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SOUHRN

Fotodynamicka terapie patfi mezi nové a stale se vyvijejici metody, které vedou
k Ié€bé nadorl. Ve fotodynamické terapii jsou kliové tfi kroky, které vedou ke znieni
nadorovych bunék. Tyto kroky zahrnuji aplikaci fotosensitivni latky (fotosensitizéru), svételné
ozafeni a tvorbu cytotoxickych latek, které indukuji bunéénou smrt.

Existuje mnoho fotosensitizér s rdznymi vlastnostmi a mohou byt pacientovi
aplikovany dvéma zplsoby — lokalné nebo systémové. Po ozareni fotosensitizéru dochazi
k excitaci této latky do tripletového stavu. Tento stav mize pak podlehnout dvéma odliSnym
reakcim. B&éhem prvniho typu dochazi k reakci excitovaného fotosensitizéru se substratem.
Tento substrat umozriuje pfenos energie na kyslik, &imz vznikaji volné radikaly a radikalové
ionty. Druhy typ zahrnuje pfenos energie z excitovaného fotosensitizéru pfimo na kyslik.
Touto reakci vznika velmi cytotoxicky singletovy kyslik. Vzniklé cytotoxické latky zpUsobuiji
dva druhy bunécné smrti — apoptézu nebo nekrézu. Pro télo je mnohem lepSi apoptoza,
protoze se pfi ni netvofi zanét.

V této praci bylo testovano, jaky vliv maji rizné fotosensitizéry pfi riznych davkach
zareni na tvorbu reaktivnich forem kysliku, zménu membranového potencialu, zivotnost a
pomeér nekrotickych, apoptotickych a pfezivSich bunék. Testovani bylo provedeno na G361
(bunééna linie kozniho melanomu) a NIH3T3 (bunécna linie mysSich fibroblastd). Jako
fotosensitizéry byly pouzity meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin (TPPS,) a jeho zine¢naté
(ZnTPPS,), paladnaté (PdTPPS,) a hofe¢naté (MgTPPS,) derivaty. Jako zdroj svétla byl
pouzit LED diodovy za&fi€. Velikost pouzitych svételnych davek byla 1 J/cm? 5 Jicm? a 10
Jiem?,

Vysledky této prace prezentuji u€innost fotodynamické terapie se zavisloti na typu
fotosensitizéru, jeho koncentraci a davce zafeni u nadorovych a nenadorovych bunéénych

linii.



SUMMARY

Photodynamic therapy is a new and still developing method leads to tumours
treatment. In photodynamic therapy, there are three crucial steps leads to destruction
of tumour cells. These steps include application of a photosensitizing drug (photosensitizer),
light illumination and generation of cytotoxic species which induce cell death.

There are many photosensitizers with various properties and they can be
administered to patiens by two different ways — topical or systemic way. After photosensitizer
irradiation, the drug is excited to the triplet state. This state can then undergo two different
reactions. During the first type, the reaction of excited photosensitizer with some substrate
occurs. This substrate allows the transport of energy to oxygen. This process alows to form
free radicals and radical ionts. The second type involves transport of energy from excited
photosensitizer directly to oxygen. By this reaction is generated very cytotoxic singlet
oxygen. Generated cytotoxic species causing two types of cell death — apoptosis or necrosis.
For body is much better, because there is no inflammation.

In this work was studied effect of various photosensitizers during different light
intensity on the production of reactive oxygen species, viability and necrotic, apoptotic and
living cells ratio. Testing 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. For irradiation was used LED (light emitting diodes) source. Intensities of used
light doses were 1 J/cm?, 5 J/cm? and 10 J/cm?.

This work’s results represent dependence of photodynamic therapy
on photosensitizer type, its concentration and light doses on tumorous and non-tumorous

lines.
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1 CiLE PRACE

Prvnim cilem bylo vypracovat reSerSi na zadané téma bakalafské prace. Druhym
cilem bylo ovéfit vliv fotodynamicky aktivnich latek (TPPS,, ZnTPPS,, PATPPS, a MgTPPS,)
na nadorovych (G361) a nenadorovych (NIH3T3) buné&cnych liniich, a to metodami detekce
apoptdézy, méfenim reaktivnich forem Kkysliku, detekce zmény mitochondrialniho
membranového potencialu, detekci intracelularniho vapniku a stanovenim cytotoxicity. Toto
testovani provést celkem pfi tfech davkach zafeni (1 Jicm? 5 Jicm? 10 J/icm?) a péti
koncentracich (0,5 uM; 1 uM, 5 uM; 10 uM; 50 puM). Uginky fotosensitivnich latek poté
vyhodnotit s vyuzitim zakladnich statistickych metod a jednotlivé fotosensitizéry vzajemné

porovnat.



2 UvoD

Prestoze fotodynamicka terapie (PDT) je jiz do jisté miry znamou metodou, tak se
neustale vyviji. V. modernim pojeti existuje PDT nékolik let, avSak samotné fotodynamické
ucinky jsou lidstvu znamé jiz po tisice let.

Abychom dosahli uspésSného fotodynamického efektu, je potfeba interakce ftfi
nezbytnych sloZek — fotosensitizéru, svétla a kysliku. Tyto sloZky nejsou samy o sobé
toxické. Jako fotosensitizér (PS) oznaCujeme latku, ktera je selektivné vychytavana
nadorovou tkani poté, co je aplikovana do pacientova téla. Dal8i nezbytnou sloZkou je svétlo.
K jeho ziskani je potfeba vhodny zdroj, ktery dané svételné zafeni poskytuje. Zafeni muze
mit rdznou vinovou délku. Pouziti urCité vinové délky se odviji od toho, jak hluboko je
potfeba, aby zafeni proniklo tkani. VSeobecné |ze Fici, Ze &im je vinova délka vétsi, tim
hloubgiji je zafeni schopno proniknout. Lze tedy konstatovat, ze pro lIéEbu nadord v hlubSich
vrstvach tkané se vyuziva spiSe Cervené spektrum, zatimco pro povrchoveé léCeni je
vhodnéjSi modré spektrum. Posledni slozkou je kyslik. Jeho uloha spodiva ve vlastni
pfeméné v reaktivni formy kysliku (ROS). Ty jsou fytotoxické a vzniklé volné radikaly jsou
tedy schopné pomoci rliznych mechanismu zprostfedkovat destrukci nadorovych bunék.
Uginnost fotodynamické terapie je zavisla na soudasném plisobeni vSech tii sloZek.
V dusledku selektivniho vychytavani se fotosensitizér hromadi v nadorech. Po ozafeni mista
s nahromadénym fotosensitizérem dojde excitaci daného fotosensitizéru. Tim fotosensitizér
ziska vétsi energii, kterou je poté schopen pfedat kysliku. Diky tomu mohou vzniknout jeho
fototoxickeé reaktivni formy, které jsou schopné zpUsobit destrukci nadorovych bunék.

| kdyz existuje mnoho jinych metod, které se vyuZzivaji pfi IéCbé nadoru, tak je
fotodynamicka terapie v lékaiském odvétvi stale vice popularni. Je pro to hned nékolik
davodu, které vyzdvihuji klady PDT oproti jinym zplsoblm I|écby. Béznym zplsobem
odstranéni nadorové tkané je jeji resekce, coz znamena chirurgické odstranéni celé tkané,
pfipadné pouze jeji €asti. Fotodynamicka terapie ma v tomto pfipadé velkou vyhodu, protoze
je neinvazivni. Tato vlastnost je umoznéna tim, ze hlavni slozkou, ktera zpusobuje destrukci
nadorové tkang, je svétlo. Ne vSechna energie je vSak vyuzita pro vznik reaktivnich forem
kysliku. Pfebyte€nou energii, ktera se uvolni z fotosensitivni latky po ozareni, jsme schopni
zachytit v podobé& fluorescence pod ultrafialovym svétlem. Diky tomu umoziuje
fotodynamicka terapie snadnou lokalizaci mista, ve kterém dochazi k nadorovému bujeni.
Kladem této metody je bezesporu také jeji bezbolestnost, coz neni u jinych metod |éCby vzdy
pravidlem. Diky v podstaté velmi jednoduchému mechanismu a nenaro¢nosti fotodynamické
terapie je pacientovi umoznéna ambulantni IéCba. Nelze vSak fici, ze by tato metoda méla
pouze klady a zadné zapory. Zfejmé nejproblematictéjsi je tzv. fotosensitivita kize. Je proto

velmi dulezité klast velky dliraz na ochranu pfed slune€nim zafenim. Lze vSak pfedpokladat,
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ze s postupem Casu bude pocet negativnich vlastnosti této metody ubyvat a vyhod pfibyvat.
Fotodynamicka terapie se totiz neustale vyviji a latky, které se pfi ni pouZivaji, jsou stale
dokonalejsi, coz vede k minimalizaci vedlejSich u¢inku.

V klinické praxi se fotodynamicka terapie pouziva v mnoha pfipadech a s postupem
¢asu je vyuzivana stale Castéji. Napfiklad pfi 1€éEbé rakoviny klze, plic, moCového méchyre,
jicnu, mozkovych nador(, déloznich nadord a benignich onemocnéni. Jinym zplUsobem
vyuziti této metody je tzv. paliativni IéCeni, pfi kterém nedochazi ani tak k pfimé zachrané
Zivota nebo jeho prodlouZeni, ale spiSe k jeho vyraznému zkvalitnéni. Pouziva se také
pro lé€bu nékterych chronickych onemocnéni. Takovym onemocnénim je napfiklad
revmaticka artritida, ateroskler6za ¢i psoriaza. Fotodynamickou terapii lze také pouZit
pfi chirurgickém zakroku jako tzv. adjuvantni IéCbu. V tomto pfipadé se vyuzZiva
neagresivnosti metody. Chirurgicky Ize odstranit velké ¢asti nadoru, nicméné mohou nastat
situace, kdy je chirurgicky zakrok velice riskantni. Jedna se nej¢astéji o IéEbu nadord
v oblasti krku, hlavy a velkych cév.

Zfejmé nejdulezitéjSi na fotosensitivni latce je jeho struktura. Od ni se odviji zejména
dvé véci. Prvni je to, v jakém mnozstvi a jak rychle bude fotosensitizér nadorovou tkani
vychytavan. Druhou pak efektivnost poskytovani reaktivnich forem kysliku. Spousta na prvni
pohled podobnych fotosensitizérd ma naprosto rozdilné vlastnosti. Staci pouze pfitomnost
jiného kovu ve struktufe fotosensitizéru. | takto relativné mala zména muze znaéné ovlivnit
velikost koncentrace, pfi které bude fotosensitivni latka schopna efektivné znicit rakovinovou
tkan. Tato prace ma za ukol porovnat dané fotosensitizéry, vyhodnotit a urcit jejich ucinnost

pfi destrukci nadorovych bunék.
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3 LITERARNI RESERSE
3.1 HISTORIE

Uginky fotodynamické terapie jsou lidstvu znamy jiz tisice let, a to prostfednictvim
ozafovani pomoci slunecnich paprskl. Jiz pfed vice nez 3000 lety se v Egypté, ve staré
Ciné nebo v Indii vyuzivalo vlastnosti, které poskytovalo sluneéni zafeni pro Ié&bu nékterych
onemocnéni. Stafi Egyptané pouzivali peroralné podavané rostliny obsahujici psoraleny a
slunecni svétlo k IéCbé vitiliga a pozdéji ve 12. stoleti také k IéCbé leukodermy (ZimcCik a
Miletin, 2004). Vliv svétla na zdravi si uvédomoval i fecky lékaf Hérodotos, ktery je také
nazyvan otcem helioterapie (IéCba sluncem/slunenim zafenim). Rozdily v lé€ebnych
ucincich jsou v porovnani s modernimi metodami naprosto markantni, ale dllezité je si
uvédomit, Ze jiz v davnych dobach pfed nasim letopoétem si lidé byli schopni uvédomit
|éCebné vlastnosti, které sluneéni zafeni poskytuje.

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 znetvoreni a k destrukci okrajovych Casti téla, které jsou vystavené svétlu.

Jako pocatek Ié€by pomoci modernich metod mizeme oznadit 19. stoleti. Schopnost
fotosensitizéru a svétla zpuUsobit fotosensitizovanou destrukci bunék objevil pfed vice nez
100 lety Oscar Raab. Zjistil, ze prvoci rodu Paramecium mohou byt zabiti vystavenim
kombinaci akridinové Cervené a svétla (Anstay, 2004). Zaroven zjistil, Ze akridin je ve tmé
neucinny a letalni vlastnosti ma pouze v pfitomnosti daného zafeni. Usoudil tedy, zZe k |éCbé
pacientd s koznimi chorobami bude mozné pouzit i nékteré fluorescencni latky.

Hermann von Tapperiner spolu s dermatologem Albertem Jesionkem zvefejnili zpravu
o lé¢bé koznich nadorl, ktera spocivala v interakci bilého svétla s lokalné aplikovanym
eosinem. V roce 1904 dokazali Tappeiner a Jodelbauer, Zze k dosazeni |é€ebného efektu
akridinu je nutna pfFitomnost kysliku. Tappeiner poté vroce 1907 zalal pro oSetfeni
fotoaktivni latkou s naslednym ozafovanim za pfitomnosti kysliku pouzivat pojem
~fotodynamicky* efekt (Mitton a Ackroyd, 2008).

V roce 1903 obdrzel dansky IékaF Niels Ryberg Finsen Nobelovu cenu za vyzkum
v oblasti fototerapie (Allison a kol., 2004). Finsen IéCil Lupus vulgaris (kozni TBC
onemocnéni) pomoci ultrafialového svétla a lze fici, Zze to byl pravé on, kdo se zaslouZil
o velky rozvoj v této oblasti vyzkumu.

Vroce 1911 Hausamnn poprvé zkoumal fotodynamickou aktiviiu u dosud
nejstudovanéjsiho fotosensitizéru — porfyrinu. Pozoroval kozni reakce u mysi, kterym podal
hematoporfyrin a nasledné je vystavil svétlu. Zjistil také, Zze kombinace hematoporfyrinu a

svétla zabiji prvoky rodu Paramecium a Cervené krvinky (Zim¢&ik a Miletin, 2004).
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Vliv porfyrinu na Clovéka studoval v roce 1913 némecky fyzik Friedrich Meyer-Betz.
Prvotni pokusy provadél na sobé& samém. VSe spocCivalo v aplikaci hematoporfyrinu a
v nasledném vystaveni daného mista slunenim paprskim. Vysledkem byla tzv.
fotosensitivita kGize. Tento pokus mu zpUsobil otok, Sokovou reakci a nakonec ho malem
pfipravil o Zivot.

Vyvoj fotodynamické terapie mizeme vSeobecné rozdélit na dvé oblasti. Prvni oblast
studuje schopnosti, které zahrnuji hromadéni se nékterych porfyrinl a jejich pfibuznych
tetrapyrolovych slou€enin v nadorech po jejich aplikaci do krevniho feciSté. Druha oblast se
naproti tomu tyka tumoricidniho ucinku, pfi kterém dochazi k po podani fotosensitizéru a

k ozafeni nadoru viditelnym svétlem (Castano a kol., 2005).

3.2 FOTOSENSITIZERY (PS)

Fotosensitizérem nazyvame latku, ktera je velmi citliva na svétlo. Je schopny
absorbovat svétlo o uréité vinové délce a transformovat jej na uZitednou energii. Ulohou
fotosensitizéru ve fotodynamické terapii je, spolu se svétlem a kyslikem, destrukce nadorové
tkané. KliCovou charakteristikou kteréhokoliv PS je jeho schopnost preferenéni kumulace
v nadorové tkani s naslednou produkci cytotoxickych produktd a indukci pozadovanych
biologickych efektu (Zim&ik a Miletin, 2004). Pro fotodynamickou terapii je velmi dilezita
samotna struktura fotosensitizéru. Pfidanim rdznych molekul a manipulaci se strukturou
dochazi kvyraznym zménam jeho vlastnosti. RozliSujeme proto velké mnozstvi

fotosensitizérd, které Ize délit mnoha zpusoby.

3.2.1 ROZDELENI PS

NejzakladnéjSi déleni je na fotosensitizéry prvni, druhé a tieti generace, pficemz tfeti
generace je tvofena fotosensitizéry generace druhé, které jsou spojeny s nékterymi
biomolekulami, které umoznuiji jejich cilenéjsi distribuci po téle. DalSi moznosti je rozdéleni
na zakladé zpusobu aplikace — systémova (do krevniho Feclist€) a lokalni. Systémové
fotosensitizéry se hromadi v kazdé |ézi, zatimco lokalni fotosensitizéry je tfeba aplikovat
do kazdé léze zvIast. V pfipadé velkého mnoZstvi Iézi je proto snadnéjsi pouzit systémovy
fotosensitizér (Allison a kol., 2006). Je vSak tfeba zminit, Ze systémovou aplikaci doprovazi
tzv. systémova fotosensitivita, coz je zna¢né nevyhodné.

Dal$im zplsobem je déleni podle jejich charakteru, a to na hydrofilni a hydrofobni.
Hydrofilni fotosensitizéry (napf. TPPS,) se hromadi pfevazné v endoplazmatickém retikulu,
mitochondriich a lysozomech. Po ozarfeni pak rliznymi mechanismy spousti kaskady déju,

které vyusti destrukci buriky. V pfipadé hydrofobnich fotosensitizérll (napf. ftalocyaniny,
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naftalocyaniny) dochazi k jejich vazbé& pfimo na membranu, kterou tak poSkozuje a také

zpUsobuje inaktivaci nékterych v ni vazanych enzymu.

3.2.1.1 PS PRVNiI GENERACE

Prvni generaci PS tvofi derivaty hematoporfyrinu (HpD — z angl. Hematoporphyrin
derivative) a ostatni porfyriny (Obr. 1). HpD je smés produktl, vzniklych pFipravou
z hematoporfyrinu izolovaného nejprve z hemu (barevné Casti hemoglobinu, &erveného
krevniho barviva). Hem se zbavuje centralniho atomu Zeleza pusobenim kyseliny
bromovodikové (HBr) v kyseliné octové (CH;COOH). Béhem tohoto procesu dochazi k adici
HBr na periferni dvojné vazby, avSak béhem dal§iho kroku se bromid ve vodném prostredi
hydrolyzuje za vzniku vlastniho hematoporfyrinu (Zimcik a Miletin, 2004). Porfyriny a jejich
fotosensitivni ucinek popsali Schulz a Baumstark uz roku 1874.

Z pocatku se jako fotosensitizér pouzival i samotny hemotoporfyrin, nicméné pozdé;ji
se zjistilo, ze za fotodynamicky efekt neni zodpovédny samotny hematoporfyrin, ale pouze
jeho oligomerni frakce. Purifikaci a manipulaci s HpD tak vznikaji jeho derivaty s raznymi
komerénimi nazvy. Piikladem jsou Photofrin (USA), Photocarcinorin (Cina), Photosan
(Némecko), Photogem (Rusko) & Haematodrex (Bulharsko). Pusobenim kyseliny sirové
v prostfedi kyseliny octové na hematoporfyrin a naslednou neutralizaci hydroxidem sodnym
vznikaji slozité smeési dimer a oligomer(. Jejich jednotky jsou pospojovany bud esterovymi,
nebo éterovymi vazbami. Céasteénym vydisténim takovéto smési pomoci gelové
chromatografie vznikne zéklad Photofrinu (porfimer sodny).

Porfimer sodny byl jako prvni fotosensitizér schvalen pro pouzivani ve fotodynamické
terapii. Tento hematoporfyrinovy derivat je stale Siroce vyuzZivan a je stale jednim
z nejbéznéjsich fotosensitizérl. Pouziva se zejména pro Ié€bu nedermatologickych tumoru.
Byl také schvalen pro l1éCbu pokrocilého i raného stadia rakoviny plic, superficialni rakoviny
Zaludku, adenokarcinomu jicnu, rakoviny délozniho hrdla nebo mocCového méchyre.
VSeobecné Ize Fici, ze pomoci porfimeru sodného mize byt Ié€ena prfedevsSim Siroka Skala
neoplazmat, pre-malignich a benignich lézi. Jedna se o spolehlivou, bezbolestnou a hlavné
v podstaté bezpecnou a netoxickou latku (Allison a kol., 2004).

Jako hlavni vyhody porfimeru sodného Ize zminit efektivni zni¢eni tumord, netoxicitu
a lehka rozpustnost ve vodé, coz umoziuje jeho intravendzni aplikaci. Porfimer sodny se
pro IéCbu vyuziva jiz vice nez 20 let. Je tedy dobfe prozkoumany a lze s jistotou fici, ze ho
Ize pouzivat pro fotodynamickou terapii opakované a bez omezeni. To znamena, Ze pacient
neni omezen urcitym pocCtem léCebnych davek jako v pfipadé radioterapie (Brown a kol.,
2004). Nevyhody jsou spole¢né pro vSechny fotosensitizéry prvni generace. Prvnim
problémem je nizSi absorp&ni maximum v oblasti viditelného svétla, coz znamena, Ze

pro aktivaci je potfeba velmi nizka vinova délka. Je proto potfeba vysokych davek jak svétla,
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tak fotosensitizéru. DalSim problémem je, ze i po vyCisténi se stale skladaji ze smési asi
60 latek, a proto je velice slozZité reprodukovat presné jejich sloZeni, chemickou strukturu a
identifikovat jednotlivé slozky. Také vychytavani v nadorech neni pfili5 selektivni a jejich
vysoké koncentrace lze nalézt v jatrech, ledvinach, sleziné a zejména kizi, kde poté
pFetrvavaji az 6 tydnu (Zim¢&ik a Miletin, 2004). Pfi intraven6znim podavani a po interakci se
slune¢nim zarenim €asto zpUsobuji fotosensitivitu kiize. Po aplikaci je proto obvykle potfeba
2 - 3 dny omezit styk pacienta se svétlem.

DalSi fotosensitizéry mizeme ziskat pfidanim, odebranim nebo substituci struktur
na porfyrinovém kruhu. Pfikladem je meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin (TPPS,). Ten
syntetizoval v roce 1962 J. W. Winkelman. Bylo zjist€no, ze pfi systémovém podani maze
byt TPPS, neurotoxicky. OvSem pfi lokalnim pouziti nebyla Zzadna neurotoxicita pozorovana,
pravdépodobné diky nizké koncentraci fotosensitizéru (Allison a kol., 2004). Jedna se
o latku, kterou Ize vyrobit synteticky v libovolném mnozstvi a s menSimi finanénimi naklady,
nez v pfipadé Photofrinu. Vyhodou TPPS, je jeho chemicky pfesné definovana struktura a
vyborna rozpustnost ve vodé umoznujici parenteralni (jinou nez peroralni) aplikaci (Babjuk a

kol., 2000). V Ceské republice je pouziti TPPS, pro lokalni pouziti schvaleno.
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Obr. 1: Struktura a) hematoporfyrinu, b) porfyrinu sodného, c) TPPS, a jeho pfipadnych
derivatt (M = Zn*, Pd*", Mg?").
(pfevzato od Allison a kol., 2004, Mosinger a kol., 2002 a van Dongen a kol., 2004)

3.2.1.2 PS DRUHE GENERACE

Jelikoz prvni generace oplyvala urCitymi negativnimi vlastnostmi, doSlo jejich
odstranénim nebo vylepSenim ke vzniku fotosensitizérd generace druhé. Jednou
z vylepSenych vlastnosti je vy38Si absorpéni maximum. Diky tomu je mozZné tyto

fotosensitizéry aktivovat svétlem o takové vinové délce, Zze je schopno pronikat hloubéji
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do tkané. Fotosensitizéry druhé generace jsou snadno charakterizovatelné, chemicky
jednotné a znalost jejich struktury umoznuje minimalizaci nezadouci fotosensitivity. Jsou
snadnéji a rychleji vylu¢ovany z krevniho obéhu a kiize. Diky tomu jsou pacienti nuceni byt
izolovani od svétla pouze po kratky Cas (Kessel, 2004). Mezi fotosensitizéry druhé generace
fadime napfiklad ftalocyaniny, naftalocyaniny, chloriny a bakteriochloriny, 5-aminolevulovou
kyselinu (ALA), texafyriny, porfyceny, z chlorofylu izolované pyropheoforbidy a pheoforbidy
nebo purpuriny (Obr. 2). Chloriny i bakteriochloriny jsou velice podobné porfyrindm. Rozdil je
v tom, Ze chloriny maji o jednu a bakteriochloriny o dvé konjugované vazby méné.

Velmi nadéjnou a perspektivni skupinou fotosensitizér( jsou ftalocyaniny (Pc) a jim
pfibuzné naftalocyaniny. Jedna se o syntetické porfyriny, jejichZz maximalni absorpéni vinova
délka se pohybuje v Cervené oblasti spektra (670 - 700 nm). Dulezité pro vilastni u€inek
fotodynamické terapie je pfitomnost nechelatovanych centralnich kovl a polokov(, z nichz
nékteré prodluzuji trvani tripletového stavu fotosensitizéru, a tim i zvySuji jeho uc€innost
v PDT (napf. Zn, Al, Si). Nevyhodou ftalocyanint je jejich velice Spatna rozpustnost. Proto se
kromé s centralné umisténym atomem kovu C&asto pfipravuji i se skupinami sulfonové
kyseliny, které umozriuji jejich rozpustnost ve vodé (Castano a kol., 2004). Dlvodem téchto
raznych modifikaci je zvySeni celkové fototoxicity. Pokusy se zjistilo, ze kladny vliv
na fotosensitivni vlastnosti maji pouze diamagnetické kovy (Zn, Pd, In). Paramagnetické
kovy (Fe nebo Cu) takovou schopnost nemaji. Ftalocyaniny a jejich aza analogy,
azaftalocyaniny (AzaPc), jsou charakterizovany jednak silnou absorpci, dobrou chemickou
stabilitou a dostateénym mnozstvim vyzafované fluorescence a dostateCnym mnozstvim
tvofeného singletového kysliku. Produkce singletového kysliku po excitaci fotosensitizéru je
ve fotodynamické terapii nezbytna pro fototoxicky efekt (Novakova a kol., 2011).

Naftalocyaniny jsou pfibuznou skupinou ftalocyaninl, od kterych se liSi pfitomnosti
dalSiho benzenového jadra na periferii. Jejich velkou vyhodou je schopnost absorpce
pfi velmi dlouhych vinovych délkach (az 770 nm). To umozriuje dosahnout vy3Si terapeutické
hloubky. Diky tomu je mozZné pouZzivat tyto latky i pro vysoce pigmentované nadory — jakym
je napfiklad melanom.

NejznaméjSim  pfikladem z kategorie chlorind je Temoporfin (tetra(meta-
hydroxyfenyl)chlorin, mTHPC, FOSCAN), ktery byl syntetizovan v roce 1989. Vznikl jako
soucast série porfyrinl, ze které se pozdéji ukazal jako nejucinnéjSi. Absorp&ni maximum
Temoporfinu sice neni blizké Cervené oblasti, ale jeho absorp&ni (extinkéni) koeficient muze
byt az 10x vy8Si nez ma Photofrin. Z tohoto divodu muzeme o Temoporfinu fict, Ze je jeden
z nejvice fototoxickych fotosensitizérl. To znamena, Ze i pfi malé davce svétla i
fotosensitizéru ma Temoporfin dostateény fototoxicky ucinek —v porovnani s Photofrinem
muze byt az 100x ac€innéjSi. Davodem je pravdépodobné to, Ze Temoporfin ma mnohem

lepSi produkci singletového kysliku. Od fijna 2001 byl Temoporfin pouzivan k IéCbé rakoviny
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hlavy a krku rezistentni k jinym terapiim. Dale je vyuzivan v klinickych zkouSkach pro 1é¢bu
rakoviny jicnu a dysplazie u Barrettova jicnu. Pfipravuji se i klinické zkousky u karcinomu
Zaludku, prostaty, kuze, hyperplazie prostaty, sterilizace okoli zasahu po chirurgické Iécbé
nadoru nebo proti bakteriim rezistentnim na antibiotika (Zimcik a Miletin, 2004).

Vyuziti kyseliny 5-aminolevulinové (ALA) ve fotodynamické terapii je ponékud odlisné
od ostatnich fotosensitizérd. ALA je endogenni latka, ktera je souCasti biosyntetické cesty
hemu. Za normalnich okolnosti je syntéza ALA pfisné regulovana zpétnovazebnou inhibici
enzymu ALA-S (aminolevulinic acid synthese). Pokud vSak dodame ALA do bunék exogenné
lokalni aplikaci a obejdeme tak kontrolni mechanismus enzymu ALA-S, dojde k syntéze a
akumulaci protoporfyrinu IX (PpIX) (Lang a kol., 2001). Pravé tento protoporfyrin IX funguje
jako fotosensitizér. Pokud by doSlo k inkorporaci atomu zZeleza prostfednictvim enzymu
ferrochelatazy, vznikl by pfirozenou cestou z protoporfyrinu IX hem, ktery je fotodynamicky
neaktivni. Kyselina 5-aminolevulinova byla ve fotodynamické terapii poprvé pouzita v roce
1990 pfi lécbé koznich onemocnéni. Hlavni vyhodou této léCby byla absence kozni
fotosensitivity. Dosud neni Uplné pochopen duvod, pro¢ je ALA vychytavana malignimi
burfikami a pro¢ se zde hromadi. Jednim z hlavnich ddvodd syntézy protoporfyrinu IX a
selektivniho vychytavani ALA nadorovou tkani vSak muize byt to, Zze keratinové vrstvy
v nadorovych epitelech maji zvySenou permeabilitu. Jisté omezeni vykazuje ALA
v aktiva€ni hloubce. Napfiklad jiz 1,5 mm Siroké léze vyZaduji nékolik oSetfeni, aby se
dosahlo uplné klinické odpovédi. Studie také naznacuji, Ze ALA je UCinng&jsi pfi systémovém
podani nez pfi lokalnim (Quon a kol., 2011). Kyselina 5-aminolevulinova se pouziva k IéCbé
karcinomu skvamodznich bunék klGze, karcinomu bazalnich bunék kize a akné, aktinoidni
keratozy. DalSim zpusobem vyuziti je fotodetekce rakoviny moCového méchyfe, rakoviny
cervixu €i rakoviny jicnu.

Kromé vySe zminénych hlavnich fotosensitizérl existuji i dal$i latky pfirodniho ¢i
syntetického charakteru, které se testuji pro pouziti ve fotodynamické terapii. Casto dochazi
k jejich modifikacim, aby se co nejvice pfiblizili idealnimu fotosensitizéru. Pfikladem je
methylénova modf, kterou vSak enzymy v burfce redukuji in vivo na fotodynamicky inaktivni
leukoformu. Dal8im pfikladem jsou rhodaminy, jejichz bromovany analog byl uspésSné pouzit
v testech pro autotransplantacni IéCbu myeloidni leukémie. Pfi tomto procesu dochazi ke
zniCeni nemocnych bunék kostni dfené, zatimco zdravé bunky pfeziji a mohou byt pouzity
k autotransplantaci. Porfyceny zase patfi mezi nejrychleji vychytavané fotosensitizéry
v in vitro studiich vibec. Umoznuje Ié€bu koznich nemoci jako je psoriaza ¢i nemelanoticky
karcinom kize. Dale tu fadime hypericin (vyuziva se pro fluorescenéni detekci bunék nadoru
mocového méchyfe v modi), photoclor (je vysoce selektivni k nadorové tkani) nebo safyriny
(pfi pokusech vykazovaly vysoky pomér rozdéleni fotosensitizéru mezi nadorovou a okolni
svalovou tkani) (Zim¢&ik a Miletin, 2004).
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Obr. 2: Struktura a) chlorinu, b) bakteriochlorinu, c) ALA, d) ftalocyaninu a e) naftalocyaninu.

(pfevzato od van Dongen a kol., 2004, Zim¢&ik a Miletin, 2004)

3.2.2 IDEALNI PS

Obecné Ize Fici, ze kazdy fotosensitizér ma velky pocet vedlejsich u€inkl a vlastnosti,

které jsou ve fotodynamické terapii nezadouci. Proto je v souCasnosti vyzkum zaméfen

na vyvoj novych typu fotosensitizérll s takovymi viastnostmi, které by umoznily zvysit jejich

ucinnost. Tato uCinnost je zavisla na nékolika faktorech:

na vinové délce dopadajiciho svétla
na hloubce priniku (penetrace) svétla do tkané
na rozsahu absorpce fotosensitizéru

na produkci singletového kysliku

Testovanim a pokusy byly urCeny dulezité vlastnosti, které by mél mit idealni

fotosensitizér. | kdyz je zfejmé, Ze zadna latka nebude schopna splnit vS8echny podminky,

nejnovéjSi fotosensitizéry se tomu idealnimu alespori velice blizi. | pfes velké debaty

o0 podobé idealniho fotosensitizéru existuje nékolik zakladnich vlastnosti, které by mél

splfiovat:

CHEMICKA CISTOTA:

- Fotosensitizér by mél byt chemicky Cisty a znamého slozeni.

TOXICITA:

- Latka by neméla byt sama o sobé toxicka a jejim metabolismem by nemély
vznikat nové toxické produkty.

MUTAGENICITA/KARCINOGENICITA

- Fotosensitizér by nemél byt pouzit k Ié€bé onemocnéni, pokud sam zpusobi vznik

nového onemocnéni.
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SELEKTIVNI KUMULACE:

- Je velice prospésné, pokud je fotosensitizér smérovan a akumulovan do mista
potfeby. ZvySena kumulace v nadorové tkani oproti ostatnim tkanim zvysuje
fotodynamicky efekt v oblasti nadoru a snizuje fotosensitivitu kGize. Zacileni Ize
dosahnout napfiklad konjugaci fotosensitizéru s ur€itymi nosici.

RYCHLA EXKRECE:

- Zbyly fotosensitizér, jez zUstava v krevnim fecisti po kumulaci v cilové tkani, maze
zpusobovat systémovou toxicitu, a proto je Zadouci jeho rychla exkrece z téla.

KVALITNI FOTOCHEMICKE VLASTNOSTI:

- Pro fotosensitizér je zadouci vysoky tzv. ,triplet state quantum yield“ a dlouhy tzv.
Jriplet state lifetime®, umoznujici nasledné vysokou produkci cytotoxického
singletového kysliku.

DOBRE SPEKTRALNIi VLASTNOSTI:

- Zivé tkané jsou pro elektromagnetické zafeni prostupné pouze v omezené mite,
pficemzZ hloubka dostupnosti se zvySuje se zvy3ujici se vinovou délkou. Proto je
potfebna silna absorpce s vysokymi absorpénimi (extinkénimi) koeficienty
pfi delSich vinovych délkach (600 — 800 nm), kde jsou penetraCni schopnosti
svétla maximalni a energie je pofad dostacujici pro ucinnou produkci singletového
kysliku. Pokud dojde k absorpci vinové délky niz§i nez 600 nm, kdy ma intenzita
zafeni maximalni hodnotu, muze dojit k poSkozeni kiUze. Naproti tomu
pfi absorpci vinové délky vétsi nez 800 nm, mize dojit k tomu, Zze nebudou mit
fotony dostatek energie pro pfevedeni kysliku na ROS. Dlouhych vinovych délek
neni potfeba v pfipadé in vitro metod. Zafeni v tomto pfipadé totiz neprostupuje
slozitou tkani, a proto nehrozi takovy rozptyl, jako kdyz prostupuje tkani.
Pro pokusy in vitro proto dostacuje zafeni v modré oblasti spektra (400 nm).

PODAVANI:

-V zavislosti na situaci je potfeba, aby bylo moZzno podavat fotosensitizér vice
zpusoby - lokalné, inhalaci, oralné nebo intraven6zné.

BEZPECNOST:

- Fotosensitizér nesmi vést k umrti — nesmi vyvolavat tvorbu srazenin, mozkovou
mrtvici ¢i zastavu srdce.

CENA, DOSTUPNOST a MODIFIKOVATELNOST:

- | kdyz ne nejdllezitéjSim, avSak stale dulezitym faktorem je cena a dostupnost.
Jednoducha moznost modifikace umoznuje zlepSeni farmakokinetickych
parametrd. (Zim¢ik a Miletin, 2004) a (Allison a kol., 2004).
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Kratky interval mezi podanim fotosensitizéru, ozarenim a vylou€enim z téla umoznuje
ambulantni 1é&bu, cozZ je spolu s cenovymi naroky pro pacienty velkou vyhodou (Castano a
kol., 2004).

3.2.3 DISTRIBUCE PS

Dulezitou soucasti fotodynamické terapie je distribuce aplikovaného fotosensitizéru
k nadorové tkani. PFi lokalni aplikaci problém s distribuci v podstaté odpada, protoze je
fotosensitizér aplikovan pfimo do nadorové tkané. Problém nastava pfi systémovém
podavani, kdy je potfeba fotosensitizér dopravit krevnim fecistém k cilové oblasti. K tomu se
vyuziva nékolika prenasSeCl. Kombinace fotosensitizérl (nejCastéji druhé generace) a
pfenasecl se také oznacuji jako fotosensitizéry generace treti. NejvyznamnéjSimi jsou LDL
(Low Density Lipoprotein) a albumin. Méné &asto se pouziva HDL (High Density Lipoprotein)
a ve vzacnych pfipadech dochazi ke vzajemnému spojeni molekul fotosensitizéru a
k vytvofeni intramolekularnich agregatd, které svou velikosti odpovidaji bilkovinnym
pfenasecim.

Albumin je nejCastéji se vyskytujicim lidskym sérovym proteinem. Jeho koncentrace
je minimalné 10x vétsi nez celkova koncentrace vSech lipoproteint a vazi se na néj spise
hydrofilni fotosensitizéry (TPPS,).

Lipoprotein se sklada z hydrofobnich lipidi tvofici centralni jadro. To je obklopeno
polarnimi hydrofilnimi lipidy a apoproteiny, které tvofi jakousi schranku. Tyto sérové Castice
maji dvé dulezité biologické funkce. Rozpousti vysoce hydrofobni lipidy a umozivuji jejich
transport po téle. Zaroven také obsahuiji urcité signaly, které reguluji pohyb téchto lipidovych
¢astic dovnitf a ven ze specifickych bunék €i tkani (Sharman a kol., 2004). Nejdllezit&jSim
lipoproteinem pro transport fotosensitizéru je LDL, ktery na rozdil od albuminu vaze spise
hydrofobni fotosensitizéry.

DalSi moznou cestu fotosensitizérd do nadoru predstavuje difuze a fagocytéza. PS
ma tendenci hromadit se v nadorech vice nez ve zdravé tkani (Nowis a kol., 2005).
Dlvodem je zvySena propustnost kapilar v okoli nadoru, a také zvySené mnozstvi receptoru
pro lipoproteiny, které vazi molekuly PS. Diky receptor-zprostfedkované endocytéze tak
dochazi k intracelularni akumulaci latek (Sharman a kol., 2004).

V soucCasnosti se vyzkum vénuje i fadé metod, které se pokousi o pfimé navedeni
molekul fotosensitizéru do nadorové tkané. NoveéjSim pfistupem je tzv. fotoimunoterapie.
Jedna se o metodu, kterd umozniuje nékolikanasobné zvysit koncentraci fotosensitizéru
v nadoru a zaroveri omezit jeho mnozstvi ve zdravé tkani. Tato IéCba kombinuje cytotoxické
vlastnosti fotosensitizéru a selektivitu monoklonalnich protilatek, rlstovych faktord nebo
peptidu, které se vazi na receptory rlistovych faktort. Protilatka je spojena s fotosensitizérem

takovym zplsobem, Ze jak biologické vlastnosti protilatky, tak fototoxické vlastnosti
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fotosensitizéru jsou zachovany (Nowis a kol.,, 2005). Pfijem monoklonalnich protilatek
do tumor( zavisi jak na vzajemném rozpoznani antigenu a protilatky, tak na velikosti
imunoglobulinové molekuly, ktera mize byt az 150 kDa. Takto velka molekula ma omezenou
schopnost priniku do tumoru. V takovém pfipadé je vice téchto protilatek obsazeno
vnormalni tkani nez vtumoru. Proto je vyhodnéjSi pouzivat menSi fragmenty
monoklonalnich protilatek, které mohou byt velké 25 — 100 kDa a proniknou tak snadnéji
do tumoru (van Dongen a kol., 2004). Ackoliv se prvni zminky o moznosti této metody
objevili jiz v roce 1983, vyuziti monoklonalnich protilatek bylo mozné az nedavno, kdy byly
objeveny tumor-specifické antigeny. Problémem vSak je fakt, Ze tyto tumor-specifické
antigeny nebyly nalezené vtzv. spontannich nadorech, ale pouze v experimentalné
vytvofenych nadorech. VétSina identifikovanych antigent v lidskych tumorech predstavuje
tzv. tumor-asociované antigeny. Ty jsou sice pfitomné na nadorech, ale Ize je také najit
na zdravé tkani (van Dongen a kol., 2004).

Pro lepsSi a efektivnéjSi dosazeni vétSi koncentrace fotosensitizéru v nadorové tkani,
vznikla tzv. elektro-fotodynamicka terapie (EPDT). Jedna se o metodu, ktera vznikla
spojenim elektrochemoterapie a fotodynamické terapie. Elektrochemoterapie vyuziva faktu,
Ze pii pouziti elektrickych impulzl na plazmatickou membranu se vyrazné zvySi transport
latky do bunék. Muze tim tak zintenzivnit pfenos fotosensitizéru do nadorovych bunék.
Pusobenim intenzivniho elektrického pole mize nastat destrukce membrany, ale také mohou
vzniknout péry, kterymi by fotosensitizér mohl za urCitych podminek snadnéji pronikat
do buriky. V elektrochemoterapii mohou buriky, které podlehly elektroporaci, vykazovat 300 —
700 nasobné zvySenou intracelularni koncentraci aplikované latky. Elektrochemoterapie byla
nejvice vyuzivana zejména pfi Ié¢bé melanomu ¢i rakoviny jinych vnéjSich organa. Ackoliv je
IéCba vnitfnich organu dosud pouze ve stadiu vyzkumu, ma velmi vysoky potencial. Vyvoj
moderniho endoskopu opét pfiblizil aplikaci této metody pro lé¢bu rakoviny plic, jicnu,
tracniku, moCového méchyre, zaludku, ledvin, jater, pankreatu a dalSich vnitfnich organu.
Endoskop zahrnuje elektrody a aplikatory dané latky (napf. fotosensitizéru) a pro pouziti
ve fotodynamické terapii také svételny zdroj. Elektro-fotodynamicka terapie se muze
v budoucnu stat divodem pro omezeni operativniho zasahu, nebude-li avSak tento zasah
nezbytny (Saczko a kol. 2010).

Relativné novym zplsobem je spojeni fotosensitizérd s nanocasticemi. Tato metoda
vykazuje nadéjné vysledky a mulze hrat ddlezitou roli pro zvySeni uc€innosti PDT.
Nanomaterial umoziiuje zvysit rozpustnost malo rozpustnych latek, prodlouzit ¢as, po ktery je
latka schopna cirkulovat v krvi, minimalizovat degradaci latky a vykazuje také vysokou
schopnost specificky rozpoznat a navazat se na urcity povrch prostfednictvim specifického

ligandu (Paszko a kol., 2011). Nanocastice tak pfedstavuje urcitou nahradu za lipozém. Ten
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sice také predstavuje moznost pro distribuci PS, ale je podstatné vétsi, a proto méné vhodny
(Obr. 3).

E] b]
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fi;fz"gm lipozém nanodastice

Obr. 3: Porovnani velikosti nanoc€astice a lipozému (a) a jejich vyuZziti pro distribuci PS (b).

(pfevzato od Paszko a kol., 2011)

3.3 ZDROJE ZARENI

Pro uspésnou aplikaci fotodynamické terapie in vivo je potfeba dostate¢né vykonného
zdroje svétla, ktery by byl schopen dosahnout veskeré postizené tkané. Je proto potfeba
také pochopit, jak svétlo prochazi skrz rozlicnou tkan, a Ze zaroven dochazi i k urcité
absorpci a rozptylu. Pokud bychom neméli dostateéné& vykonny zdroj, nebylo by svétlo
schopno proniknout hluboko do tkané, tedy ani pod kizi. Jelikoz se svétlo po vstupu
do tkané muze rozptylit nebo absorbovat, je potfeba predvidat prostorovou distribuci svétla
uvnitf cilové tkané. Rozsah téchto dvou procesl zavisi na typu tkané a pouzité vinové délce
(Obr. 4) (Robertson a kol., 2009).

' 600 nm
Stratum comeum
Epidermis

Dermis

Subcutis

Obr. 4: Znazornéni vinovych délek a jejich hloubky penetrace do tkané.

(pfevzato Anstey, 2004)
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Biologicka tkan je nehomogenni a obsahuje velké mnozstvi nehomogennich &asti.
PFitomnost struktur jako jsou napfiklad bunécné organely, rizné makromolekuly nebo
organizované bunécné struktury délaji tkan zakalenou. Neékolikanasobny rozptyl vede
k rozSifeni svételného paprsku a tim také ke ztraté sméru a energie. Absorpce je pfevazné
zpusobena tkanovymi chromofory jako hemoglobin, myoglobin a cytochromy. Absorpce
svétla fotosensitizérem mlze samo o sobé omezovat penetraci svétla tkani. Tento fenomén
se oznaCuje jako tzv. ,self-shielding® a je zvlasté vyrazny u fotosensitizéri, které
pfi vystaveni vinové délce (pouzivané pfFi |éCbé) absorbuji svétlo pfFilis silné. Spousta
fotosensitizérl je po dobu vystaveni svételnému zafeni nachylna k tzv. ,fotodestrukci®. Tento
proces se také jinak nazyva ,fotobleaching® (Castano a kol., 2004).

Fotobleaching neboli vyblednuti je jednou z obecnych vilastnosti barviv, a tudiz i
fotosensitizér. Ve fotobiologii a fotochemii je fotobleaching definovan jako ztrata intenzity
absorpce Ci emise zplisobena svétlem. U barviv dochazi plisobenim svétla k chemickym
zménam (fotoadici, fotocyklizaci, ireverzibilni fotoredukci a nejCastgji oxidaci), v jejichz
disledku dochazi k narusSeni chromoforu. Jsou znamy dva typy ireverzibilnich chemickych
zmén — fotomodifikace a tzv. pravy fotobleaching (Zimd&ik a Miletin, 2004).

V pripadé fotomodifikace ke ztraté fluorescence i absorpce dochazi pfi urcité vinové
délce. Chromofor je vSak zachovan v modifikované formé. OvSem pfi pravém fotobleachingu
je chemicky zasah velmi hluboky, a proto dochazi k rozpadu chromoforu na mensi
fragmenty, které sami o sob& nemaiji nijak zvlast vyznamnou absorpci ve viditelné oblasti.
PFi fotodynamické terapii dochazi pfevazné k pravému fotobleachingu. Vysledkem pak je, Ze
fotosensitizér poté jiz neni schopen absorbovat svétlo. Toto svétlo pak muze pronikat
do hlubsi vrstvy tkané. Nevyhodné v8ak na fotobleachingu je to, Zze rozloZzeny fotosensitizér
je neaktivni a nevykazuje tak zadné cytotoxické vlastnosti.

Pro dosazeni co nejvétSiho cytotoxického ucinku, je potfeba dostateCného mnozstvi
ROS. Toho dosahneme v pfipadé, Ze svételny zdroj bude vykazovat takové spektralni
vlastnosti, které se budou shodovat s vinovou délkou, pfi které fotosensitizér maximalné

absorbuje.

3.3.1 TYPY ZDROJU

Jednou z hlavnich pfekazek k Sirokému pouZzivani fotodynamické terapie je kromé
ceny i slozitost a dostupnost zdrojli zareni, které se pouzivaji pro excitaci rGznych
fotosensitizérd. Nedostatecny pokrok v technologii lasert byl jednou z vyznamnych prekazek
ve vyvoji PDT. Svételny zdroj a zplusob dodavani zafeni jsou dva nezbytné aspekty
fotodynamické terapie. Vybér urcitého zdroje zafeni se mlze odvijet od umisténi tumoru,

potfebné davky zareni nebo druhu fotosensitizéru (Brancaleon a Moseley, 2002).
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VSeobecné Ize rozdélit zdroje svétla pro fotodynamickou terapii do Ctyf hlavnich skupin:
1. Xenonové vybojky v kombinaci s filtry pro urcité vinové délky
2. Lasery
e barvivové - laditelné ve viditelné oblasti spektra
e argonovym laserem stimulovany barvivovy laser (Ag-dye laser)
e lasery kovovych par
e diodové
Lampy
Luminiscenéni diody — LED (light emitting diodes)

Xenonové vybojky jsou Casto jako zdroje svétla doplnéné barevnymi Ci tepelnymi
filtry. Tyto filtry pak umoznuji odstranit nezadouci slozky svételného zafeni. Tento zdroj
zafeni ma vSak jednu velkou nevyhodu, kterou je nedostateény zafivy vykon v aktivacnich
vinovych délkach. Tento fakt ma za disledek, Zze v celém objemu nadoru nedochazi
k dostate¢nému fotodynamickému efektu.

Vyhodou laserl (Obr. 5) je, ze nam jednak ve svém vystupu poskytuji dostatecny
vykon, a také intenzivni, monochromatické a koherentni zafeni. JelikoZz je fotodynamicka
terapie v podstaté zavisla na svétle, je Ié€ba nadorl pomoci této metody limitovana tim, kam
se svétlo dostane. Lidska tkan je velice rozli€na a i velice vykonny laser neni schopen dodat
dostate&né zaFeni napf. k vnitinim organdm &i k jinym hluboko poloZzenym mistdm. Res$eni
zde poskytuje optické vliakno, které se pfipoji k laseru. | kdyz po pfipojeni optického viakna
dochazi k urcitému poklesu zafivého toku, moznost dopravit svételny paprsek k nadoru, ktery
se vyskytuje v hlubSich vrstvach tkané, znamenal ve fotodynamické terapii vyrazny krok
kupfedu. V sou€asnosti jsou vSak jiz bézné dostupné polovodiCové lasery, které maji
vystupni vykon kolem 400 mW. Takto vysoky zafivy tok je naprosto dostacujici a prevySuje
potfebu pro fotodynamickou terapii i poté, co pfipojime optické vlakno. Tim, Ze lasery
poskytuji velkou intenzitu zareni na relativné malych plochach, a to v co nejkratSim Case,
jsou ve fotodynamické terapii nejvhodné&jSim zdrojem zafeni pro IéEbu hloubé&ji umisténych

nadoru.
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Obr. 5: A) Usporadani robotického ramena, laserového zdroje zafeni, kabelu pfi operaci.
B) Detail robotického ramena, zdroje zafeni s pfisluSnym filtrem a kamerou.

(pfevzato od Quon a kol., 2011)

V minulosti se vice pouzivaly lasery barvivové (laditelné ve viditelné oblasti spektra).
Avsak pfedevsim kvuli pofizovacim nakladiim, provoznim nakladiim a menSim rozmériim se
dnes dava prednost diodovym laserdm. Barvivové lasery jsou velmi flexibilni ohledné zmény
vinové délky — vSeobecné vrozmezi 500 nm az 750 nm. Vyzaduji ovSem vyraznou
technickou podporu. Naopak diodové lasery jsou extrémné kompaktni polovodi€ova zafizeni,
kterd se velmi snadno pouzivaji. Jejich vyhodou v porovnani s ne-laserovymi zdroji zafeni je,
Ze mohou byt pouZity pro |é€bu jak rakoviny v hlubSich vrstvach tkané, tak i povrchovych
koZznich 1ézi (Ibbotson a kol., 2004).

Zvlastnim, av8ak hojné pouzivanym zdrojem zafeni je argonovym laserem
stimulovany barvivovy laser (Ag-dye laser), ktery emituje paprsky o volitelné vinové délce

v oblasti 610 — 675 nm. Argonovy laser produkuje silu v rozmezi 15-20 W. Tato sila je
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dostate¢na pro to, aby konverzi skrze barvivovy laser doSlo k produkci 7W. Takovéto
mnozstvi energie je vyznamné proto, Ze umoZzZhuje rozdéleni paprsku prostfednictvim
optickych vlaken do vétsiho mnozstvi paprskl. Toto by nebylo mozné bez pocatecniho
velkého mnozstvi energie, které nam poskytl argonovy laser. Diky tomu jsme schopni
zasahnout paprskem vétd8i mnozZstvi mensich oblasti (Mang, 2004). Ag-dye lasery se
pouzivaji Casto v kombinaci s optickym vlaknem a difusorem, ktery umoznuje jednotné
ozareni dutiny Ci nadoru. Ag-dye lasery byly spolu s optickym vlaknem pouzity napfiklad
pfi léEbé karcinomu plic, jicnu ¢i moCového méchyfe. RozSifeny a oslabeny paprsek byl
pouzit také pro Ié€bu rakoviny kize (Brancaleon a Moseley, 2002).

Jinym laserovym systémem, ktery se pouziva, je laser kovovych par (zlatych nebo
médénych). Jedna se o urcitou variaci Ag-dye laseru. Tyto lasery nabizi urcité vyhody
v porovnani s Ag-dye lasery. Napriklad nevyzZzaduje spojeni s barvivovymi lasery
pro dosazeni dostate¢né sily, nabizi také urity stupern pfenosnosti, nepotfebuje specialni
dodavani energie a ani vodni chlazeni. Nicméné pravidelné poplatky za zlato, které je
nezbytné pro udrzeni vystupniho vykonu, €ini tento systém vcelku drahou zaleZitosti. Méné
nakladnou verzi nabizi laser vyuzivajici méd, ale ten neposkytuje tak velky vykon. Jako
hlavni nevyhoda téchto laserl byla zjiSténa dlouha zahfivaci a ochlazovaci doba, coz je
necini pfili§ praktickymi v klinickém prostfedi (Mang, 2004). Tyto lasery se ve spojeni
s optickym vlaknem vSak pouZzivaji pro [éCbu karcinomu hlavy, krku, jicnu ¢i mocového
méchyfe (Brancaleon a Moseley, 2002).

Diodové lasery maji nové funkce, které vnasi do oblasti mediciny a fotodynamické
terapie pozoruhodny pokrok v technologii. Jedna se o polovodi¢ovy svételny zdroj. Jde
o velmi kompaktni systém, ktery ma vykonné vzduchové chlazeni. Velikostné se muze
podobat bézné tiskarné a je proto snadno pfenosny (Mang, 2004). Diodové lasery byly jiz
pouzity pro lé€bu riznych koznich lézi, adenomu hypofyzy nebo vékem podminéné okularni
degenerace. V souCasnosti nabizi diodové lasery pouze jednu vystupni vinovou délku, coz
omezuje jejich univerzalnost. Nicméné se vyvijeji systémy s vymeénitelnymi moduly o riznych
vinovych délkach. Da se predpokladat, Ze v budoucnosti budou pravé tyto lasery
ve fotodynamické terapii Siroce pouzivané (Brancaleon a Moseley, 2002).

Lasery nejsou jedinou moznosti ve fotodynamické terapii. Své zastoupeni zde maji
lampy, které jsou velmi jednoduché a nenakladné na udrzbu. Ve srovnani s lasery nabizi
lampy mnohem SirSi spektralni vystup. Jelikoz lampy emituji rozsahlé spektrum, je nutné je
kombinovat spolu s raznymi filtry. Pfikladem je xenonova obloukova lampa, fosfor-sodna
lampa nebo fluorescenéni lampa.

PFi porovnani lasert a lamp zjistime, Ze lasery poskytuji monochromatické a velmi
silné zareni, ¢imZ se tak redukuje celkovy Cas, ktery je potfeba pro dosaZeni pozadované

davky zareni. Jelikoz se jedna o monochromatické zareni, je kliCové vybrat takovou vinovou
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délku, pfi které bude mit fotosensitizér maximalni absorpci. To znamena, Zze sou¢asné mlze
byt jeden laser pouzit pouze s jednim fotosensitizérem (nebo velmi limitovanym pocétem PS).
Naproti tomu lampy poskytuji Sirokou Skalu vinovych délek. Diky tomu mohou byt lampy
kombinovany s nékolika fotosensitizéry, které maji rGzné absorpéni maxima (Brancaleon a
Moseley, 2002).

Zvlastnim typem svételného zdroje jsou tzv. LED diody (Obr. 6). Svétlo je v tomto
pfipadé vytvafeno procesem zvanym elektroluminiscence. Ty jsou velice kompaktni, lehké a
vyzaduji mnohem méné energie k dosazeni pozadované vinové délky (Mang, 2004). Pomoci
LED diod mizeme dosahnout maximalniho vykonu 150 mW, coz je v porovnani s jinymi
zdroji a lasery mnohem méné. Z tohoto duvodu se pouzivaji zejména pfi lokalni aplikaci
fotosensitizéru, kde neni hloubka penetrace zareni kliCova. | kdyz maze byt vystupni vykon
limitujicim faktorem pro jejich Siroké vyuziti ve fotodynamické terapii, ma i vyhodné vlastnosti
jako je cena a univerzalnost. Diky jejich velmi nizké cené (v porovnani se vSemi ostatnimi
zdroji zafeni) mohou byt usporadany ve vétSich souborech a ozafovat tak velké plochy

(Brancaleon a Moseley, 2002).

Obr. 6: LED diodovy zdroj zafeni.
(pfevzato od Anstey, 2004)

3.3.2 ZPUSOBY OZAROVANI

Existuje nékolik rGznych technik, jakymi lze nador ozafit, respektive aktivovat
fotosensitizér. Na zakladé zpusobu ozafeni Ize fotodynamickou terapii rozdélit
na superficialni PDT, intersticialni PDT a intra-operativi PDT (Obr. 7).

Superficialni pfistup se vyuziva pro snadné pristupné nadory, které jsou pfevazné

na povrchu kuze nebo na ustni sliznici. Nador v takovém pfipadé v§ak nesmi byt silnéjsi, nez
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je maximalni hloubka praniku svétla (v zavislosti na aplikované vinové délce). Zafeni se
dodava pres mikroCocCku, ktera se nachazi na konci vlakna vedouciho ze zdroje. Stejné jako
pfi operativnim zakroku zahrnuje 1é€ena oblast i tzv. bezpelnostni rezervu. Jedna se
0 zdravou tkan, ktera je ve velké blizkosti (0,5-1 cm) nadorové tkané.

V pfipadé nadoru, ktery je silnéjsi vice nez 1 cm, se k [éCbé pouziva intersticialni
ozafovaci technika. Soucasti ozafovaciho aparatu je i tzv. difuzor. Jedna se o jakysi
rozptylovag, ktery umozfiuje rozdéleni jednoho paprsku. Tento difuzor se vloZi do tenké
jehly, a poté se spolecné vlozi do nadorové tkané. V pfipadé vétSich nadorl se mize umistit
nékolik téchto jehel blizko sebe (1-2 cm od sebe), €imz dosahneme ozafeni celého objemu
nadoru. Intersticialni zpUsob ozafeni umoznuje pouzit fotodynamickou terapii pfi lécbé
velkych nadorll. Je také vhodny pro Ié¢bu téch nadord, jejichz operace by znamenala
rozsahlou resekci, nebo které nejsou vhodné pro operaci. Vzhledem k obtizné a nepfresné
dozimetrii svétla v nadoru se intersticialni PDT pouziva pfedevsim pro paliativni [éCeni.

Dal$i moznosti je intra-operativni metoda. PFi ni je pacientovi podan fotosensitizér
nékolik dni pfed operaci (v zavislosti na dobé trvani jeho akumulace v nadoru). Béhem
zakroku dochazi nejprve kresekci vétSiny nadorové tkané, a az poté k samotné intra-
operativni fotodynamické terapii. (Kubler, 2005). Ta vtomto pfipadé pIni tzv. adjuvantni
IéCbu. NejCastéji se pouziva béhem operaci v oblasti hlavy a krku. Je vSak tfeba dbat jedné
véci. Jelikoz byl pacientovi podan fotosensitizér, je potfeba béhem operace svétla v séle

filtrovat tak, abychom odstranili ty vinové délky, které by mohly aktivovat fotosensitizér.

a) | b)

I light applicator (micro lens)

diffuser

tumour tumour tumour

Obr. 7: Superficialni (a), intersticialni (b) a intra-operativni (c) zpusob ozafovani.
(pfevzato od Kubler, 2005)

3.4 REAKTIVNiI FORMY KYSLIKU (ROS)

Treti nedilnou soucasti fotodynamické terapie jsou, mimo fotosensitizéru a zdroje
zafeni, reaktivni formy kysliku (ROS). Tyto velmi reaktivni molekuly jsou sou¢asti mnoha
fyziologickych a patologickych proces. ROS se v intracelularnich signalnich kaskadach

bunky chovaji jako druzi poslové. Jsou také zapojeny v imunologické odpovédi na rizné
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Skodliviny. Nicméné takto vysoka produkce ROS mlze zpusobit i vyrazné oxidativni
poskozeni bunéénych biomolekul — lipidi, proteint a nukleovych kyselin. Skodlivy Gginek
téchto reaktivnich forem kysliku mize vést az k bunécné smrti. Zda k tomu dojde, zavisi
pfedevdim na opravnych mechanismech buriky a antioxidacni obrané. Na druhou stranu Ize
tento fakt vyuzit pfi IéCbé malignich a nékterych jinych nenadorovych onemocnéni (Kolarova
a kol., 2007). Z tohoto divodu se staly ROS pfedmétem rozsahlého vyzkumu.

Fotosensitizéry jsou v podstaté chemicky nehomogenni skupinou latek, jejichz
efektivita je zavisla na tvorbé cytotoxickych reaktivnich forem kysliku. Ty mdZzeme obecné
rozdeélit do dvou skupin — skupiny volnych radikald a skupiny latek, které nejsou volnymi
radikaly. Volné radikaly jsou latky, které velmi pohotové reaguji s rdznymi biologickymi
strukturami, jako jsou napfiklad proteiny, lipidy, mastné kyseliny, aminokyseliny nebo
nukleové kyseliny. Diky tomu funguji ROS jako vyznamné prostfedniky pro pfenos energie.
Prikladem volnych radikalt je napfiklad hydroxylovy radikal (OH), superoxid (‘O,), peroxyl
(ROO), hydroperoxyl (HO,) nebo alkoxyl (RO). Do druhé skupiny neradikalovych latek
fadime napriklad singletovy kyslik (*O,), peroxid vodiku (H,0,), ozén (Os) nebo kyselina
chlorna (HOCI).

Fotosensitizéry jsou v podstaté chemicky nehomogenni skupinou latek, jejichz
efektivita je zavisla na tvorbé cytotoxickych reaktivnich forem kysliku. Velka reaktivita ROS je
zpusobena jejich velkou nestabilitou. Ta je zplsobena pfitomnosti neparového elektronu. Da
se tedy fici, Ze principem jejich reaktivity je snaha o vlastni stabilizaci. K té mize dojit dvéma
zpUsoby — poskytnutim nebo odebranim elektronu jinym molekulam.

Existuje nékolik zplsobl, kterymi tyto reaktivni formy kysliku vznikaji. Pfikladem je
pfijmuti (redukce) nebo ztrata (oxidace) jednoho elektronu.

Daldi moznosti je homolytické Stépeni. Pfi ném dochazi v molekule ke Stépeni
kovalentni vazby. Vznikaji tak fragmenty, pfiéemz si kazdy z nich ponecha jeden neparovy
elektron.

Existuje také nékolik dobfe znamych reakci, které zahrnuji tvorbu jednoho typu ROS
z jiného. Pfikladem je Fentonova reakce (Jamil a kol., 2002). Pfi ni dochazi k pfeméné
hydrogen peroxidu na hydroxylovy radikal. Jako redukéni c€inidlo v této reakci pusobi
superoxid, ktery dodava pro redukci iontu kovu (napf. Fe*") jeden elektron. Tento iont kovu
zde funguje jako katalyzator pro pfeménu hydrogen peroxidu (H,O;) na hydroxylovy radikal
('OH) (Castano a kol., 2004).

Obrannym mechanismem organismu proti ROS jsou tzv. antioxidanty. Jedna se
o latky, jejiz molekuly brani tvorbé fetézovych radikalovych reakci, pfipadné prerusuji jiz
probihajici reakce, nebo vzniklé radikaly pfevadi do méné reaktivnich a nereaktivnich stava.
Za normalnich okolnosti je vzajemny pomér ROS a antioxidantl v rovnovaze. Bé&hem

fotodynamické terapie dochazi v ur€itych mistech (nadorové tkani) k umysinému naruseni
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této rovnovahy, Cimz se indukuje vznik ROS. Takto vznikla pfevaha ROS oproti
antioxidantim vyusti v silny cytotoxicky ucinek, ktery je nezbytny pro poSkozeni cilovych

nadorovych bunék.

3.4.1 VZNIK ROS VE PDT

Aby byla fotodynamicka terapie UspéSna, je nezbytna jak absorpce svétla
fotosensitizérem, tak nasledny prenos energie. Ve PDT miUze fotosensitizér podlehnout
dvéma typlm reakci (reakce |. a Il.typu) (Obr. 8), pfiemz mulze probihat jak pouze jedna
2008). To, ktera reakce bude probihat

Castéji, zavisi na nékolika faktorech - na typu fotosensitizéru, koncentraci v substratu a

reakce, tak i obé reakce soucasné (Lemp a kol.,

mnozstvi kysliku.
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Obr. 8: Znazornéni reakce I. a Il. typu (PTS* - excitovany fotosensitizér, PTS — fotosensitizér
v zakladnim stavu, R* - excitovany substrat, R - substrat v zakladnim stavu).

(pFevzato od Buytaert a kol., 2007)

V l.typu reakce jsou radikaly tvofeny pfenosem naboje, ktery vznikne po excitaci

fotosensitizéru svételnym zarenim. V zakladnim stavu ma fotosensitizér
v nizkoenergetickych orbitalech dva elektrony s opacnym spinem. Tento stav se oznaCuje
jako singletovy. Poté, co fotosensitizér absorbuje zareni (fotony), dojde k vybuzeni elektronu
do orbitalu s vysokou energii, pfi¢emz si v8ak neustale udrzuje svij plvodni spin. Dale muze
dojit k tomu, ze molekula s vySSi elektronegativitou zachyti elektron z excitované molekuly
fotosensitizéru, ¢imz dojde k pfenosu energie (Jamil a kol., 2002). Tento mechanismus

zahrnuje transfer elektronu mezi excitovanym fotosensitizérem a substratem (Lemp a kol.,
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2008). Nereaguje tedy ihned pfimo s molekulou kysliku. Substratem kromé molekuly vSak
muZze byt napfiklad i buné€na membrana. Pfedanim energie tedy nejprve dochazi ke vzniku
radikalového aniontu nebo kationtu. Teprve reakci téchto radikald s kyslikem vznikaji
reaktivni formy kysliku (Castano a kol., 2004).

Dulezitym faktem reakce l.typu je, Ze je fotosensitizér excitovany po velmi kratkou
dobu (nanosekundy) a ziskanou energii mize ztratit bud emitovanim svétla (fluorescenci),
nebo vnitfni konverzi pfeménou na teplo) (Castano a kol.,, 2004). Faktu, Ze vétSina
fotosensitizérd vykazuje fluorescenci, se vyuziva pro urCeni pfitomnosti fotosensitizéru
v bunkach a tkanich. Diky tomu jsme schopni in vivo zachytit a zobrazit i jeho distribuci
po téle (Obr. 9).

Obr. 9: Fotosensitizér nahromadény v nadorové tkani a emitujici svétlo pod UV zafenim.

(pFevzato od Brown a kol., 2004)

Soucasti reakce l.typu je €asto také produkce superoxidového aniontu. Ten sice neni
sam o sobé nijak zvlast reaktivni, ani nezplsobuje velké oxida¢ni posSkozeni, muze vSak
reagovat s jinym superoxidovym aniontem. Vysledkem této reakce, znamé jako disputace, je
hydrogen peroxid a kyslik. Enzym, ktery tuto reakci katalyzuje, se nazyva superoxid
dismutaza (SOD). Hydrogen peroxid ma v biologickych systémech velmi dilezitou roli.
Snadno totiz prochazi buné€nou membranou, pfiemz vSak nemuze byt vylou€en z buriky
ven. Zaroven je také nezbytny pro funkénost mnoha enzym(. Je proto velmi dulezity
pro zdravi (Castano a kol., 2004). Superoxidovy anion je mozno vyuzit i pfi Fentonové reakci
(viz vySe).

Zcela odliSnym procesem je ll.typ reakce, kdy se vytvafi singletovy Kkyslik kolizi
excitovaného fotosensitizéru s kyslikem v tripletovém stavu (Lemp a kol., 2008). V tomto
pfipadé podléha excitovany fotosensitizér zvlaStnimu procesu, ktery se nazyva
mezisystémovy pfechod. Dochazi pfi ném Kk pfeméné excitovaného fotosensitizéru
do relativné dlouhotrvajiciho (mikrosekundy) stavu. Vtomto stavu ma vS8ak paralelni

elektronovy spin (Castano a kol., 2004).
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3.5 MECHANISMY POSKOZENi NADORU

Hlavnim ucéelem fotodynamické terapie je zniCeni cilovych (nadorovych) bunék.
Nedavny vyzkum objasnil mnoho procesu, které vedou k zaniku sav€ich bunék, a také
nékteré drahy, kterymi maze PDT tyto procesy spustit (Castano a kol., 2005). ZpUsob a
rozsah bunéfné smrti muze ovlivnit koncentrace, fyzikalné-chemické vlastnosti a
subcelularni lokalizace fotosensitizéru, koncentrace kysliku, vhodna vinova délka Ci intenzita
zafeni (Robertson a kol., 2009). Lee a kolektiv zjistili, Zze existuje vyrazna variabilita
v koncentraci fotosensitizéru v zavislosti na typu tumoru, typu fotosensitizéru a zplisobu
podani fotosensitizéru. JelikoZz je uéinnost v podstaté vSech fotosensitivnich latek zavisla
na kysliku, neni PDT obvykle u¢inna v hypoxické Casti tkané (Castano a kol., 2005).

Hlavni ulohou fotodynamické terapie je destrukce cilovych bunék. K tomu mize dojit
dvéma hlavnimi cestami — pfimou a nepfimou. V prvnim pfipadé dochazi k pfimému zniceni
nadorovych bunék, coz vede k apoptdéze a/nebo nekréze. Druhda moznost, nepfima cesta,
zahrnuje znieni cévniho zasobeni a imunitni reakci (Piette a kol., 2003) (Obr. 10). | kdyz
jsou tyto procesy vzajemné nezavislé, ke zniCeni tumoru dochazi €asto jejich kombinaci.

Na subcelularni drovni se poSkozeni tyka predevsim proteind, DNA a lipidu.

Fotosensitizér Svétlo

' Hyslik :

ROS:
1 -
02: 02:' OH,-ROO .,

Poskozeni buiky

Piimé usmrceni: Nepiimé usmrceni:
- Apoptoza -Iména v cévnim zasobeni
- Nekroza - Imunitni reakce

Obr. 10: Mechanismy vedouci k usmrceni bunék.

3.5.1 POSKOZENIi NA SUBCELULARNI UROVNI

Mezi hlavni biomolekuly, které jsou bé&hem fotodynamické terapie poSkozeny

fytotoxickymi ROS, Fadime proteiny, lipidy a nukleové kyseliny.
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U proteind a peptidd zplGsobuji ROS modifikaci nékterych aminokyselin
(napf. tryptofan nebo tyrosin). Tato modifikace ma pak za vysledek nékolik zmén, které
vyrazné ovlivni vlastnosti buriky. Pfikladem je zména aktivity rdznych enzymu, transportnich
vlastnosti nebo vstup vapenatych iontl do cytosolu. Kromé toho také dochazi k agregaci a
zesitovani proteinG. Diky plsobeni volnych radikalu jsou proteiny také mnohem nachylnéjsi
k proteolytickému rozkladu.

V pfipadé lipid0 pUsobi reaktivni formy kysliku na nenasycené mastné kyseliny tak,
Ze ru8i dvojné vazby. Diky ztraté téchto vazeb je narusena jak propustnost membrany, tak i
jeji fluidita. Dale ROS také ovliviuji enzymy vazané v membrané, nebo tvofi reaktivni
metabolity (peroxidy). Vysledkem této tzv. peroxidace lipidl jsou kratSi radikaly a jiné
slouceniny, které jsou schopny indukovat zanétlivy proces. Podstatna je také inhibice
ur€itych bunécénych funkci, jako je napfiklad syntéza DNA a RNA, mitochondrialni funkce
(respirace) nebo anaerobni glykolyza.

Slunecni svétlo poskozuje DNA dvéma mechanizmy. Prvni spociva v absorpci svétla,
coz vede ke vzniku charakteristickych fotoproduktl, zejména tvorbé pyrimidinovych dimera.
Druhy mechanizmus se da aplikovat i pfi PDT, kdy hlavni roli hraji urcité bunécné slozky,
pravdépodobné porfyrinového a flavonoidového typu, které puasobi jako endogenni
fotosensitizéry. Ty reaguji pfimo s DNA nebo vedou k tvorbé reaktivnich forem kysliku. Tyto
reakce vyusti v oxida¢ni poSkozeni DNA (Castano a kol., 2005). PoSkozeni DNA, zplsobené
fotodynamickou terapii, v8ak neni zavislé pouze na jednotlivych sloZzkach PDT, ale i
na opravnych mechanizmech burky (Robertson a kol., 2009). Singletovy kyslik se muaze
snadno tvofit uvnitf bunék, reagovat tak ucinné s DNA a pusobit jednoviaknové zlomy.
Kromé téchto zloml spociva poskozeni DNA jesté napfiklad ve Stépeni deoxyribdzy Ci
v poskozeni bazi (napf. modifikace pyrimidinovych a purinovych bazi). Singletovy kyslik vSak
pfednostné reaguje s guaninovou ¢asti DNA, coz vede k deleci jednoho guaninu v sekvenci
DNA (Castano a kol., 2005). Ve vysledku muze takova zména DNA vyustit v mutaci, chybu
pfi translaci nebo inhibici proteosyntézy. Ackoliv syntéza DNA a RNA je po PDT urcitym

zplUsobem ovlivnéna, nemusi byt takové poSkozeni vzdy letalni (Robertson a kol., 2009).

3.5.2 ZMENA V CEVNIM ZASOBENI

Jednim z dalSich mechanizm podilejicim se na destrukci nadoru, ktery byl po pouziti
fotodynamické terapie prokazan, je zména v cévnim zasobeni. Pfeziti nadorovych bunék je
zavislé na dostate¢ném krevnim zasobeni. Fotodynamickou terapii zplsobené poskozeni
krevnich cév vede k vazné a trvalé nadorové hypoxii (Ayaru a kol., 2004). Cely proces
spoCiva vtom, Ze v ozafené oblasti dojde ke zuzeni cév a vytvofeni trombu. Pfimé

poskozeni bunék spojené se zuzenim cév vede k odkryti bazalni membrany a vétsi
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propustnosti cév, coz nasledné vede ke vzniku otoku, hromadéni krevnich desti¢ek, uvolnéni
tromboxanu a tvorbé trombu. PDT navic inhibuje uvolfiovani oxidu dusnatého (NO)
z endotelialnich bunék, coz také pfispiva ke zuzeni cév (Nowis a kol., 2005). Nasledkem
toho dochazi jak k hypoxii nadorové tkané, tak i k pferudeni transportu Zivin. Ve Spatné
okysliceném prostiedi poté dochazi ke konverzi xantin dehydrogenazy na xantin oxidazu,
ktera je schopna konvertovat hypoxantin na xantin v procesu, ktery je doprovazen uvolnénim
velkého mnozstvi reaktivnich forem kysliku. Oxidativni stres podporuje aktivaci komplementu
(soubor bilkovin, které jsou soucasti nespecifické imunity) a pronikani neutrofild a jinych
zanétlivych bunék do ischemické oblasti. Z téchto divodu ischemie i po kratkém ¢asovém

obdobi zna¢né pfispiva k PDT indukované buné&cné smrti (Nowis a kol., 2005).

3.5.3 IMUNITNI REAKCE

ZpUsob bunééné smrti indukovany fotodynamickou terapii ma vyrazny vliv na imunitni
reakci, ktera muze zvySit protinadorovou UcCinnost léCby. Zanétliva reakce zplsobena
nekrézou pri PDT je totiz zodpovédna za pfitomnost imunitnich bunék v oblasti nadoru. Tuto
mysSlenku podporuje fakt, Ze makrofagy reaguji zvySenou protinadorovou aktivitou
na nekrotické, ale ne na apoptotické nadorové buriky. Navic tzv. heat shock proteiny (HSPs),
které jsou uvolfiovany nekrotickymi (ne vS8ak apoptotickymi) nadorovymi burikami,
predstavuji stimulacni a/nebo maturaéni signaly pro makrofagy a dendritické bufky (Plaetzer
a kol., 2003). Dendritické buriky vyvolavaji specifickou a velmi efektivni imunitni odpovéd, ale
také monitoruji pfitomnost infekénich mikroorganizm, urcitd poSkozeni a transformace.
Diferenciaci prekurzort dendritickych bunék spousti tzv. signaly nebezpedi. Pfikladem jsou
mikrobialni produkty, heat shock proteiny nebo nadorové antigeny. Poté dochazi k jejich
konecné maturaci a migraci do lymfoidni tkané (napf. lymfatické uzliny nebo slezina).

Zanétlivé signaly, které vzniknou po PDT, spousti masivni a regulovany prinik
neutrofill, mastocytl a makrofagt do tumoru. Jedna se o velmi rychlou reakci, ktera poté
muze vyustit ve vice precizni imunitni reakci. Ta spoc€iva v aktivaci specifickych T-lymfocytd,
které se zdaji byt kliCové pro finalni kontrolu zbylych nadorovych bunék (Nowis a kol., 2005).
Neutrofily maji schopnost vylu€ovat fadu enzymd, které jsou schopny znicit nadorové buriky.
Jejich migrace smérem k tumoru je regulovana fotodynamickou reakci indukovanou expresi
E-selektinu, chemokinu a dalSich mediatora. Poté, co dojde ke zni€eni nadorovych bunék,

jsou jejich zbytky fagocytovany pfitomnymi makrofagy.

3.5.4 PRIME USMRCENi NADOROVYCH BUNEK
Pfimé usmrceni nadorovych bunék pfi fotodynamické terapii zpusobuje ireversibilni

foto-poSkozeni subcelularnich cill, jako jsou napfiklad plazmaticka membrana, intracelularni

34



membrana mitochondrii a lysozému, Golgiho aparat nebo endoplazmatické retikulum
(Buytaert a kol., 2007). PFi poSkozeni bunéné membrany (pfipadné pfi inaktivaci enzyma
vazanych v membrané) dochazi k tvorbé ROS prostfednictvim reakce l.typu. Pfi ni reaguje
excitovana molekula fotosensitizéru s bunéfnou membranou (substratem). Dojde tak
k tvorbé radikalovych iontl, které reakci s kyslikem vytvari cytotoxické molekuly kysliku
(Gray a Fullarton, 2007). V pfipadé destrukce lysozomu dochazi k wyliti hydrolytickych
enzymU. Ty nasledné spusti kaskadu déjl, které vyvrcholi usmrcenim buriky.

Fotodynamicka terapie muze zpUsobit i autofagii. Pfi foto-poSkozeni dochazi k vyslani
signalu, jehoz ucelem je ochrana kli¢ovych organel. V urcitych pfipadech vS8ak muze dojit
k tomu, Ze se tento signal zméni v signal bunééné smrti.

V8eobecné Ize fici, ze pfimé usmrceni nadorovych bunék ma dvé hlavni cesty —

apoptotickou a nekrotickou (viz nize).

3.6 TYPY BUNECNE SMRTI

K pfimému umrti bunky po aplikaci fotodynamické terapie mize dojit dvéma zplsoby
— apoptdzou a nekrézou. To, zda smrt bunky bude zplsobena apoptézou &i nekrézou, zalezi
na intracelularni lokalizaci fotosensitizéru, buné&ném genotypu a davce PDT (Almeida a kol.,
2004). Prvnim, kdo dokazal, Zze buriky mohou podlehnout dvéma riznym zpUsobim smrti,
byl J. F. Kerr (Castano a kol., 2005). VSeobecné se pfedpoklada, ze nizsi davky PDT vedou
prevazné k apoptéze, zatimco vysSi davky spiSe k nekréze (Robertson a kol., 2009).
Po aplikaci fotodynamické terapie dochazi k nekréze pfevazné v povrchovych vrstvach
tkané. Pravé zde je totiz davka zafeni nejvy3Si a dochazi tu k nejvétSimu poskozeni
(Obr. 11). Naopak k apoptdze dochazi spiSe v hlubSich vrstvach, kde vlivem prichodu tkani

je davka zareni mnohem nizsi.

ROZSAH POSKOZENI ‘

ZVE . APOPTOZA . NEKROZA

b3

Obr. 11: Zavislost bunécné odpovédi na rozsahu poskozeni zpusobené PDT.

(pfevzato od Plaetzer a kol., 2003)
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Kvantifikace pfesného rozsahu apoptézy a nekrézy po pusobeni PDT lze zjistit
napfiklad pomoci pratokové cytometrie s pouzitim propidium jodidu, ktery se vaze na DNA a
fluorescen¢niho imuno-znaceni (imunolabelingu) Anexinem, ktery se selektivné vaze

na fosfatidyl serin (Piette a kol., 2003).

3.6.1 NEKROZA

Nekréza neboli pasivni bunééna smrt, mize nastat jako disledek extrémni vnéjsi
fyzikalni sily (napf. extrémni teplota, tlak, osmolarita, pH). Jinou moznosti je tézké poSkozeni
buniky, které je vyvolané chemickymi procesy (napf. letalni davky ionizujiciho zareni,
metabolickych inhibitort a jinych druhl toxickych latek) (Plaetzer a kol., 2003). V pfipadé
fotodynamické terapie muize k nekréze dojit v disledku vysoké davky zafeni nebo vysoké
koncentrace fotosensitizéru. Jedna se o nahlou a velmi rychlou formu degenerace, ktera
postihuje rozsahlé bunééné populace. Jakmile tato reakce jednou zapocne, je jiZz nevratna.

Projevy nekrézy Ize rozdélit na zmény v burfice a na zmény v okoli bufiky. V prvnim
pfipadé dochazi ke svrasténi a ztmavnuti jadra (tzv. pykndze). DalSim rysem je
tzv. nasténna hyperchromat6za, kdy se chromatin hromadi na vnitfni strané jaderné
membrany a dochazi k rozpadu jadra na malé fragmenty. Cytoplazma nabyva na svém
objemu, dochazi k destrukci organel, hlavné lysozémU, €¢imz se uvolfiuji travici enzymy.
Poslednim krokem je prasknuti plasmatické membrany a vyliti intracelularniho obsahu buriky
do okoli. Tato dekompozice burky je pfevazné zprostfedkovana proteolytickou aktivitou, ale
konkrétni identita proteaz a jejich substratl neni dosud pfili§ znama (Castano a kol., 2005).

Druhy pfipad nastava v okamziku, kdy se vylitim obsahu bunky do okoli vytvofi zanét.
V tomto momenté jsou chemotaxi pfitahovany k mistu zanétu makrocyty. Nekrotické buriky

jsou pak makrocyty fagocytovany a casem nahrazeny zdravymi burikami.

3.6.2 APOPTOZA

Apoptdza, jinak také aktivni bunétna smrt, pfedstavuje fizenou sebevrazdu bunky,
kterd je kontrolovana jak intracelularnimi, tak extracelularnimi faktory a zakoncenou
charakteristickym sledem morfologickych, biochemickych a energetickych zmén (Plaetzer a
kol., 2003). Jedna se o bezesporu nejvice prostudovany zpusob smrti buriky po aplikaci
fotodynamické terapie. Defektni regulace nebo pribéh apoptézy naruSuje rovnovahu mezi
a kol., 2007).

Hlavnimi znaky tohoto procesu jsou smrStovani bunky, bobtnani plazmatické
membrany, kondenzace chromatinu, fragmentace jadra a fakt, ze vétSina organel a

plazmatickd membrana si udrzuji svoji integritu po dlouhou dobu. In vitro se apoptotické

36



buriky nakonec rozpadnou na mnoho membranou obklopenych vezikul. In vivo jsou tato
apoptoticka téliska vyhledana a odstranéna fagocyty (Castano a kol., 2005). Makrofagove a
dalSi pfibuzné typy bunék jsou navadény diky pfitomnosti specifickych markerd na povrchu
vezikul. Na rozdil od nekrdzy, je proces fagocytozy schopny zabranit zanétlivym reakcim.
Nedochazi tak k prasknuti buriky a uvolnéni DNA, lysozomalnich proteaz a celé fady dalSich
produktld do okoli.

Apoptéza vyzaduje transkripni aktivaci specifickych gend, endonukleaz a kaspaz a
degradaci DNA na malé fragmenty (Robertson a kol., 2009). Spusténa mulze byt skrze dvé
hlavni drahy — vnéjsi a vnitfni (Obr. 12).

Vzhledem k tomu, Ze ROS vzniklé béhem fotodynamické terapie mohou pfimo
poskozovat mitochondrie, kliCové regulatory aktivni bunééné smrti, je PDT schopna iniciovat
apoptotickou kaskadu i u takovych bunék, které se ukazaly byt rezistentni v(i¢i apoptoze

pfi aplikaci chemoterapie nebo ionizujiciho zareni (Plaetzer a kol., 2003).

3.6.2.1 VNEJSi DRAHA

Vnéjsi draha se spousti prostfednictvim tzv. death receptord. Principem je v tomto
pfipadé vazba ligandl (napf. FasL, TNFa - Tumor Necrosis Factor a) na povrchové
receptory (napf. Fas, TNF). Tim dochazi pfes adaptor k aktivaci iniciaéni kaspazy 8 (Almeida

a kol., 2004). Dalsi kaskada déju poté vede k aktivaci apoptdzy.

3.6.2.2 VNITRNi DRAHA:
Vnitfni draha je ponékud sloZitéjSi proces, kde ma hlavni ulohu mitochondrie, ale také

ceramid.

a) Mitochondrialni draha:

Mitochondrie funguji jako hlavni organely pro vétSinu apoptotickych drah. Apoptdza
muzZe byt iniciovana vné&jSimi i vnitinimi spoustécimi signaly, které sméfuji pravé
do mitochondrie. Tyto organely maiji schopnost vnimat stresové signaly a spousti, je-li to
potfeba, tzv. vykonavaci fazi apoptézy. Béhem ni dochazi k uvolnéni protein(
z mezimembranového prostoru do cytoplazmy, a to otevienim péra ve vnitfni a vnéjsi
mitochondrialni membrané. Hlavnimi proteiny, které hraji béhem apoptdzy velmi dllezitou
roli, jsou cytochrom c¢ (v€etné apoptozomalniho komplexu, jehoz je soucasti) a apoptézu

indukujiciho faktoru (AlF) (Plaetzer a kol., 2003).
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Bcl-2 proteiny:

Clenové Bcl-2 rodiny proteint reguluji apoptézu mnoha zpUsoby, zejména vsak
prostfednictvim mitochondrii. Podle jejich role pfi apoptotickém usmrceni buriky je lze je
rozdélit na dvé skupiny. Do prvni, anti-apoptotické skupiny, fadime napfiklad Bcl-2, Bcl-x,
Bcl-w, Mcl-1 a A 1. Druha, pro-apoptoticka skupina, se sklada z proteind, jako jsou napfiklad
Bax, Bak, Bok, Bid, Bim a dalsi (Almeida a kol., 2004). Hlavni funkci anti-apoptotického Bcl-2
proteinu je stabilizace pro-apoptotickeého proteinu Bax. Dojde-li k fotodestrukci proteinu Bcl-2,
je pak nadbytek Bax schopny iniciovat interakci s mitochondrialni membranou, coz vede
k uvolnéni cytochromu c — tzv. spoustéce apoptozy (Kessel, 2006). Dulezitou roli zde hraje i
dalSi pro-apoptoticky protein Bid. V cytoplazmé je Stépen kaspazou 8, pficemz vznikaji jeho
zkracené formy (tBid). Ty jsou schopné zménit konformaci proteinu Bax. Stejné tak svou
konformaci méni i Bak protein (Bax v cytozolu, Bak na mitochondrialni membrané) (Buytaert
a kol., 2007). Diky této zméné jsou tyto proteiny schopné vytvofit komplex
s mitochondrialnimi poriny, kterymi poté muze dojit k uvolnéni cytochromu c. Navic spousta
Z pro-apoptotickych proteinG muize reagovat s anti-apoptotickymi proteiny, a tim je tak
inhibovat. Stejny princip je v8ak uplathovan i v opaéném pfipadé. Pravé vzajemny pomér
pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteind rozhoduje o tom, zda burka podlehne

apoptoze, Ci ne.

Ca*" a lysozémy:

Svou roli v apoptédze hraji i Ca®* ionty. Studie ukazuji, Ze v disledku fotopo$kozeni
endoplazmatického retikula (zasobarny Ca?* iontl) dochazi k intracelularnimu narGstu Ca?*
iontd. Ty zde pini dlohu druhych posld, ktefi interakci s mitochondrialni matrix spousti
apoptozu.

Apoptéza se mulze spustit i prostfednictvim fotopoSkozeni lysozém(. V takovém
pfipadé dochazi k uvolnéni lysozomalnich proteolytickych enzym( do cytosolu. Tyto protézy
jsou schopny poté stépit pro-apoptoticky protein Bid na jeho kratsi formy — tBid. Ty pak

reaguji s mitochondrii, coz zapf¥icini uvolnéni cytochromu ¢ a naslednou aktivaci kaspazy 9 a

3 se spusti apoptoza (Kessel, 2006).

b) Ceramidova draha

Ceramid je stresem indukovany druhy posel, ktery vznikd pomoci sfingomyelinazy.
Tento enzym S$tépi sfingofosfolipidy (soucasti bunéfné membrany), jako je napfiklad
sfingomyelin, za vzniku ceramidu a fosforylcholinu. Ceramid muze vzniknout také de novo
pomoci ceramidsynthazy. Bylo védecky prokazano, Ze ceramid, jako sekundarni posel, je
schopen regulovat rizné bunécéné procesy, jako je napfiklad apoptdza, bunéény cyklus nebo

bunécna diferenciace (Castano a kol., 2005).
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Obr. 12: ZjednoduSené znazornéni vnéjsi a vnitfni drahy vedouci k apoptoze
(pfevzato od Almeida a kol., 2004)

3.6.2.3 KASPAZY

Kaspazy (CASPASE = Cysteinyl ASPartate specific proteASE) jsou intracelularni
endopeptidazy, které maji ve svém aktivnim misté cystein. Misto, kde specificky Stépi
peptidickou vazbu, se nachazi za aspartatem. Kaspazy apoptotické kaskady lze rozdélit
na iniciaéni a efektorové. Iniciacni kaspazy (napf. €islo 2, 8, 9, 10) se nachazi na pocatku
kaskady, efektorové kaspazy (Cislo 3, 6, 7) jsou mimo jiné zodpovédné i za samotnou
aktivaci apoptozy.

Kaspazy jsou syntetizovany jako zymogeny (prokaspazy), které se aktivuji vnéjSim a
vnitfnim zplGsobem, pfiCemz Casto jedna kaspaza aktivuje dalSi - tzv. kaskadovita aktivace.
Vnéjsi zpusob aktivace je zpusoben vazbou externich ligandu, zatimco k vnitfnimu zpusobu
dochazi v dusledku bunéného stresu. Vnéjsi draha se Casto spousti skrz Fas receptor.
Za normalnich okolnosti je receptor aktivovan napfiklad Fas ligandem, ktery je obsazen
v membrané T-lymfocytd a NK-bunék. Poté dojde k aktivaci prokaspazy-8 na kaspazu-8,
ktera aktivuje prokaspazu-3 na kaspazu-3, ktera nasledné spousti apoptozu. Kaspaza-8
muze také Stépit Bid protein, ¢imz se spusti uvolfiovani cytochromu c¢ a dalSi mechanizmus

se shoduje s vnitfni drahou (viz nize).
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PoSkozenim bunky dochazi k aktivaci vnitfni drahy, kdy se uvolni cytochrom c
z mitochondrie do cytozolu. Cytochrom c spolu s dATP (2'-deoxyadenozin trifosfat) a
aktivacnim faktorem APAF-1 (apoptosis protease activation factor-1) vytvafi enzymovy
komplex — tzv. apoptozém. Ten na sebe navaze prokaspazu-9 a aktivuje ji na kaspazu-9. Ta
poté aktivuje prokaspazu-3 na kaspazu-3, ktera spousti apoptozu.

Cilem kaspaz jsou proteiny réiznych bun&&nych slozek. Stépi naptiklad inhibitor CAD
(kaspazou aktivovana DNA&za), coz zpUsobi fragmentaci DNA. Dale $tépi napfiklad
cytoskeletalni aktin, laminy jaderné membrany, regulaéni proteiny nebo transkripéni faktory.
Spoleénym dopadem takovychto proteolytickych Stépeni je, Ze burika zacne ztracet svou
integritu a rozpadne se na velké mnozstvi uzavienych, kulovitych vezikul, které jsou poté

fagocytovany (Castano a kol., 2005).

3.7 KLINICKE VYUZITI PDT:

Vyuziti fotodynamické terapie v praxi je velmi Siroké. Nepouziva se pouze jako hlavni
metoda pfi |1éEbé nadoru, ale také pro adjuvantni nebo paliativni 1éCbu. V soucasnosti se
PDT pouziva zejména pfi 1é¢bé rakoviny klize, plic, moCového méchyie, mozkovych nador,
déloznich nadoru. Neustale se vSak objevuji nové studie, které poskytuji nadéjné vysledky i
pfi [é€bé jinych onemocnéni, coz jen potvrzuje, Zze se fotodynamicka terapie neustale vyviji a

je velkym pfislibem do budoucna.

BOWENOVA CHOROBA:

PFi tomto onemocnéni napada nador povrchové ¢asti kiize (Obr. 13). Béhem studie

byla pacientlim lokalné aplikovana 20% ALA. Po 4 hodinach bylo dané misto ozareno
gervenym svétlem (125 J/cm?). Po prvnim kole 1é&by se takto podafilo odstranit 75 % 1ézi.
Po probéhnuti druhého kola PDT vykazovaly kompletni odpovéd na léEbu uz vSechny léze.
PFi srovnani PDT a kryoterapie zjistime, Ze zatimco |é€ba fotodynamickou terapii vykazovala
po druhém kole 1éEby kompletni odpovéd u vdech Iézi, v pfipadé kryoterapie mélo kompletni

odpovéd na Ié€bu pouze 50 % lézi (Allison a kol., 2006).
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Obr. 13: A) Pacient s Bowenovou nemoci, B) Pacient po 2 mésicich IéCby pomoci PDT

(pfevzato od Brown a kol., 2004)

TEZKA DYSPLAZIE + RANY T1 INVAZIVNi KARCINOM HRTANU A DUTINY USTNiI:

Pri studii byl jako fotosensitizér pouZit porfimer sodny, ktery byl poté ozafen davkou

50 J/icm? (dysplazie) a 75 J/icm? (karcinom). Za zhruba 15 mésicli vykazovalo 24 z 26
pacientd kompletni odpovéd na lécbu. V ramci dysplazie vykazovalo vSech 12 pacientl
kompletni odpovéd, i kdyz u 3 z 9 pacientd s dysplazii dutiny ustni nastala recidiva. Ta
mohla nastat v disledku keratinové vrstvy, kterd tak mohla omezit penetraci zareni. Celkem
12 pacientl ze 14 vykazovalo kompletni odpovéd pfi IéEbé raného karcinomu hrtanu a dutiny
ustni (Quon a kol., 2011).

PSORIAZA:

Collins a kol. provedli rozsahlou studii 22 pacientl s chronickou psoriazou. Kazdy
pacient mél pét ctvercovych oblasti na postizené kizi. Do kazdé této oblasti byla aplikovana
dvacetiprocentni ALA. Ctyfi tyto oblasti byly poté ozafeny svételnou davkou v rozmezi
2-6 J/lcm?. Pata oblast ozafena nebyla a fungovala jako kontrola. Vysledkem byla GUsp&$na
lé¢ba 18 % oblasti, Caste€na odpovéd na léCbu v 8 % oblasti a Zaddna odpovéd v 74 %
oblasti (Mitra a Stables, 2006). AvSak jak ukazuje fotka (Obr. 14), ktera znazorfiuje pribéh
léCby, pfi pouziti vhodné davky zareni muze byt tato metoda velmi G¢inna. Pfi porovnani
neléené &asti (NT) a oblasti ozafené davkou 8 J/cm? zjistime, Ze doSlo k vyraznému

ZlepSeni.
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Obr. 14: Ctvercové plochy s davkou zafeni 8 J/cm?, 16 Jicm? a NT (not treated) jako

kontrolou (pfevzato od Mitra a Stables, 2006)

HAILEY-HAILEY CHOROBA:

Toto onemocnéni je charakterizovano vyskytem vyrazek a puchyfl obvykle

v zahybech kize, ale i na velkych plochach téla. Tyto puchyfe jsou velmi bolestivé a po jejich
prasknuti ¢asto dochazi k nakazeni zdravé ¢asti téla, coz zpusobuje v podstaté nekoneény
pocet ohnisek.

PFi 1éCbé byla pacientim aplikovana 20% ALA. Po 4 hodinach bylo postizené misto
ozafovano svétlem (590-700 nm) po 30 minut. Jiz po prvnim kole PDT odeznéla bolest, ktera
je stouto choroba spojena. Po druhém kole doSlo k odstranéni vyrazky a puchyfl, coz
potvrdila i nasledna biopsie (Mitra a Stables, 2006).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 BUNECNE LINIE

e (G361 bunééné linie
e NIH3T3 bunécné linie

Pfi studiu fotodynamické terapie byly pouzity dvé bunééné linie, které byly
predpfipraveny do 96-ti jamkovych mikrotitracnich destiCek. Pro studium vlivu PDT
na nadorovou linii byly pouzity buriky koZzniho melanomu (G361 bunécna linie). Pro zjisténi
ucinka PDT na nenadorovou linii byly pouzity bufky mysich fibroblastd (NIH3T3 bunécna

linie).

4.2 FOTOSENSITIZERY

e TPPS, (meso-tetrakis(4-sulfonatophenyl) porphyrin)
e ZnTPPS, (zine€naty derivat TPPS,)
o PATPPS, (paladnaty derivat TPPS,)
o MgTPPS, (hofeCnaty derivat TPPS,)

4.3 OSTATNI MATERIAL

1) ROZTOKY A MEDIA

e PBS 10x (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4
=2 g KCI; 80 g NaCl; 2,4 g KH2PO4; 14,4 g Na,HPO,; destilovana voda do 1 litru +
HCI pro upravu pH

¢ 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 ANNEXIN V-FITC — (A 9210, Sigma)

e PROPIDIUM JODID - (P 2667, Sigma)

e 10x BINDING PUFR - (B 9796, Sigma)

e JC-1 (5,5,6,6'-Tetrachloro-1,1%,3,3'-Tetraethyl-benzimidazolocarbocyanine lodide) —
(T4069, Sigma)

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

e FURA 2-AM — (47989, Sigma)
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o DCF (5-(a-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat, acetyl ester (CM-
H,DCFDA)) - (C 6827, Invitrogen)

4.4 LABORATORNI ZARIZENi A POUZITE PROGRAMY

e Laboratorni vahy

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

¢ Infinite M200 Pro Multi-Mode Microplate Reader (Tecan, SUI)
e Fluorescenéni mikroskop Olympus IX81

o CO; inkubator (BioTek, USA)

e LED diody (Kingbright Corporation, Taiwan)

e Program 3T3 NRU PT Phototox 2.0 (BfR, Berlin)

e Microsoft Excel

4.5 PRIPRAVA FOTOSENSITIZERU A JEHO APLIKACE

Dodané fotosensitizéry je potfeba pfed samotnou aplikaci nejprve pfevést z pevného
stavu do roztoku, a to pomoci kultivatniho DMEM média. Ze vzniklého zasobniho roztoku
fotosensitizéru jsou poté nafedénim ziskany potfebné koncentrace - 0,5 uyM; 1 uM, 5 pM;
10 uM; 50 M.

Pfipravené fotosensitizéry v danych koncentracich jsou poté pomoci multikanalové
pipety aplikovany na pfedem pfipravené mikrotitracni desticky pro detekci apoptézy a
membranového potenciélu (Obr. 15) a na mikrotitracni desticky pro MTT test, detekci ROS a
detekci Ca®" iontli (Obr. 16), které obsahuji nadorové (G361) a nenadorové (NIH3T3)
bunélné linie. Nasledné jsou buriky vioZzeny do inkubatoru a nechaji se inkubovat po 24
hodin pfi 37 °C a 5 % CO..

[ MgTPPS,

Obr. 15: Rozdéleni mikrotitracni destiCky pro detekci apoptdézy a membranového potencialu.
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Obr. 16: Rozdéleni mikrotitraéni desticky pro MTT test a detekci ROS a Ca?* iontd.

4.6 OZAROVANI

Po uplynuti 24 hodin inkubace doslo k ozafeni mikrotitracnich desti¢ek. Pro ozafovani
byl pouzit LED diodovy zdroj (Obr. 17), ktery poskytuje zafeni o vinové délce 414 nm,
hustotou vykonu 20 mW/cm? a velikosti proudu 0,18 A. Diky rozdilné dob& vystaveni
mikrotitracnich desti¢ek tomuto zafeni bylo dosazeno tfi rlznych davek zafeni — 1 Jicm?,
5 J/cm? a 10 J/cm? (Tab. 1).

Obr. 17: LED diodovy zdroj zareni.
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Tab. 1: Znazornéni potfebné doby zafeni pro dosazeni pozadované davky zareni

Cislo desticky

doba zareni [s]

Davka zareni [J/cm?]

1. 50 1
2. 250 5
3. 500 10

Od kazdé bunécéné linie (nadorové i nenadorové) byly pfipraveny tfi mikrotitracni
destic¢ky, z nichz na kazdou byla aplikovana jina davka zareni. Po ozafeni bylo do kazdé
jamky mikrotitraéni destiCky odstranéno PBS a pfidano 100 pl kultivaéniho DMEM média.
Tyto destiCky pak byly opét 24 hodin inkubovany pfi 37 °C a 5 % CO,. Pro detekci apoptozy,
nekrézy a prezivSich bunék byly pfipraveny také desti¢ky, které byly inkubovany pouze 6
hodin. Vyjimkou byly desti¢ky uréeny pro detekci ROS, u kterych bylo provedeno méfeni

ihned po ozafeni.

4.7 MERENi MEMBRANOVEHO POTENCIALU

Ztrata mitochondrialniho (membranového) elektrochemického potencialu je
charakteristicka pro ranou fazi apoptézy. Tohoto faktu vyuziva JC-1 (5,5°,6,6-Tetrachloro-
1,1°,3,3"-Tetraethyl-benzimidazolocarbocyanine lodide), ktery umozfuje rychlou detekci
zmeény membranového elektrochemického potencialu. V neposkozenych burikach se vlivem
elektrochemického potencialu latka koncentruje v mitochondrialni matrix. Zde poté vytvari
Cervené fluorescencni agregaty. Pokud dojde ke ztraté elektrochemického potencialu, dojde
také k rozptyleni fluorescenéni sondy po celé burice a k pfeméné z Cervené fluorescenénich
agregatl na zelené fluoreskujici monomery. Tento fakt umoziuje urcit rozdily mezi
nepodkozenou a narudenou (poskozenou) burikou.

Po skonCeni inkubace byly vyuzity prvni dva sloupce kazdého fotosensitizéru
pro méfeni membranového potencialu (Obr. 18). Pipetou z nich bylo opatrné odstranéno
DMEM médium. Po nasledném proplachnuti 100 pyl PBS 1x bylo do kazdé jamky sloupct
pfidano 50 pl pfipraveného roztoku. Tento roztok se skladal ze 400 yl DMSO, 36 pl JC-1 a
PBS 1x, ktery byl doplnén do 2,5 ml. Mikrotitracni destiCka se poté nechala 20 minut
inkubovat pfi 37 °C a 5 % CO,. Po inkubaci byly jamky 2x proplachnuty 100 pyl PBS 1x.
Po proplachnuti bylo nakonec do kazdé jamky pfidano 100 pyl PBS 1x a desti¢ka byla
vloZena do Synergy HT fluorescen&niho readeru (Obr. 19), ktery méfil hodnotu fluorescence.
Pomérem medianu zelené a Cervené fluorescence (zelena/Cervend) byla nasledné uréena

zména membranového potencialu.
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Obr. 18: Sloupce destiCky vyuzité pro méfeni membranového potencialu.

Obr. 19: Synergy HT reader s vloZzenou mikrotitracni desti¢kou.

4.8 DETEKCE APOPTOZY, NEKROZY A PREZIVSICH BUNEK

Anexin V-FITC je fluorescenéni sonda, ktera vaze fosfolipidy (fosfatidylserin)
v pfitomnosti vapniku. Fosfatidylserin je za normalnich okolnosti soucasti vnitini Casti
lipidové dvojvrstvy. Po propuknuti apoptdzy je vSak presunut na jeji vnéjsi Cast a je tak
pfistupny pro Anexin V-FITC. Jejich vazba je pak detekovatelna jako zelena fluorescence.

Pokud dojde k uplnému rozruSeni bunééné membrany, jako tomu je u nekrézy, vaze
se propidium jodid na bunéénou DNA. Takto navazany propidium jodid Ize detekovat jako
Cervenou fluorescenci.
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Diky tomu Ize rozlisit buriky, které podlehly apoptdze (zelena fluorescence) (Obr. 20),
nekréze (Cervena fluorescence + zelena fluorescence) (Obr. 21) a které prezily

(bez fluorescence).

Obr. 20: Zelena fluorescence bunék zpusobena vazbou Anexinu V-FITC na fosfatidylserin.

Obr. 21: Kombinace Cervené a zelené fluorescence bunék zplsobena vazbou propidium

jodidu na DNA a Anexinu V-FITC na fosfatidylserin.
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Po uréeni membranového potencialu pomoci Synergy HT readeru je do kazdé jamky
tfetiho sloupce (Obr. 22) vSech fotosensitizéru pfidano 50 ul roztoku, ktery se sklada ze 12 ul
Anexinu V-FITC, 24 ul propidium jodidu, 120 ul 10x binding pufru a 1080 pl destilované vody.
Poté se opét viozi na 10 minut do inkubatoru pfi 37 °C a 5 % CO,. Po inkubaci je
mikrotitracni destiCka vlozena do fluorescenéniho mikroskopu (Obr. 23) a snimana. Ze dvou
riznych mist kazdé jamky tretiho sloupce poté vzniknou fotografie ze zeleného, ¢erveného a
viditeIného spektra. Z téchto fotografii se pozdéji odvodi pocet apoptotickych, nekrotickych a

prezivSich bunék.
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ZnTPPS,
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Obr. 23: Fluorescencni mikroskop Olympus 1X81.
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4.9 MTT TEST

Pro MTT test se vyuziva latka Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide. Ta umoziuje
fialovym zbarvenim zviditelnit zivé bunky. Pouze v nich totiz dochazi ke zméné ve vodé
rozpustného 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromidu na nerozpustny
formazan, ktery ma fialové zbarveni. Diky tomuto faktu Ize konstatovat, zZe intenzita zbarveni
je pfimo umérna poctu prezivsich bunék.

Za 24 hodin po terapii bylo do kazdé jamky napipetovano 50 ul pfipraveného roztoku
MTT. Ten byl pfipraven pfidanim 20 mg MTT do 4 ml PBS 1x. Jakmile doSlo k rozpusténi
krystald MTT bylo pfidano dalSich 32 ml PBS 1x. Poté, co byly desticky opét 3 hodiny
inkubovany pfi 5 % CO, a 37 °C, doslo k fialovému zbarveni pfezivSich bunék (Obr. 24).
Po odstranéni roztoku z desticek bylo pfidano 100 pl DMSO. Desti¢ky byly poté vioZeny
do Synergy HT readeru, ktery méfil absorbanci pfi 570 a 690 nm.
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Obr. 24: Fialové zbarveni pfezivSich bunék po pfidani Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromidu.

4.10 DETEKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIiKU (ROS)

Detekce ROS je umoznéna diky fluorescenéni znacce DCF. Poté, co vstoupi (5-(a-6)-
chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat, acetyl ester (CM-H,DCFDA) do buriky,
dojde k jeho pfeméné na nerozpustny CM-H,DCF. Ten nasledné reaguje s ROS, které se
generuji vlivem ozareni. Tim dojde ke zméné CM-H,DCF na fluorescenéni CM-DCF.

Po aplikaci fotosensitizéru a uplynuti inkubaéni doby je fotosensitizér z desti¢ky Fadné
odstranén (vyplachnutim pomoci PBS 1x). Do kazdé jamky bylo poté pfidano 50 pl roztoku
DCF a PBS 1x. Tento roztok byl pfipraven v poméru 10 yl DCF na 1 ml PBS 1x. Nasledné
byla fluorescenéni znacka inkubovana 20 minut pfi 37 °C a 5 % CO,. lhned po ozafeni je
desticka podrobena kinetickému méfeni na Synergy HT readeru pfi 480 nm.
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4.11 DETEKCE Ca?' IONTU

FURA 2-AM je fluorescenéni znacka, ktera se vaze na Ca®" ionty. Diky tomu jsme
schopni sledovat narlst nebo pokles volného vapniku v burice.

Pro detekci vapniku byly pouzity destiCky s G361 bunéénymi liniemi, které byly
vystaveny pouze jedné davce zafeni, a to 5 Jicm?. Po 24 hodinové inkubaci pfi 37 °C a 5 %
CO; bylo do kazdé jamky pfidano 0,5 ul FURA 2-AM. Nasledné byla desticka 20 minut opét
inkubovana pfi 37 °C a 5 % CO,. Po této inkubaci byla desti¢ka vlozena do Infinite M200
Pro readeru (Obr. 25), kde byla nasledné mérena fluorescence pfi 380 nm. Vysledky byly
poté zpracovany do grafu.

Obr. 25: Infinite M200 Pro reader
(http://www.tecan.com/platform/apps/product/index.asp?MenulD=2252&1D=4015&Menu=1&Item=21.2.10.7)
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5 VYSLEDKY

Postupy zminéné vySe byly aplikovany na nadorové i nenadorové linie, pficemz
od kazdé linie byly pfipraveny desticky se tfemi riznymi davkami zafeni (1 J/cm?, 5 Jicm? a
10 J/cm?). Celkem byla takto provedena tfi na sob& nezavisla méfeni, ze kterych se nakonec
vytvofily primérné hodnoty.

Vyjimkou byla detekce vapniku. Pfi tomto pokusu byly pouZity pouze G361 bunécné
linie a destitka byla ozafena pouze davkou zafeni 5 J/cm?.

Kromé péti koncentraci (50 pM, 10 pM, 5 uyM, 1 uyM a 0,5 pM) je v mikrotitraéni
destiCce pfitomna i kontrola. Tato kontrola obsahuje vesSkeré latky jako ostatni jamky kromé
fotosensitizéru. Charakterizuje tak buriky, u kterych neprobéhla fotodynamicka reakce. Diky

tomu Ize Iépe porovnat ucinky fotodynamické terapie.

5.1 MERENi MEMBRANOVEHO POTENCIALU

Po vloZeni desti¢ky do Synergy HT fluorescenéniho readeru doslo k detekci zelené a
Cervené fluorescence. Jejich vzajemnym pomérem doslo k ziskani hodnot, které vyjadfuji
zménu membranového potencialu. Cim vétsi tato hodnota je, tim vice bunék je
pravdépodobné v rané fazi apoptézy. Pro porovnani probihalo testovani na desti¢kach
s buné&nymi liniemi, které byly inkubovany 24 hodin a 6 hodin po ozafeni. Diky tomu jsme
ziskali pfehled o tom, jaké dé&je probihaji v bufice v zavislosti na €ase. Ziskana data byla

poté pro vétsi pfehlednost zpracovana do grafa.

5.1.1 G361 BUNECNE LINIE (KOZNi MELANOM)

Na zakladé grafu (Graf 1 — 6) Ize konstatovat, Zze ve vétSiné pfipadu je nejvice bunék
vrané fazi apoptoézy pfi koncentraci fotosensitizér 10 uM. Pouze TPPS, a PdTPPS,
v nékterych pfipadech vykazovaly vice bunék v rané fazi apoptdzy pfi koncentraci 1 uM a
5uM. Lze tedy Fici, Ze pravé v téchto koncentracich ma dany fotosensitizér nejvétsi
fotodynamicky efekt a je tedy nejucinnéjsi.

Porovnanim mikrotitracnich destic¢ek s bunéénymi liniemi, které byly inkubovany
6 hodin a 24 hodin po ozafeni zjistime urity rozdil v po¢tu bunék v rané fazi apoptdzy.
Z toho Ize odvodit, Ze u vétSiny nadorovych bunék nastava apoptdéza béhem prvnich Sesti
hodin. Dany rozdil vSak také zaroven naznaluje, Ze k apoptéze muze dochazet v delSim

¢asovém rozmezi.
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Graf 1: Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zareni 1 J/cm? (24 hod.).
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Graf 2: Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zéafeni 5 J/cm? (24 hod.).

2,5
)
S 2
>
o
53
sE L5 —0—TPPS4
€ ¢©
2 g 1 =@—ZnTPPS4
-
s e PATPPS4
@ 05
s == MgTPPS4

0
50 10 5 1 0,5 K
Koncentrace fotosensitizéru [uM]

Graf 3: Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zéafeni 10 J/cm?® (24 hod.).
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Graf 4. Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zareni 1 J/cm? (6 hod.).
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Graf 5: Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zéafeni 5 J/cm? (6 hod.).
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Graf 6: Zavislost zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizért pfi davce
zareni 10 J/cm? (6 hod.).
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5.1.2 NIH3T3 BUNECNE LINIE (MYSi FIBROBLASTY)

Stejné jako v pfipadé G361 bunécnych linii, i u NIH3T3 bunék nastava rana faze
apoptézy bunék nejvice pfi koncentraci fotosensitizérdi 10 uM. Pouze pfi davce 10 J/cm?
(24 hod.) a 1 J/cm® (6 hod.) byla nejuginn&jsi koncentrace odli$na.

PFi porovnani grafu (Graf 7 — 12) buné&nych linii, které byly inkubovany 6 hodin a
24 hodin po ozafeni dojdeme opét ke zjisténi, Ze se hodnoty bunék, u kterych zapocala
apoptoza, pfrili§ nelisi. 1 v tomto pfipadé tedy apoptdéza nastava béhem prvnich Sesti hodin

inkubace.
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Graf 7: Graf zavislosti zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizérd

pfi davce zareni 1 J/cm? (24 hod.).
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Graf 8: Graf zavislosti zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizérd

pFi davce zafeni 5 J/cm? (24 hod.).
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Graf 9: Graf zavislosti zmény membranového potencialu na koncentraci fotosensitizéru

pfi davce zareni 10 J/cm? (24 hod.).
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Graf 10: Graf zavislosti zmé&ny membranového potencialu na koncentraci fotosensitizérd

pfi davce zareni 1 J/cm? (6 hod.).

2,5
o
S 2
>
8 v
53
581 —4—TPPS4
€ ¢©
2 g 1 =@—ZnTPPS4
- O
s e PATPPS4
@ 0,5
s == MgTPPS4

0
50 10 5 1 0,5 K
Koncentrace fotosensitizéru [uM]

Graf 11: Graf zavislosti zmé&ny membranového potencialu na koncentraci fotosensitizérd

pfi davce zareni 5 J/cm? (6 hod.).
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Graf 12: Graf zavislosti zmé&ny membranového potencialu na koncentraci fotosensitizér(

pfi davce zareni 10 J/cm? (6 hod.).

5.2 DETEKCE APOPTOZY, NEKROZY A PREZIVSICH BUNEK

Po vlozeni desti¢ky do fluorescenéniho mikroskopu byla vybrana dvé nahodna mista
v kazdé jamce, kterd pak byla vyfocena v Cerveném, zeleném a viditelném
spektru. Na zakladé téchto fotografii byl spocitan pocCet apoptotickych, nekrotickych a
prezivSich bunék. Vysledky ze dvou mist jedné jamky byly poté zprimeérovany a prevedeny
na procenta (z celkového poc¢tu bunék). Pro porovnani byly testovany desticky s bunéénymi
liniemi, které byly inkubovany 6 hodin a 24 hodin po ozafeni. Pro lepSi orientaci byly

vysledky poté pfevedeny do grafu.

5.2.1 G361 BUNECNE LINIE (KOZNi MELANOM)

Z graft (Graf 13 — 18) jsou patrné urcité tendence. Lze pozorovat, Ze s klesajici
koncentraci fotosensitizéru klesa pocet nekrotickych buné&k a zarovern roste pocet
apoptotickych a prezivSich bunék. Dany trend je patrny i v pfipadé ZnTPPS, a MgTPPS,
po davce zafeni 10 J/cm? a 6 hodinach inkubace (Graf 18), kdy doslo i k ur&itému nar(stu
poctu bunék, u kterych nastala nekroza.

Dale Ize sledovat, ze s rostouci davkou zareni roste i poCet bunék, u kterych nastala
nekroza, a také klesa pocet bunék, které podlehly apoptéze. Porovnanim bunéénych linii,
které byly inkubované 24 hodin s liniemi inkubovanymi 6 hodin, miZzeme pozorovat fakt, Ze
po Sesti hodinach je patrné vétsi mnozstvi Zivych bunék, nez po 24 hodinach inkubace.

Jako nejucinnéjsi fotosensitizér se jevi ZnTPPS,. Pfi jeho pouZiti pfezilo v porovnani

s ostatnimi fotosensitizéry pouze minimum nadorovych bunék.
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Pomér nekrozy, apoptazy a fivjch bunék [3]
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Graf 13: Pomér nekrézy, apoptdzy a prezivSich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zafeni 1 J/em? (24 hod.).
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Graf 14: Pomér nekrézy, apoptdzy a prezivSich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zareni 5 J/cm? (24 hod.).

58



Pomér nekrozy, apoptozy a Zivych bunék [%)
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Graf 15: Pomér nekrézy, apoptdzy a pfezivSich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zafeni 10 J/cm? (24 hod.).
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Graf 16: Pomér nekrézy, apoptdzy a prezivSich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zafeni 1 J/icm? (6 hod.).
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Pomér nekrozy, apoptozy a Zivjch bunék [3)]
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Graf 17: Pomér nekrézy, apoptdzy a piezivsich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zafeni 5 J/cm? (6 hod.).
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Graf 18: Pomér nekrdzy, apoptézy a prezivsich bunék v zavislosti na koncentraci

fotosensitizéru pfi davce zareni 10 J/cm? (6 hod.).

5.2.2 NIH3T3 BUNECNE LINIE (MYéi FIBROBLASTY)

Pfi pohledu na grafy (Graf 19 — 24) Ize pozorovat stejny trend jako v pfipadé G361
bunélnych linii. Pocet apoptotickych a prezivSich bunék roste s klesajici koncentraci
fotosensitizéru.

S rostouci davkou zarfeni je také patrny narast poctu nekrotickych bunék na ukor
apoptotickych. Pfi porovnani grafd bunéénych linii inkubovanych 6 hodin a 24 hodin zjistime,
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ze po 6 hodinach je pfitomno vice bunék usmrcenych nekrézou. S postupem Casu se tedy
vyraznéji méni pocet apoptotickych bunék nez nekrotickych.

NejucinnéjSimi fotosensitizéry byly ZnTPPS, a MgTPPS,. P¥i jejich pouziti pfezilo
nejvice nenadorovych bunék. Srovnanim poctu prezivsich bunék G361 a NIH3T3 bunéénych
linii je patrné, Ze fotodynamicka terapie méla vice niCivy u€inek na nadorové buriky G361

bunécéné linie.
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Graf 19: Graf znazorfiujici pomér nekrézy, apoptoézy a prezivSich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zareni 1 J/icm? (24 hod.).
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Pomér nekrozy, apoptozy a Zivpch bunék [3]
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Graf 20: Graf znazorriujici pomér nekrdzy, apoptézy a prezivsich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zareni 5 J/cm? (24 hod.).
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Pomér nekrazy, apoptozy a Fivych bunék [%)
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Graf 21: Graf znazorfiujici pomér nekrdzy, apoptdzy a prezivSich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zafeni 10 J/icm? (24 hod.).
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Graf 22: Graf znazorfiujici pomér nekrdzy, apoptdzy a prezivsich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zafeni 1 J/cm? (6 hod.).
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Pomér nekrozy, apoptozy a Zivych bunék [34)
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Graf 23: Graf znazorfiujici pomér nekrdzy, apoptdzy a prezivSich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zafeni 5 J/cm? (6 hod.).
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Pomér nekrozy, apoptozy a Zivygch bunék [3)

Graf 24: Graf znazorfiujici pomér nekrézy, apoptoézy a prezivsich bunék v zavislosti

na koncentraci fotosensitizéru pfi davce zareni 10 J/cm? (6 hod.).

5.3 MTT TEST

Po vlozZeni destiCky s buné€nymi liniemi do Synergy HT readeru byly ziskany hodnoty
fluorescence. Z téchto hodnot byly poté pomoci programu Phototox 2.0 ziskany jednotlivé
LC 50 (letalni koncentrace) kazdého fotosensitizéru pfi urcité davce zareni.

Hodnoty LC 50 v tabulce (Tab. 2 a Tab. 3) charakterizuji koncentraci fotosensitizéru,
ktera je potfeba pro zni€eni 50 % vSech bunék. Z vysledkl je patrné, Ze pro zni¢eni 50 %
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vSech nadorovych bunék je potfeba méné koncentrovaného fotosensitizéru nez pro znieni
50 % vSech nenadorovych bunék. Jako nejucinnéjsi se jevi fotosensitizér ZnTPPS,, kterého
je pfi v8ech davkach zafeni potfeba nejmensi koncentrace pro zni€eni 50 % vSech

nadorovych bunék a naopak nejvétsi pro znic¢eni 50 % vSech nenadorovych bunék.

Tab. 2: LC 50 [uM] jednotlivych fotosensitizért pfi davce zareni 1 J/icm?, 5 J/cm? a 10 J/cm?

(G361 bun&éné linie)

1 J/cm? 5 Jicm? 10 J/cm?
TPPS, 4,239 1,209 0,667
ZnTPPS, 2,467 0,617 0,253
PdTPPS, 5,641 1,995 1,196
MgTPPS, 4,122 1,021 0,257

Tab. 3: LC 50 [uM] jednotlivych fotosensitizérd pfi davce zareni 1 J/icm?, 5 Jicm? a 10 J/cm?

(NIH3T3 bunécné linie)

1 J/icm? 5 J/cm? 10 J/cm?
TPPS, 6,194 2,170 0,795
ZnTPPS, 15,737 3,089 2,312
PATPPS, 8,236 2,797 2,047
MgTPPS, 8,03 2,939 2,086

5.4 DETEKCE ROS

Fluorescencni reader podrobi buriky kinetické analyze. Pfi ni dochazi kazdou minutu
k méfeni intenzity fluorescence, a tim tedy i k detekci mnozstvi ROS. Analyza trvala deset
minut. Kinetické méfeni se provadi proto, Ze pfesnéji ukazuje nartist ROS nez méfeni pouze
v jednom Casovém bodé&. Na konci analyzy jsou vysledky zpracovany do tabulek. Pro vétsi

prehlednost byly tyto tabulky zpracovany do graf(.
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5.4.1 G361 BUNECNE LINIE (KOZNi MELANOM)
Hodnota fluorescence vtomto pfipadé odpovida i mnoZstvi pfitomného ROS.
Vysledky (Graf 25) naznacCuiji, Ze s rostouci davkou zafeni roste i mnozstvi ROS. Zaroveri je

také vidét, Ze se mnozstvi ROS zvétSuje s rostouci koncentraci fotosensitizéru.
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Graf 25: Minutovy pfirtstek fluorescence v zavislosti na koncentraci fotosensitizért

pfi jednotlivych davkach zareni.

5.4.1 NIH3T3 BUNECNE LINIE (MYSi FIBROBLASTY)

Stejné jako v pfipadé G361 bunécnych linii, i zde je patrné, Ze s vysSi davkou zareni
roste i mnozstvi ROS (Graf 26). V tomto pfipadé vSak nedochazi k naristu mnozstvi ROS se
zvySujici se mnozstvim fotosensitizéru, ale je spiSe linearni. Dlvodem je, Ze zde nedochazi
k selektivnimu vychytavani fotosensitizéru, jako tomu bylo u G361 bunék. Diky tomu neni

fotodynamicka terapie tak uc¢inna a nedochazi k tolika reakcim, které vedou k tvorbé ROS.

65



TPPS4 InTPPSa

Flaia poe g0 o= [ RFLE|
s uBEEEEBESE
.I j

o [
8
i

e

Koncentrace [ub] Kot rbrace ]
PATPPSs MgTPPS4
=0 i-ﬂ:ﬂ
3 40+ 350 +
B30 - & 0 - .
8 ] B 250 - -] |
BT 00 -
1301 b o el
g B 100 4 1]
R £
& 0+ =1 = I
0 - 3 1 5
Konoesirace [uM) Koncentrace [uM]

Graf 26: Minutovy pfirGstek fluorescence v zavislosti na koncentraci fotosensitizér(

pfi jednotlivych davkach zareni.

5.5 DETEKCE Ca?' IONTU

Po vlozZeni do Infinite M200 Pro readeru byla zméfena hodnota fluorescence, ktera
korespondovala s mnozstvim pfitomnych Ca* iontd. V grafu (Graf 27) Ize pozorovat, Ze se
fluorescence (mnozstvi Ca®* iontd) zvy$uje s rostouci koncentraci fotosensitizéru, a to az
do 10 uM. Z toho Ize usoudit, Ze pravé pfi koncentraci 10 uM byla fotodynamicka terapie

nejucinngjsi.
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Graf 27: Graf zavislosti fluorescence na koncentraci fotosensitizéru.
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6 DISKUZE

Fotodynamicka terapie je neinvazivni léCebna metoda, ktera vyuziva pfi lécbé
fotosensitivni latku a zareni. Ozarfeni fotosensitizéru spusti kaskadu reakci, ktera
prostfednictvim cytotoxickych latek zapfi€ini poSkozeni a destrukci nadorovych bunék.

Podle Allisona a kol. (2006) se fotosensitizér hromadi pfevazné v nadorové tkani.
NaSe studie tento fakt potvrzuje. PFi pohledu na nadorové G361 buné&cné linie (Graf 25) a
nenadorové NI3T3 bunécné line (Graf 26) je vidét, Ze v pfipadé nadorovych bunék doslo
ke vzniku vétSiho mnozstvi ROS. Stejny vysledek je patrny i z hodnot LC 50 (Tab. 2 a
Tab. 3). Pro zni¢eni 50 % vSech nenadorovych bunék NIH3T3 bunécné linie je potfeba vétsi
koncentrace fotosensitizéru, nez pro zni¢eni 50 % v8ech nadorovych bunék G361 bunécéné
linie. Dvodem je pravé vétsi afinita fotosensitizért k nadorovym bunkam. Diky tomu maze
béhem fotodynamické terapie vznikat vice cytotoxickych ROS, které se podili na destrukci
buriky.

Plaetzer a kol. (2003) ve své praci popisuje nekrézu jako velmi rychly proces, ktery je
zapfic¢inény extrémnimi vnéjSimi podminkami, jako je napfiklad teplota ¢i tlak.
Ve fotodynamické terapii tyto extrémni podminky pfedstavuje zareni, které je potfebné
pro aktivaci fotosensitizéru a zejména pak vysoka koncentrace samotného fotosensitizéru.
PFi porovnani G361 bunécnych linii, které byly inkubovany 6 hodin po ozafeni (Graf 16 — 18)
a 24 hodin po ozafeni (Graf 13 — 15), Ize pozorovat, ze pouha delsi doba inkubace
po ozafeni nema vliv na narast poctu nekrotickych bunék, ale pouze apoptotickych bunék.
Z toho vyplyva, Ze buiiky G361 bunécéné linie podlehly nekrdéze v prvnich Sesti hodinach
inkubace (respektive ihned po ozareni), a to v disledku extrémnich vnéjsich vlivl — zafeni a
koncentrace fotosensitizéru. Stejny trend Ize pozorovat i v pfipadé NIH3T3 buné&cnych linii
(Graf 19 — 24).

Cim silngj§i (extrémnéjsi) vné&jsi podminky pusobici na buriky jsou, tim vice bunék
bude nekréze podléhat. Tuto zavislost se podafilo potvrdit i v nasi praci (Graf 13 — 15).
V grafech je patrné, Ze srostouci davkou zafeni a fotosensitizéru roste i mnozstvi
nekrotickych bunék.

Castano a kol. (2005) definuji apoptézu jako velmi slozity proces, ktery zahrnuje
mnoho krok( vedouci k buné€né smrti. Pravé nutnost splnit ur€ité podminky, které spusti
apoptézu, mize zpusobit, Ze k apoptéze dojde az za delSi dobu. Srovname-Ili grafy G361
bunécné line po 6 hodinové inkubaci (Graf 4 — 6) s grafy po 24 hodinové inkubaci (Graf 1 —
3), mlzeme pozorovat, ze doslo k naristu poctu apoptotickych bunék.

Kolafova a kol. (2007) se ve své studii zabyvali porovnavanim fotosensitizéru.
Pro vyzkum pouzivala TPPS,, PdTPPS, a ZnTPPS,. Z jejich vysledkl vyplyva, Ze Zivotnost

bunék kozniho melanomu klesa s rostouci koncentraci fotosensitizérli. NasSe prace tyto
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vysledky potvrdila. Pfi pohledu na grafy G361 bunéc&nych linii (Graf 13 — 15) Ize tento pokles
zZivotnosti s rostouci koncentraci jasné vidét.

Kolafova a kol. (2007) také zkoumali vliv davky zafeni na Zivotnost G361 bunécné
linie. Z pokusu, ktery provadéli pfi davkach zareni 1 J/icm? a 5 Jicm?, je patrné, Ze Zivotnost
bunék klesa s rostouci davkou zareni. Vysledky (Graf 13 — 15) na8i prace, které zahrnovaly i
davku zafeni 10 J/cm?, jejich pokus potvrdily.

Vapenaté ionty jsou druzi poslové, ktefi se podili na spousténi apoptdzy. Ding a kol.
(2004) ve své studii prokazali, ze béhem fotodynamické terapie dochazi k narlstu mnozstvi
Ca’" iontd, které se poté mohou podilet na spusténi apoptézy. V nasi studii se nam podafilo
tyto vysledky potvrdit. PfestoZze jsme nasSi praci z Casovych duvodu a kvuli optimalizaci
podminek nestihli dokondit, je i z CasteCnych vysledkd (Graf 27) patrné rostouci mnozstvi
vapenatych iont se zvySujici se koncentraci fotosensitizéru.

Muizeme tedy konstatovat, ze se vysledky nasi prace shoduji s vysledky jinych
vyzkumnych pracovniku. Urcité odchylky v ziskanych hodnotach Ize pfisoudit specifickym
pracovnim podminkam rdznych laboratofi. DalSim ddvodem muze byt nechténé vystaveni

citliveho fotosensitizéru béznému svétlu, které mohlo celkové vysledky mirné ovlivnit.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo ovéfit, jaky vliv maji fotosensitivni latky (TPPS,, ZnTPPS,,
PdTPPS,; a MgTPPS,;) na G361 bunééné linie (bufky kozniho melanomu) a NIH3T3
bunécéné linie (mysi fibroblasty). Toto ovéfeni bylo provadéno pfi rliznych davkach zareni
(1 d/cm?, 5 Jlem? a 10 J/cm?), a to detekci apoptézy, méfenim reaktivnich forem kysliku,
detekci zmén mitochondrialniho membranoveého potencialu, detekci intracelularniho vapniku
a stanovenim cytotoxicity.

Vysledky méfeni membranového potencialu naznacuji, Ze u bunék nastala rana faze
apoptézy nejvice pfi koncentraci fotosensitizéru 10 uM. Jelikoz je cilem fotodynamické
reakce navodit u bunék programovanou bunéénou smrt (apoptézu), Ize konstatovat, Ze dané
fotosensitizéry byly nejaktivnéjSi a zaroven tedy i nejucinnéjsi pfi koncentraci 10 uM. Pouze
TPPS, a PATPPS, v nékterych pfipadech vykazovaly vétsi ucinnost pfi 1 uM a 5 uM.

Mnohem vice odhalily vysledky, které detekovaly apoptdzu, nekrozu a pfeZivsi buriky.
Z grafu G361 bunécné linie jsou s rostouci davkou zareni patrné dvé véci. V prvnim pfipadé
Ize vidét narlst poctu bunék, které podlehly nekréze. V druhém pfipadé Ize pozorovat pocet
bunék, které prezily. Zvysledkl je patrna tendence, kdy s klesajici koncentraci
fotosensitizérl klesa jak pocet bunék, které podlehly apoptéze, tak i poCet prezivsich bunék.

Pfehled o tom, kjakym zménam dochazi v urCitém Casovém useku, poskytuji
vysledky G361 buné&cnych linii, které byly inkubovany 6 hodin a 24 hodin. Srovnanim grafu
muzeme dojit k zavéru, Ze buriky podléhaji nekréze v prvnich 6 hodinach, respektive ihned
po ozafeni, a s postupem cCasu nedochazi k vyznamnému narustu. Apoptéze bunky
podléhaji pfevazné také v prvnich 6 hodinach, avsak i po 24 hodinach Ize vidét urcity narast
apoptotickych a pokles zivych bunék.

Z prace lze také vyvodit, jaky vliv maji fotosensitizéry na nenadorové buriky (mySi
fibroblasty) v porovnani s nadorovymi burikami (kozni melanom). Fotosensitizér by se mél
prfednostné hromadit v nadorovych burnkach. Z toho vyplyva, Ze podléhat apoptdéze by méli
spiSe nadorové buriky a pfezit nenadorové buriky. Pfi porovnani G361 bunécnych linii a
NIH3T3 bunécénych linii je patrné, ze vétsi poCet bunék, které podlehly apoptdze se nachazi
ve G361 bunécénych liniich. Naopak pocCet bunék, které prezily, byl vétsi v pfipadé NIH3T3
buné&énych liniich.

Hodnoty LC 50 pfedstavuji koncentraci fotosensitizéru, pfi které je zni¢eno 50 %
vSech bunék. Ztabulek je patrné, Zze pro zni€eni 50 % vSech nadorovych bunék G361
bunécné linie je potfeba méné koncentrovany fotosensitizér, nez pro zni¢eni 50 % vSech
nenadorovych bunék NIH3T3 bunécné linie. Tento fakt opét potvrzuje vétsi afinitu

fotosensitizéru k nadorovym burikam.
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Dosazené vysledky pfi detekci vapenatych iontl naznacuji, Ze fotodynamicka terapie
ovliviiuje i mnozstvi Ca** iontd, které se jako druzi poslové podileji na spusténi apoptozy.

Mezi cile prace patfilo porovnani fotosensitizérd na zakladé provedenych metod.
Jako nejucinnéjsi fotosensitizér se oznacuje ten, ktery zni¢i 100 % nadorovych bunék a
podkodi nenadorové buriky pouze minimalné. V porovnani s ostatnimi fotosensitizéry znicil
nejvice nadorovych bunék fotosensitizér ZnTPPS,, a to pfi vSech davkach zareni. Zaroven
vykazoval velkou uéinnost i pfi velmi nizkych koncentracich. Spolu s MgTPPS, mél také
nejmensi vliv na nenadorové burky, proto jich pfi pouZiti téchto dvou fotosensitizérd prezilo
nejvice. Podle vysledku LC 50 to je pravé ZnTPPS,, kterého je potfeba nejméné pro zniceni
50 % vSech nadorovych buné&k a naopak nejvice pro zniCeni 50 % v8ech nenadorovych
bunék. Jako nejuginnéjsi fotosensitizér v porovnani s ostatnimi Ize tedy na zakladé vysledkl
oznadit ZnTPPS,.

Nase studie prokazala ucinnost fotodynamické terapie na nadorové bunky, jeji
zavislost na koncentraci fotosensitizéru a davce zareni, vliv na mnozstvi intracelularniho

vapniku, a také potvrdila vétsi afinitu fotosensitizéru k nadorovym burikam.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Ag-dye laser
ALA
G361

HBr

HDL

HpD

LED

LDL
MgTPPS,
MTT
NIH3T3
nm

PDT
PATPPS,
PS

ROS
TPPS,
ZNnTPPS,

argonovym laserem stimulovany barevny laser
kyselina 5-aminolevulinova

bunééné linie kozniho melanomu

kys bromovodikova

lipoproteiny o nizké hustoté

derivat hematoporfyrinu

svétlo emitujici diody

lipoproteiny o vysoké hustoté
hofeCnaty derivat TPPS,

thiazolyl blue tetrazolium bromid
bunéc&né linie mysich fibroblastl
nanometr

fotodynamicka terapie

paladnaty derivat TPPS,

fotosensitizér

reaktivni formy kysliku
meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin

zine€naty derivat TPPS,
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