeni (Graf 11 - 14).

Hodnota fluorescence v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru
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Graf 8: Zavislost minutového pfirlstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi

davce zareni 1 Jicm?.

Hodnota fluorescence v zavislosti na koncentraci
fotosensitizéru
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Graf 9: Zavislost minutového pfirstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi

davce zareni 5 J/cm?.
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Hodnota fluorescence v zavislosti na koncentraci
fotosensitizéru
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Graf 10: Zavislost minutového pfirdstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS pfi
davce zafeni 10 J/cm?.

Zavislost fluorescence na koncentraci TPPS4 pii rizné davce
zareni
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Graf 11: Zavislost minutového pfirGstku fluorescence na koncentraci TPPS, pfi jednotlivych
davkach zareni.

Zavislost fluorescence na koncentraci ZnTPPS4 pii rizné davce
zareni
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Graf 12: Zavislost minutového prirGstku fluorescence na koncentraci ZnTPPS, pfi
jednotlivych davkach zareni.
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zafeni

Zavislost fluorescence na koncentraci PATPPS4 pfi riizné davce
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Graf 13: Zavislost minutového pfirastku fluorescence na koncentraci PATPPS, pfi

jednotlivych davkach zareni.

zareni

Zavislost fluorescence na koncentraci MgTPPS4 pfi riizné davce
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Graf 14: Zavislost minutového pfirdstku fluorescence na koncentraci MgTPPS, pfi

jednotlivych davkach zareni.

5.1.3 G361 A NIH3T3 BUNKY BEZ OZARENI

Pro demonstraci toho, jak dllezitou roli ma ve PDT zarfeni, byla produkce ROS méfena

také u G361 a NIH3T3 bunék, které nebyly ozafeny. Vysledky potvrzuji nezbytnost zafeni

pro tvorbu ROS, které poté poskozuji buriky. Bez ozafeni dochazi k opravdu minimalnimu

narstu mnozstvi ROS (Graf 15, 16). Za téchto podminek doSlo ve vétSiné pfipadu

k nejvétSimu narustu pfi pouziti fotosensitizéru ZnTPPS,. Pfi porovnani G361 a NIH3T3

bunék Ize opét vypozorovat, ze za stejnych podminek doslo k tvorbé vét§iho mnozstvi ROS

u G361 bunék. Davodem je jiz zmifiované selektivni vychytavani fotosensitizéru nadorovymi

burikami.
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Graf 15: Zavislost minutového pfirlstku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS bez

ozafeni u G361 bunéénych linii.
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Graf 16: Zavislost minutového prirastku fluorescence na koncentraci jednotlivych PS bez

ozafeni u NIH3T3 buné&cnych linii.

5.2 MTT TEST

Pro posouzeni fototoxického ucinku fotosensitizért byl pouzit tzv. MTT test. Ten spociva
ve zméné ve vodé rozpustného 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromidu
na nerozpustny formazan, ktery ma fialové zbarveni. Tato reakce probiha pouze v Zivych
bunkach, proto je intenzita zbarveni pfimo umérna poctu prezivSich bunék. Vyhodnoceni

probiha pomoci readeru, ktery méfi absorbanci pfi 570 nm a 690 nm (Tab. IlI).
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Tab. Ill: Velikost absorbance fotosensitizérd pfi 570 nm a 690 nm u G361 buné&&nych liniich

po davce zarfeni 1 Jicm?.

100 50 10 5 1 0,5 K | VInovadélka
Fotosensitizér [nm]
TPPS4 0,097 | 0,106 | 0,313 | 0,549 | 0,808 | 0,828 | 0,818 570
TPPS4 0,092 | 0,101 0,32 0,522 | 0,772 | 0,774 | 0,809 570
ZnTPPS4 0,107 | 0,101 | 0,236 | 0,435 | 0,822 | 0,815 | 0,922 570
ZnTPPS4 0,093 | 0,096 0,2 0,487 | 0,712 | 0,812 | 0,838 570
PdTPPS4 0,09 0,088 | 0,163 | 0,314 | 0,766 0,78 0,784 570
PdTPPS4 0,088 | 0,094 | 0,248 | 0,268 | 0,712 | 0,751 | 0,782 570
MgTPPS4 0,091 | 0,101 | 0,435 | 0,599 | 0,786 | 0,736 | 0,862 570
MgTPPS4 0,098 | 0,108 | 0,441 | 0,536 | 0,645 | 0,706 0,72 570
Vinova délka

Fotosensitizér 100 50 10 5 1 0,5 K [nm]
TPPS4 0,065 0,068 0,073 0,075 0,095 0,084 0,084 690
TPPS4 0,062 0,069 0,07 0,075 0,079 0,078 0,077 690
ZnTPPS4 0,079 0,069 0,065 0,071 0,075 0,081 0,133 690
ZnTPPS4 0,063 0,065 0,065 0,073 0,074 0,093 0,077 690
PdTPPS4 0,06 0,062 0,065 0,068 0,078 0,082 0,091 690
PdTPPS4 0,064 0,067 0,068 0,066 0,079 0,081 0,105 690
MgTPPS4 0,063 0,063 0,069 0,07 0,077 0,079 0,115 690
MgTPPS4 0,063 0,064 0,067 0,069 0,072 0,078 0,086 690

V programu Microsoft Excel byly hodnoty vinové délky 570 nm odeéteny od 690 nm a
pfevedeny na procenta vztazené ke kontrole. Vysledné hodnoty ze tfi na sob& nezavislych
meéreni byly poté pro kazdy fotosensitizér zprimérovany a dale zpracovany pro veétsi

pfehlednost do grafu.

5.2.1 G361 BUNKY (KOZNi MELANOM)
Vysledky MTT testu viability odpovidaji vysledkim méfeni mnozstvi ROS. S vétsi

koncentraci fotosensitizéru roste mnozstvi vytvarenych ROS, které zpusobuji poskozeni
bunék a snizuji tak viabilitu (Graf 17 - 19). Porovnani vlivu davky zareni na celkovou viabilitu
pfi vSech koncentraci kazdého fotosensitizéru ukazalo, Zze s rostouci davkou zareni klesa
celkova viabilita (Graf 20 - 23). Nejvétsi cytotoxicky uc€inek pfFi nizkych koncentracich
prokazaly fotosensitizéry TPPS, a PdTPPS,. Ov8em s rostouci koncentraci se ukazal byt

ucinnéjsi fotosensitizér ZnTPPS,.
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Zavislost viability bunék na koncentraci fotosensitizéru (1J)
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Graf 17: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizér( pfi davce zareni 1
Jlcm?,

Zavislost viability bunék na koncentraci fotosensitizéru (5J)
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Graf 18: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizéra pfi davce zareni 5
Jlem?,

Zavislost viability bunék na koncentraci fotosensitizéru (10J)
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Graf 19: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizérd pfi davce zareni 10
Jiem?,
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Zavislost viability na koncentraci TPPS4 pfi rizném stupni ozareni
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Graf 20: Zavislost viability na koncentraci TPPS, pfi jednotlivych davkach zafeni.

Zavislost viability na koncentraci ZnTPP$4 pii rizném stupni
ozareni
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Graf 21: Zavislost viability na koncentraci ZnTPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.

Zavislost viability na koncentraci PATPPS4 pii riizném stupni
ozareni
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Graf 22: Zavislost viability na koncentraci PATPPS, pfi jednotlivych davkach zafeni.
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Zavislost viability na koncentraci MgTPPS4 pii mizném stupni
ozareni
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Graf 23: Zavislost viability na koncentraci PATPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.

5.2.2 NIH3T3 BUNKY (MYSi FIBROBLASTY)

Stejné jako u G361 bunék, i viabilita NIH3T3 bunék klesala s rostouci koncentraci
fotosensitizéru (Graf 24 - 26). VySSi davka zafeni zpUsobila v pfitomnosti kazdého
fotosensitizéru umocnéni fotodynamického efektu a tim snizeni viability (Graf 27 - 30). Velky
rozdil mezi G361 a NIH3T3 burikami byl v koncentracich, ve kterych dochazelo ke znaénému
poklesu viability. Zatimco G361 buriky mély nizkou viabilitu i pfi nizSich koncentracich
fotosensitizéru, viabilita NIH3T3 bunék vyrazné klesla az pfi vétsi koncentraci a pfi vysSich
davkach zareni, coz je zpusobeno pravé vySe zminénym selektivnim vychytavanim
fotosensitizéru nadorovymi bunikami.

Viabilita bunék v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru

120

100 /.%‘m\ﬁ ]

a0

- __ ——TPPSA
= p —=— ZnTPPS4
£ / PATPPS4
3 a0 / MgTPPSA
S .
O T T T
00 50 10 5 1 05 K

Koncentrace [UM]

Graf 24: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizért pfi davce zareni 1
Jiem?,
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Viabilita bunék v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru
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Graf 25: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizér( pfi davce zareni 5
Jlcm?,

Viabilita bunék v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru
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Graf 26: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizért pfi davce zarfeni 10
Jiem?,

Viabilita v zavislosti na koncentraci TPPS4 pfi rizném stupni
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Graf 27: Zavislost viability na koncentraci TPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.

51



Viabilita v zavislosti na koncentraci ZnTPP$4 pii rizném stupni

ozareni
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Graf 28: Zavislost viability na koncentraci ZnTPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.

Viabilita v zavislosti na koncentraci PATPPS4 pfi mizném stupni
ozareni
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Graf 29: Zavislost viability na koncentraci PATPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.

Viabilita v zavislosti na koncentraci MgTPPS4 pii rizném stupni
ozareni
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Graf 30: Zavislost viability na koncentraci MgTPPS, pfi jednotlivych davkach zareni.
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5.1.3 G361 A NIH3T3 BUNKY BEZ OZARENI

U bunék, které nebyly vystaveny zareni, nedoSlo k zadnému (Graf 32), pfipadné pouze
k mirnému (Graf 31) poklesu viability, ktery je zpusoben vy$§i koncentraci fotosensitizéru,
¢imz se zvySuje cytotoxicky Ucinek. Divodem je minimalni mnozstvi ROS (Graf 15. 16),

které jsou nezbytné pro poskozeni buriky.
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Graf 31: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizérd bez ozareni u G361

buné&cénych linii.
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Graf 32: Zavislost viability na koncentraci jednotlivych fotosensitizérll bez ozareni u NIH3T3

buné&cénych linii.
Zavérem mUzeme poznamenat, Ze s rostouci koncentraci fotosensitizéru a vyssi davkou

zareni se zvySuje také tvorba a mnozstvi ROS. Cim vice ROS je v burikach pFitomno, tim

vice jsou buriky poSkozovany a klesa tak viabilita. Fotosensitizér ZnTPPS,, ktery prokazal
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nejvétsi produkci ROS, se ukazal byt nejuéinnéjsi pfi vydSich koncentracich, a také nejdfive
dosahl téméfr nulové viability. Fotosensitizéry TPPS, a PdTPPS, vykazovaly sice vyS$Si
ucinnost pfi niz8i koncentraci, ale viabilita bunék byla stale vysoka.

Vzajemné porovnani G361 a NIH3T3 bunék prokazalo selektivni vychytavani
fotosensitizéru nadorovymi burikami. Dukazem je tvorba vétSiho mnozstvi ROS a nizSi

viabilita i pfi nizkych koncentracich fotosensitizéru u G361 bunéénych linii.
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6 DISKUSE

Fotodynamicka terapie je metoda, ktera pfi 1éEbé vyuziva fotosensitivni latku
(fotosensitizér) a zareni. Diky ozafeni fotosensitizéru se spousti fada reakci, které vyusti
v poSkozeni a nasledné v usmrceni buriky.

Vyhoda této metody spociva v selektivnim vychytavani fotosensitizéru nadorovou tkani,
kde se hromadi. Diky tomu dochazi k usmrceni bunék hlavné v postizené tkani, zatimco
okolni zdrava tkan je zasazena jen minimalné. Zafeni zpUsobi excitaci fotosensitizéru. Tato
energie mize byt poté dvéma mechanismy pfevedena na kyslik. PFi prvnim typu je energie
prfenesena na kyslik pfes substrat a vznikaji rizné ROS. Béhem druhého typu reakce je
energie prevedena primo na kyslik, ¢imz vznika velice cytotoxicky singletovy kyslik. Vzniklé
reaktivni formy kysliku poté poskozuji buriky a spousti jejich apoptézu nebo nekrézu. Cim
vice molekul fotosensitizéru se tedy v burikach nahromadi, tim vice energie je pfevedeno na
kyslik a vznika vice ROS, které jsou schopny poskodit velké mnozstvi bunék.

Podle Robertsona a kol. (2009) je pouzivani fotodynamické terapie tak atraktivni kvuli jeji
specificité a selektivité. Po aplikaci fotosensitizéru dochazi k jeho specifickému hromadéni
v maligni tkani, kde se podili na tvorbé velkého mnozstvi ROS, které nasledné zpusobi
destrukci bunék. Tento fakt se potvrdil i v nasi praci. Porovnanim G361 bunék (Graf 1 - 3) a
NIH3T3 bunék (Graf 8 — 10) zjistime, Ze v pfipadé G361 bunék doslo k vys&i tvorb& mnozstvi
ROS. Ztoho lze usoudit, Ze pravé zde dochazelo k vétSimu vychytavani a hromadéni
molekul fotosensitizéru, ktery byl po ozareni schopen pfedat energii kysliku.

Castano a kol. (2005) uvadi, ze dllezitymi faktory, které maiji vliv na rozsah poskozeni
bunék a na jejich nasledném zaniku, je koncentrace fotosensitizéru a intenzita zafeni. Tento
fakt byl potvrzen i nami (Graf 17 — 19, Graf 24 — 26). Z vyzkumu je patrné, Ze s rostouci
koncentraci fotosensitizéru viabilita klesa. Tento fakt je jes$té vice umocnén pfitomnosti
vy&Sich davek zareni.

Plaetzer a kol. (2003) tvrdi, Ze takové koncentrace fotosensitizérli, které se pfi
fotodynamické terapii pouzivaji, jsou sami o sobé v podstaté neSkodné. Az absorpci fotond
dochazi k tvorbé velkého mnozstvi ROS, které maji schopnost poskodit buriky. Pro ovéfeni
neSkodnosti samotného fotosensitizéru jsme do nasi prace zaradili méfeni bunék, u kterych
nedoslo k Zadnému ozareni (Graf 31, 32). V takovych podminkach jsme nepozorovali Zadné,
pfipadné pouze minimalni snizeni viability bunék v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru.

Kolafova a kol. (2007) ve své studii porovnavali mnozstvi vytvofenych ROS v pfitomnosti
tii fotosensitizérd (TPPS,, ZnTPPS,, PATPPS,). Test probihal na G361 bunécénych liniich pfi
davce zareni 1 Jicm?. Nejvétsi mnozstvi ROS naméfili v pfitomnosti ZnTPPS,;, mnohem
méné pak u PdTPPS, a TPPS,. Rozdil mezi PdTPPS, a TPPS, nebyl pfili§ vyrazny. P¥i

pohledu na vysledky nas$i studie (Graf 1) Ize fict, Ze jsme dospéli k podobnym vysledkim.
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Kolafova a kol. (2007) méfili také ucinnost stejnych fotosensitizérd pfi studiu poskozeni
bunék. Z jejich vyzkumu se pfi davce zafeni 1 Jicm® a 5 Jicm?® ukazal jako nejuginngjsi
fotosensitizér ZnTPPS,. Porovnanim danych fotosensitizérd za stejnych podminek s naSi
praci jsou patrné mirné odchylky. Zatimco v praci Kolafové a kol. (2007) byl fotosensitizér
ZnTPPS, ucCinnéjSi i pfi nizSich koncentracich, v nasi studii byl ZnTPPS, nejucinnégjsi
zejmena pfi vy8Sich koncentracich.

Lze tedy fici, ze vysledky naS$i studie se v hlavnich bodech shoduji i se studii jinych
vyzkumnych pracovniku. Mirné odchylky v nami naméfenych hodnotach mizeme pfisoudit
nepresnému pipetovani jednotlivych latek, jinym pracovnim podminkam nez u ostatnich
autorll a pfipadnému vystaveni citliveho fotosensitizéru i béznému svétlu, které mohlo

celkové vysledky mirné ovlivnit.
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7 ZAVER

K cilim této prace patfilo ovéfeni UCinnosti fotosensitizért pfi riznych davkach zareni a
riiznych koncentracich u G361 a NIH3T3 bunécnych linii pomoci méfeni ROS a MTT testu
viability. Z vysledku je patrné, ze bunky kazdé linie reagovali na dané podminky stejné, i
kdyz v rizné mife.

Vysledky méfeni reaktivnich forem kysliku v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru
ukazaly, ze €im je koncentrace vysSi, tim k vétsi tvorbé ROS dochazi. Déje se tak proto, ze
se vétdi mnozZstvi fotosensitizéru dostane do vice bunék. V nich je pak po ozafeni schopen
reagovat s vice molekulami kysliku. Dal§im dulezitym poznatkem, ktery z méfeni vypliva, je
pozitivni vliv davky zafeni na tvorbu ROS. S rostouci silou davky zareni rostla i produkce
reaktivnich forem kysliku. NejvysSich hodnot ROS tak bylo dosazeno pfi koncentraci 100 uM
a pfi davce 10 J/cm?. Vliv faktord koncentrace a davky zareni byl stejny pro obé& buné&né
linie. Rozdil v8ak byl v mife tohoto ucinku. Diky selektivnimu vychytavani fotosensitizéru
nadorovymi bunikami bylo mnozstvi ROS za stejnych podminek vy$Si u G361 bunécéné linie.

MTT test viability v podstaté potvrdil vysledky ROS méfeni. Viabilita umérné klesala
s rostouci koncentraci fotosensitizéru. VysSi davka zafeni tento fakt jen umocnila a
k vyraznému poklesu viability dochazelo uz pfi nizSich koncentracich. Rozdil mezi
buné&nymi liniemi vtomto pfipadé spocCival vtom, Ze u G361 bunék viabilita vyraznéji
poklesla uz pfi nizsich koncentracich fotosensitizérti (5 uM pfi 1 J/lcm?% 0,5 uM pfi 5 a 10
Jlecm?), zatimco viabilita NIH3T3 bun&k vyrazné klesla aZ pfi vysSich koncentracich a
davkach zafeni (10 uM pfi 1 J/lcm? 5 uM pfi 5 a 10 J/cm?).

Provedeni testu viability bez ozafeni obou buné&nych linii neukazalo Zadny, pfipadné
pouze mirny pokles viability. Potvrdilo se tak, jak je dulezita uloha svétla ve fotodynamické
terapii, a ze samotny fotosensitizér je pro bufky v podstaté neskodny.

DalSi ulohou bylo porovnat ucinek jednotlivych fotosensitizérd pfi destrukci nadorovych
bunék ve fotodynamické terapii. V nasi studii byl zaznamenan nejvétsi narist produkce ROS
v pfitomnosti fotosensitizéru ZnTPPS,. Produkce ROS zbylych fotosensitizérd se vzajemné
pfilis neliSily a bylo tedy obtizné rozhodnout o jejich pfesném poradi. Pomoci MTT testu byla
v koncentraci 0,5 — 5 yM pii zafeni 1 J/cm? a koncentraci 0,5 — 1 uM pfi zafeni 5 a 10 J/cm?
nameéfena nejmensi viabilita v pfitomnosti fotosensitizéra TPPS, a PATPPS,, poté MgTPPS,
a nejvétsi viabilitu vykazoval fotosensitizér ZnTPPS,. V koncentracich vy$Sich nez 5 uM byla
ov8em viabilita nejnizsi v pfitomnosti ZnTPPS,, zatimco u PATPPS, byla viabilita nejvyssi.

Jako nejucinngjdi se oznacCuje takovy fotosensitizér, ktery dokaze usmrtit 100 %
fotosensitizérd ukazal byt nejlepSi ZnTPPS,. Ostatni fotosensitizéry byly sice pfi nejnizSich

koncentracich ucinnégjsi, celkova viabilita bunék vSak byla stale velmi vysoka. Pro dosazeni
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témér 100% usmrceni bunék (nejnizSi viability) vyZzadoval pravé ZnTPPS,; nejnizSi
koncentraci (5 uM pfi 10 J/cm?). Zbylé fotosensitizéry dosahly témé&f 100% usmrceni bunék
az pfi vyssich koncentracich (50 uyM pfi 10 J/icm?). Z tohoto diivodu Ize oznadit za
nejucinnéjsi fotosensitizér ZnTPPS,.

Dlvodem, pro€ zadny fotosensitizér nedosahl nulové viability ani pfi nejvy$si koncentraci a
nejvétsi davce zareni je to, Ze se jedna v podstaté o bunky druhé generace, které vznikly
(narostly) az po ukonc&eni terapie.

NaSe studie tedy prokazala uspésné poskozeni nadorovych bunék pomoci fotodynamické
terapie. Zaroven potvrdila, ze jsou fotosensitizéry selektivné vychytavany nadorovymi
bufikami, bez ozafeni nejsou cytotoxické a nenadorové bunky poskozuji béhem

fotodynamické terapie pouze minimalné.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

NIH3T3
G361
MgTPPS,
MTT

nm

PDT
PATPPS,
PS

ROS
TPPS,
ZnTPPS,

bunéc&né linie mysich fibroblastu

bunééné linie kozniho melanomu

hofeCnaty derivat TPPS,

thiazolyl blue tetrazolium bromide

nanometr

fotodynamicka terapie

paladnaty derivat TPPS,

fotosensitizér

reaktivni formy kysliku
4-zinc-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porfyrine

zine€naty derivat TPPS,
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