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Anotace

Fotodynamické terapie (PDT, Photodynamic therapy) je 1é¢ebny postup vyuzivajici inter-
akce svétla s fotosenzitivni latkou, jejimz vysledkem je produkce reaktivnich kyslikovych
forem (ROS, Reactive Oxygen Species) a naslednd destrukce ozafenych bunék. Jednou z
moznych cest vedoucich k optimalizaci lé¢ebnych vysledku v ramci dozimetrie je zaclenéni
fluorescencni znacky citlivé na pritomnost reaktivnich kyslikovych forem do ozatované ob-
lasti.

Cilem préce je navrzeni tkanového modelu umoznujiciho studium generace reaktivnich
kyslikovych forem s ohledem na osvitové podminky a typ fotosenzitivni latky zaclenéné
do tohoto modelu. V prvni fazi je provedena charakterizacni studie fotochemickych zmén,
k nimz dochdzi v ozafovaném vodném prostiedi obsahujicim protoporfyrin IX (PplIX).
Nasledné jsou vyhodnoceny fluorescenéni vlastnosti a odezva PpIX inkorporovaného do
ozafovaného modelového systému. V obou prostiedich je vyuzito vlastnosti dihydroethi-
dia jako zastupce fluorescenéni sondy citlivé na pritomnost reaktivnich kyslikovych forem.

Vysledky studie provedené na vodnych roztocich a ve fluorescencnim tkanovém modelu
zachycuji rozdilné spektralni charakteristiky pouzitych slozek ve smyslu stability a citli-
vosti pro osvitové a bez osvitové podminky. V obou prostredich byl zaznamenan narust
intenzity fluorescence DHE-fotoproduktu v névaznosti na vzrustajici koncentraci PpIX
a zvysujici se svételnou davku. Linedarni prubéh vzdjemné zavislosti fluorescence PplX a
signalu generovaného fotoproduktu byl potvrzen v agarézovém modelovém prostiedi pro
nizké hodnoty optického vykonu (1 mW).

Klicova slova: Fotodynamicka terapie, reaktivni kyslikové druhy, PDT dozimetrie, flu-
orescencni tkanovy model, Dihydroethidium
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Annotation

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment method exploiting an interaction of light
with photosensitive substance that results in reactive oxygen species (ROS) production
and subsequently in cell destruction. One of the possible ways how to optimize a treat-
ment outcome in a dosimetric manner lies in incorporation of fluorescence probe sensitive
for ROS generation in irradiated area.

The objective of the work is to design a tissue-mimicking model which would enable a
study of the generation of reactive oxygen species with the respect to exposure conditions
and the type of photosensitive substance incorporated in this model. The initial phase
includes performance of the characterization study of photochemical changes occurring
in the irradiated aqueous medium containing protoporphyrin IX ( PpIX ). Subsequently,
the fluorescence response of PpIX incorporated in irradiated model system is evaluated.
In both environments, the properties of dihydroethidium as a representative fluorescent
probe sensitive to the presence of reactive oxygen species were exploited.

The experiments performed in water environment and tissue-simulating phantom show a
different behavior of both substances (PpIX, DHE) specifically in their sensitivity and sta-
bility in response to irradiation and non-irradiation conditions. The presented approach,
i.e. the monitoring of DHE-photoproduct fluorescence intensity in connection with PpIX
photobleaching shows linearity among photobleaching and photoproduct data in case of
low irradiance (1 mW) and agar-basis medium. There was also registered an increase in
fluorescence intensity of photoproduct with increasing PpIX concentration and radiant
exposure for both environmental conditions.

Keywords: Photodynamic therapy, reactive oxygen species, PDT dosimetry, fluorescence
tissue-simulating phantom, Dihydroethidium
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Uvod

Fotodynamické terapie (PDT, Photodynamic therapy) je diky svym pfednostem vyznam-
nym prispévatelem v oblasti 1écby rakovinnych onemocnéni, kde spolu s chirurgickym
pristupem, radioterapii a chemoterapii tvoii dnes jiz pevny zaklad pro lécbu nékterych
patologickych stavu. Dulezitost fotodynamické terapie potvrzuje i jeji uplatnéni v nenado-
rové terapii. Atraktivita PDT spoc¢iva v samotném funkénim principu, kdy je pro destrukei
patogennich oblasti vyuzita interakce svétla, fotosenzitivni latky a kysliku. VSechny tii
slozky jsou z hlediska vyskytu a dostupnosti pfirozenou soucasti organismu a jeho okoli,
tudiz neptredstavuji vyznamnou zatéz v porovnani s ostatnimi lé¢ebnymi ptistupy.

I kdyz bylo v oblasti PDT dozimetrie provedeno velké mmnozstvi studii a vznikla celd
fada dozimetrickych pristupti, umoznujicich kvantitativné hodnotit vysledky lé¢by, stale
chybi standardizovany model, ktery by nasSel uplatnéni v klinické praxi. ZlepSeni do-
zimetrickych metod vedoucich k optimalizaci 1é¢ebnych vysledku, napiiklad z hlediska
urceni minimalni svételné davky postacujici k zniceni patogenni tkané, lze nalézt v alter-
nativni metodé monitorovani produkce reaktivnich kyslikovych forem (ROS). Generaci
ROS, v odezvé na osvit, je mozné zprostredkované meérit pomoci fluorescencni sondy,
jejiz fotofyzikalni vlastnosti jsou v pritomnosti reaktivnich kyslikovych forem ménény.
Celkovou signélni intenzitu vznikajiciho fotoproduktu lze nésledné vyuzit jako métitko
dodané svételné davky s ohledem na koncentraci fotosenzitivni latky a kysliku v misteé
osvitu. Studie vyuzivajici modelového systému s naslednou aplikaci na bunécéné prostiedi
predstavuje dulezity néastroj pro zefektivnéni tcinnosti 1écby. Tkanovy model na rozdil
od zivého prostiedi umoznuje provadét experimentalni méfeni v kontrolovaném a rela-
tivné homogennim prostiedi. Diky vzajemné provazanosti vSech tti Ciniteltu vystupujicich
v procesu PDT (svétlo, fotosenzitivni latka a koncentrace kysliku) lze tyto parametry mo-
difikovat a vysledny efekt pozorovat na dobte popsaném systému. Vyznamnost tkanovych
fantomu spoc¢iva v moznosti propojeni teoretickych modelu s experimentalnimi vysledky.
Dalsi vyhodou je jejich dostupnost, nenarocna laboratorni vyroba a ¢asova stabilita oproti
tkanovym vzorkum. [1, 2]

Cilem prace je navrzeni tkdanového modelu a studium produkce reaktivnich kyslikovych
forem béhem osvitu modelu obsahujictho fotosenzitivni létku protoporphyrin IX (PplIX).
Soucasné je charakterizovana fluorescencni odezva PpIX zaclenéného do vodného prostiedi
v navaznosti na osvitové podminky. V obou systémech byla mérena fluorescence dihyd-
roethidia jako zastupce fluorescencni sondy citlivé na pritomnost reaktivnich kyslikovych
forem. Pro zajisténi hydrogelového prostiedi byl vytvoren fluorescencni tkanovy model
na agar6zové bazi, ktery diky obsahu absorbujici a rozptylové slozky splnoval naroky
na optické vlastnosti tkané. Obé prostfedi umoznila studium vlivu ruznych osvitovych
schémat na generaci reaktivnich kyslikovych forem. Rovnéz bylo mozné hodnotit proces
degradace fotosenzitivni latky (photobleaching) jako pruvodni jev generace ROS pii foto-



dynamické reakci.

Predlozena prace je tematicky rozdélena do péti oddilu. Prvni kapitola zasazuje PDT do
historického kontextu a piiblizuje lécebné principy interakce svétla, fotosenzitivni latky a
kysliku z fyzikalné chemického pohledu. Zavér kapitoly pfinasi ndhled na nové sméry
ve vyvoji fotosenzitivnich latek a zpusobu jejich interakce s excitacnimi zdroji, které
dozimetrickych metod. Nasledujici kapitoly prace se vénuji experimentalni fazi, ktera je
rozdélena do dvou hlavnich ¢asti. Prvni ¢ast se vénuje detekci reaktivnich kyslikovych
forem ve vodném prostiedi, druha pak studuje formaci ROS v agarézovém prostiedi fluo-
rescencniho tkanového modelu. Zavéreénd sekce zahrnuje vyhodnoceni vysledku ziskanych
v prubéhu méfeni a diskuzi novych piistupu rozvijejicich dosavadni poznatky.

Zvoleny postup studia fotochemickych jevu nejprve ve vodném a nasledné v agarézovém
prostiedi, vychazi ze snahy ovérit formaci ROS v nejjednodussim mozném systému. Dalsi
motivaci je nalezeni optimélnich podminek (koncentrace pouzitych sloucenin, osvitové



Kapitola 1

Fotodynamicka terapie

Fotodynamickd terapie (PDT, Photodynamic therapy) je lé¢ebny postup vyuzivajici in-
terakce svétla s fotosenzitivni ldtkou (PS, fotosenzibilizator, fotosenzitivni ldtka), jejimz
vysledkem je destrukce ozarenych bunék. Prvni krok vedouci k bunééné smrti zahrnuje
zvySenou akumulaci PS v patogennich bunkéch, kde po ozéfeni svételnym zdrojem s
vhodnou emisni charakteristikou (vinova délka spadd do absorpéniho spektra pouzité fo-
tosenzitivni latky) dochézi za pritomnosti kysliku ke generaci reaktivnich kyslikovych fo-
rem (ROS, Reactive Oxygen Species). Vzniknuvsi reaktivni kyslikové formy, zejména pak
singletovy kyslik, maji diky své chemické povaze schopnost vyvolat cytotoxicky tucinek.

1.1 PDT v historii

Jiz pred 3500 lety byla v oblastech Indie a Egypta pouzivana rostlina Ammi majus L. k
1é¢bé poruchy kozni pigmentace vitiliga. V pozdéjsich letech byla z této rostliny izolovana
ucinna latka psoralen, ktera v kombinaci s UVA vykazuje terapeuticky efekt, tzv. PUVA
terapie (psoralen + UVA). [3] Vybrané historické milniky ve vyzkumu lécebnych ucinku
svétla v kombinaci se slouceninami citlivymi na svétlo jsou uvedeny na obrazku 1.1.
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1.2 Mechanismus fotodynamického pusobeni

Vysledny fotodynamicky efekt na bunééné a tkanové urovni je ovlivnén mnoha vzajemné
se ovliviujicimi faktory. Mezi rozhodujici ¢initele patii typ fotosenzitivni latky, jeji extra
a intracelularni lokalizace a vysledna koncentrace v patogenni tkani zavisejici na podané
ddvce a akumulaci v ¢ase od podani (DLI, Drug-Light Interval). Dalsi dulezitou roli hraje
celkové svételnd davka (J/m?), zaiivd energie zdroje (W) a koncentrace kysliku v misteé
osvitu. [4]

Mechanismus fotodynamického pusobeni na trovni tkani a vysledné cytotoxicita je popi-
sovan pomoci tii reakénich typu. V prvnim pripadé jde o ptimé pusobeni PS prostiednic-
tvim generace reaktivnich kyslikovych forem na butiku, které zpusobi jeji poskozeni ve-
douci k nekroze, apoptéze nebo autofagii. Druha moznost zahrnuje poskozeni cév zasobu-
jicich patogenni tkéan, coz vede k nedostatecnému tkanovému okysliceni. Cévni poskozeni
je vyznamné ovlivnéno ¢asem mezi aplikaci fotosenzitivni latky a svételnou expozici,
kdy dlouhé casové prodlevy umoznuji PS difundovat do nadorové tkané, a snizuji tak
vaskularni poskozeni. Tretim mechanismem je aktivace imunitni odezvy vuci patogenni
tkani v dusledku zanétlivych zmén vyvolanych aplikaci PDT. Oba naposled zminéné
zpusoby jsou fazeny do kategorie nepiimého pusobeni vedouciho k bunétné smrti. [4]

Hlavnim cytotoxickym efektorem ve fotodynamickém procesu je molekula singletového
kysliku, ktera svymi oxidativnimi vlastnostmi poskozuje zejména aminokyselinové zbytky
v proteinech a DNA. Misto akumulace fotosenzitivni latky na subcelularni drovni je
ovlivnéno jednak jeji chemickou charakteristikou (nédboj, hydrofobicita), tak bunéénou
linii. [5] Zaporny naboj dvojsroubovice DNA upfednostiiuje interakce zejména s fotosen-
zitizatory majicimi kladné nabité postranni fetézce, jako je tomu napiiklad u molekuly
TMPyP. [6, 7]

V girsim pohledu existuje vice mechanismu vedoucich k bunééné smrti, protoze akumu-
lace PS uvnitt bunky zahrnuje vice celularnich podjednotek, jejichz poskozeni v dusledku
tvorby ROS vyvolava odlisné zmény. Na bunécéné trovni rozliSujeme poskozeni organel
indukovana ROS, ktera mohou vést k nekréze, apoptoze, nebo k autofagii.

Apoptické zmény jsou nejcastéji vyvolany mitochondridlnim poskozenim, které vede k
uvolnéni cytochromu ¢ (Cyt ¢) a nésledné aktivaci kaspazové kaskady, stépici bunécné
struktury - proteiny bunécného skeletu nebo proteiny vyztuzujici jadernou membranu.
K apoptdéze muze dojit i na zakladé aktivace receptoru bunééné smrti. Apoptické zmeény lze
z morfologického hlediska pozorovat jako fragmentaci DNA, kondenzaci chromatinu a cel-
kové bunécné smrsténi. Vlastnosti zménéného bunééného povrchu zapticini bezprostiedni
fagocytézu buiiky, aniz by doslo k vyliti bunééného obsahu do okoli. [8] Apoptické zmény
podporuji zejména fotoaktivni slou¢eniny akumulované v mitochondriich (5-ALA-PpIX)
nebo v endoplazmatickém retikulu. [9] Nekroza je nepfedvidand, nahld bunécnd smrt
zpusobena akutnim poranénim fyzikalniho nebo chemického puvodu. Z morfologického
pohledu se bunécnd nekréza projevuje zvétsenim bunééného objemu, porusenim plazma-
tické membrany a vylitim bunééného obsahu, coz zpusobuje zdnétlivou reakci v misté
vyskytu. K bunécéné nekroze prispivaji fotosenzitivni latky lokalizované v lysozomech a
plazmatické membréné (PpIX). [9, 10, 7] Autofagie je katabolicky proces zahrnujici de-
gradaci poskozenych bunécnych organel a proteinu v lysozomech. K procesu dochézi bez



ohledu na lokalizaci PS.

To zda dojde k bunécné nekréze nebo apoptdze zavisi na koncentraci fotosenzitivni latky a
na svételné davce. Mensi svételné davky vedou k apoptickym zméndm, zatimco u vyssich
koncentraci PS nebo vyssich optickych ddvek prevazuji nekrotické zmény. [8] Pii zachovén{
celkové svételné davky, kdy jsou bunky vystaveny svételnym zdrojum o ruznych vykonech,
je mozné pozorovat prevahu apoptickych zmén v pripadé nizsiho vykonu, oproti nekro-
tickym procesum vyvolanym zdrojem o vyssim vykonu. [11]

1.3 Nové smeéry ve vyvoji PDT

Lécebny rozsah PDT pokryvd nadorova i nenddorovd onemocnéni (aktinicka keratéza,
vékem podminénd makuldrni degenerace, arterosklerdza, dentalni infekce), pricemz limi-
tujicim faktorem byla az doposud nepovrchova lokalizace patogenni tkané, znemoznujici
prunik viditelného svétla do hlubsich vrstev téla (absorpce vétsiny PS je v oblasti < 700 nm).
Vyuzitim endoskopu v kombinaci s optickymi vldkny je tento problém z ¢ésti prekonan a
rozsituje lé¢bu i na télni dutiny (mocovy méchyt, plice, jicen).

Dalsim perspektivnim pristupem k prekonani optické tkanové bariéry pro viditelnou ob-
last spektra je zapojeni zarivého prenosu energie z excitované nanocéastice na molekulu
PS (Nanoparticles — PDT). Excitace nanoc¢éstice je docilena vysokoenergetickym typem
zéareni napt.: RTG. Nanoé¢éstice s vhodnou emisni charakteristikou (prekryv emisniho
spektra nanocastice s absorpénim spektrem PS, viz piiklad PpIX jako fotosenzitivni latka
a LuAG:Pr jako zdstupce luminiscencni nanocéstice na obrazku 1.2), pak funguje jako
excitacni zdroj pro PS.[12]
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Obrazek 1.2: Normalizované emisni spektrum LuAG:Pr (A, = 2.88 nm) a absorpéni
spektrum Protoporphyrinu IX (PpIX). Méfeni fluorescence LuAG:Pr bylo provedeno na
aparatufe blize popsané v [13], absorpéni spektrum roztoku PpIX v ethanolu (10 pM)
bylo méfeno na spektrofotometru UV-3600 (Shimadzu, Japonsko).



Kvantové tecky oproti fluorescenénim nanocésticim umoznuji primou i neptimou generaci
singletového kysliku pomoci nezérivého energetického prenosu (FRET, Forster resonance
energy transfer). Kvantové tecky v excitovaném elektronovém stavu mohou skrz ener-
geticky prenos excitovat molekulu PS, kterd je na kvantovou tecku navazéna (nepiima
generace 'Oy) nebo pifmo interagovat s molekulou kysliku. [14, 15]

Vyuziti vlastnosti up-konvertujicich nanocéstic (UCN, Upconversion nanoparticles), kdy
po excitaci dochazi ke generaci svétla o kratsi vinové délce nez je excita¢ni, umoznuje gene-
rovat 1O, v hlubsich tkédnovych oblastech. UCN, obvykle lanthanoidy dopované nanocdstice
(Y203:Er,Yb) s navazanou fotosenzitivni latkou, lze excitovat napiiklad laserem v blizké
infrac¢ervené oblasti (absorpéni koeficient hlavnich tkanovych chromoforu je pro oblast
NIR nizsi — oblast tkanového optického okna 700 — 1000 nm), kdy ndslednou emisi v
oblasti VIS je excitovéna fotosenzitivn{ latka a generovan 'O,. [16, 17]

Vyse zminéné piistupy umoznuji rozsiteni PDT na hluboko lokalizovana loziska patogenni
tkané, kam viditelna spektralni oblast nepronikne. Navic lze nékteré postupy uplatnit
v kombinaci s konvenc¢ni radioterapii, kdy je mozné snizit radiacni ddvku v dusledku
podpurného pusobeni PDT v misté nddoru. [18] Schematické znazornéni generace single-
tového kysliku s vyuzitim kvantovych tecek, luminiscenénich nanocastic a up-konvertuji-
cich nanocastic pro metodu PDT je zachyceno na obrazku 1.3.

V oblasti vyvoje fotosenzitivnich latek je snahou posouvat jejich absorpéni vlastnosti
do blizké infracervené spektralni oblasti (> 700 nm) v dusledku vyssi pronikavosti do
tkani. Pro fotosenzitivni latky s absorpci v kratsich vlnovych délkach je mozné vyuzit
dvou-fotonové excitace v infracervené oblasti, kterd vsak klade naroky na fotosenzitivni
latku z hlediska uc¢innosti dvou-fotonové absorpce. Kromé moznosti hloubkové aktivovat
PS, prinasi koncept dvou-fotonové excitace vyhodu v presné lokalizovaném excitacnim
objemu, kdy k aktivaci dochéazi ve fokalnim objemu excitacniho paprsku. Dosazenou pro-
storovou presnosti je mozné snizit naroky na akumulacni selektivitu fotosenzitivni latky.
Nové vyvinuté fotosenzitivni latky s vysokou ucinnosti dvou-fotonové absorpce, jakymi
jsou naptiklad konjugované porfyrinové dimery, byly zkoumany v in vivo podminkéch na
mysim modelu v postupu vedoucimu k selektivnimu uzavéru cévniho iseku. [19]
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Obrazek 1.3: Schematické zndzornéni vyuziti kvantovych tecek (QD) — I, luminiscenénich
nanocastic (NP) — II a up-konvertujicich nanocastic (UCN) — III, ke generaci singletového
kysliku (1O,). PS, fotosenzitivni 1dtka (zakladni stav); *, excitovany stav; RET, rezonanéni
prenos energie (Resonance Energy Transfer); ET, prenos energie (Energy Transfer); ISC,
mezisystémovy prechod (InterSystem Crossing). Upraveno z [20].

1.3.1 Dopravnikové systémy fotosenzitivnich latek

Cela rada fotosenzitivnich latek vykazuje ve vodném prostiedi hydrofobni vlastnosti, které
se projevuji tvorbou agregati. Samozhaseni excitovanych agregatu snizuje kvantovy vy-
tézek delta kysliku a odezva nddorové tkané na ozareni je tak nizsi. Z duvodu prekonani
téchto obtizi je vyvoj systému pro zlepSeni doruceni fotosenzitivnich latek do cilové oblasti
zésadni. Mezi dopravnikové systémy (PS — vektor), které funguji jako nosice fotosenzi-
tivnich latek a jsou za timto icelem zkoumany, patii liposomy (vesikly tvotrené fosfolipi-
dovou dvojvrstvou), polymerni nanocastice a polymerni micely. [21, 22]

Dalsi motivaci ve vyvoji systému PS — vektor je zvySeni akumulacni specificity v oblasti
nadoru (Tumor site-specific PDT), kterd snizuje ohrozeni zdravych bunék na minimum.
Vyznamnym pifnosem na tomto poli jsou aktivovatelné fotosenzitivni latky (Activatable
Photosensitisers), které vyuzivaji chemického spojeni PS a regula¢ni molekuly (reguldtor).
V obéhovém systému se navazand molekula fotosenzitivni latky vyskytuje v latentni (ne-
aktivni) formé. Fotodynamicky neaktivni stav prechézi v aktivni az v nddorové tkéni,
poté co je rozstépena vazba PS — regulator, a to pomoci endogennich stimulu charak-
teristickych pro naddor — nizké pH, enzymaticka aktivace. Jako priklad lze uvést vazbu
hydrofobni fotosenzitivni latky (PpIX) s hydrofilni polymerni molekulou (pfirodni po-
lysacharidy) viz obrazek 1.4, kdy se ve vodném prostiedi vytvoii struktura zpusobujici
shlukovani molekul PS vedouci k samozhaseni excitovanych stavi. Znovuobnoveni foto-
aktivity nastava az v nadoru, kde dojde k rozruseni polymerni vazby a nasledné separaci



jednotlivych molekul fotosenzitivni latky, ¢imz je obnovena schopnost tvorby delta kysliku
po excitaci PS. [23, 24]

CHDCHCHON CHOCH CHOM  CHpOCH CHOH  CHO0H,CH, OH

A a o o
{»@w% on ]L «— HydrofiniCG

|
Ol

L

<« Hydrofébni PpIX

.B Hydrofilni
GC wrstva

Hydrofabni
PRI

=
........

Fotozktivni stav

Mezktivni stav

Obrazek 1.4: Vazba protoporfyrinu IX s molekulou glykol chitosanu (PpIX-GC) — A,
vedouci k tvorbé samozhdseciho komplexu (neaktivni stav) s nemoznosti fotosenzitizované
reakce po dobu trvani vazby — B. Pfevzato a upraveno z [23, 22].



Kapitola 2

Reaktivni kyslikové formy

Reaktivni kyslikové formy (ROS, Reactive Oxygen Species) jsou chemicky pozménéné
molekuly, které mohou vznikat napiiklad fotosenzitizovanou reakci prvniho nebo druhého
typu. [25] Mechanismus jednotlivych reakei je blize popsan v nésledujici kapitole.

2.1 Tvorba reaktivnich kyslikovych forem

Deaktivaéni proces (zhdseni) tripletniho stavu molekuly senzitizdtoru, vedouci ke vzniku
reaktivnich kyslikovych forem, lze rozdélit do dvou skupin. Prvni reakéni typ (Typ I)
spoc¢iva v prenosu elektronu nebo vodikového atomu mezi excitovanou molekulou fotosen-
zitivni latky v tripletnim stavu a substratem (napi.: bunécéné organely, jiné molekuly),
coz vede k tvorbé volnych aniontovych nebo kationtovych radikéali, napiiklad super-
oxidu (O; ). Vytvotrené radikdlové molekuly mohou ndasledné interagovat s molekulou
kysliku a produkovat dalsi reaktivni kyslikové formy. Druhy typ reakce (Typ II) zahrnuje
energeticky prenos mezi excitovanou molekulou fotosenzitivni latky v tripletnim stavu a
molekulou kysliku viz kapitola 2.2, ktery vede k tvorbé singletového kysliku. Zjednodusené
schéma reakénich mechanismu vedoucich k tvorbé ROS je znazornéno na obrazku 2.1. [5]

Sekundarni (fotochemické) reakce

(Primarni) Fotochemické reakce
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Obréazek 2.1: Grafické znazornéni fotofyzikalnich a fotochemickych zmén ucastnicich se
fotodynamického procesu a nasledujicich chemickych reakci. HyOs, peroxid vodiku; O,
(*A,), singletovy kyslik (excitovany stav); O, (°%;), tripletni kyslik (zédkladni stav);
O, , superoxidovy anion; OH", hydroxilovy radikél; SOD, superoxid dismutdza; X —/*
anion/kation molekula; X, radikdlova molekula. Pfevzato a upraveno z [26]

Typ a vytéznost fotodynamicky generovanych kyslikovych forem je zna¢éné ovlivnéna
bezprostiednim okoli senzibilizatoru, jak bylo prokazéno ve studii [27]. Prevladajicim
reakénim typem tripletniho stavu fotosenzitivni latky s okolim je energeticky ptrenos, ve-
douci ke vzniku singletového kysliku, ktery vsak muze byt v pripadé nizké koncentrace



kysliku nahrazen prvnim reakénim typem. [28] Generace singletového kysliku prostiednic-
tvim energetického prenosu je uskutecnitelnd pouze u typu fotosenzitivnich latek, jejichz
energeticky rozdil mezi zakladnim a excitovanym tripletnim stavem je vyssi, nez je energie
potfebna k excitaci kysliku (94 kJ/mol).

2.2 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik (1Os) respektive jeho stabilngjsi forma (*A,, delta kyslik) je excitovanou
molekulou zakladniho tripletového stavu molekularniho kysliku, ktera je hlavnim cytoto-
xickym c¢initelem vystupujicim v procesu PDT. V zakladnim stavu (32;) méa molekula
kysliku v nejvyssim antivazebném orbitalu dva nepérové elektrony s paralelnimi spiny,
tzn. spinova multiplicita je 3 (triplet) a jeji reaktivita s vétsinou okolnich létek, prevézné
v singletovych stavech, je omezena (spinovy zikaz). Reaktivita excitované kyslikové formy
(*A,) se odviji od elektronového obsazeni orbitalu. Singletové forma kysliku obchdzi Hun-
dovo pravidlo o obsazovani degenerovanych orbitalu a ve svém excitovaném stavu ma
vSechny elektrony sparovény, tzn. spinova multiplicita je 1 (singlet) a reakce s okolnimi
latkami je spinové dovolena. [6] Schéma molekuldrnich orbitalu jednotlivych kyslikovych
forem je na obrazku 2.2.

I+
Obrazek 2.2: Schéma molekularnich orbitalu tripletniho kysliku — kyslik v zakladnim stavu
(vlevo), singletového kysliku s nizsi (uprostied) a vyssi energii (vpravo). Upraveno z [29)].

Tvorba singletového kysliku spojena s fotosenzitizovanou reakci probiha nepfimo pro-
stfednictvim molekuly senzitizatoru, zjednodusené schéma této reakce je na obrazku 2.3.
Poté, co senzibilni latka v zakladni stavu Sy (napt. PpIX) absorbuje svételné kvantum, a
odkud muze procesy vnitini konverze (VK) nebo fluorescenénim prechodem skoncit opét
v zékladnim stavu Sy. K deaktivaci z S muze dochazet i tzv. mezisystémovym prechodem
(MP), kdy se po zméné spinu elektronu dostane fotosenzitivni latka do tripletniho stavu.
Zde molekula setrva z duvodu spinového zakazu a muze reagovat se svym okolim naptiklad
s kyslikem v zdkladnim (tripletnim) stavu. Deaktivaci (zhdsenim v podobé energetického
ptrenosu) tripletniho stavu PS dojde k vybuzeni tripletni molekuly kysliku do jednoho ze
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dvou singletovych stavii s odlisnou energif (*A, a '¥7). Stabilnéjsi singletovy kyslik 'A je
energeticky nizsi formou (94.1 k.J-mol™") oproti ' X} (156.9 k.J-mol~"). Jelikoz je prechod
mezi 12; a 'A, spinové dovoleny, nastdva s vysokou pravdépodobnosti, a nepifmo tak
piispivé k tvorbé 'A,. [6] U vétsiny fotosenzitivnich ldtek, jakymi jsou napiiklad porfyriny
a jejich derivaty, je charakteristicka vysoka vytéznost tripletniho stavu a tudiz i vytéznost
singletového kysliku (0.3 — 0.8).
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Sp = zékladni stav ND = nezéfiva deaktivace (1)1925nm
S1=prvni excitovany stav MP = mezisystémovy pfechod (2)1270 nm
Sz = druhy excitovany stav VK = vnitini konverze (3)762 nm
Ty = tripletni stav EP = energeticky pfenos

Obrazek 2.3: Jablonskeho diagram znazornujici energetické prechody, tvorbu singletového
kysliku energetickym pienosem a zétrivé prechody (1) - (3) vyuzivané k piimé detekci
singletového kysliku.

Mimo fotosenzitizovanou reakci je mozné singletovy kyslik generovat i fyzikalnim mecha-
nismem aplikace mikrovinného vyboje v kyslikové atmosféie, chemickou cestou pii re-
akci chlornanu s peroxidem vodiku (chemiluminiscenéni reakce s emisi na 634 nm), nebo
piimou excitaci molekuldrniho kysliku na vlnové délce 1270 nm. [30] Doba zivota této
vysoce reaktivni molekuly je ovlivnéna okolnim prostfedim a pohybuje se mezi 4 us ve
vodé az 72 min v plynech. [31] V biologickych systémech je doba zivota < 0.04 us, z ¢ehoz
vyplyva i kratky dosah pusobnosti (< 0.02 pm) tudiz jsou skody jim zpusobené ome-
zeny na misto akumulované fotosenzitivni latky. [32, 33| Jedna se zejména o plazmatické
membrény a bunééné organely, viz struény popis bunééného pusobeni v kapitole 1.2. [§]
Ptesnd bunécna lokalizace se odviji od charakteristiky fotosenzitivni latky, kdy v pripadé
hydrofobni molekuly PpIX byl zaznamenan vyskyt v blizkosti plazmatickych membréan.
[21, 7] Hydrofilni molekuly naproti tomu obtizné difunduji skrz plazmatickou membrénu,
do bunky se tak mohou dostavat endocytozou a jejich zvysena akumulace je v cytoplazmé
bunky. [5] Aniontové substituéni skupiny na porfyrinovych makrocyklech nékterych fo-
tosenzitivnich latek, jsou zodpovédné za zvySenou akumulacéni schopnost v nadoru v
dusledku nizkého pH prostiedi. [10]
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Uéinnost PDT se odviji od efektivity tvorby 'O,. Tvorba delta kysliku je ovlivnéna ty-
pem fotosenzitivni latky a jejimi fotofyzikdlnimi charakteristikami (vytéznost tripletnich
staviu podminujici tvorbu singletového kysliku), rozpoustédlem (pH, hydrofobicita). [24]
Vytéznost singletového kysliku je v polarnich rozpoustédlech, jakym je napiiklad voda, o
zhruba polovinu nizsi, nez je tomu v ptipadé nepolarnich rozpoustédel, jakym je toluen.
Ptenos naboje excitované molekuly, vyrazny v polarnich rozpoustédlech, predstavuje ne-
gativni deexcitacni cestu z tripletniho stavu z hlediska tvorby singletového kysliku, ktera
je timto zpusobem snizena. V organickych rozpoustédlech pti pokojové teploté je kyslik
diky difiznim procestim zastoupen v koncentraci 1-3 x 1072 M. Koncentrace kysliku v
polarnich rozpoustédlech je o fad nizsi, nez je tomu v nékterych béznych organickych roz-
poustédlech. [34] Koncentrace kysliku v zékladnim stavu je v dusledku fotodynamické akce
snizovana. Negativnim projevem tohoto jevu muze byt snizena odezva nddorové tkané na
1é¢bu. Mozna teSeni spocivaji ve snizeni optického vykonu nebo zapojeni frakcionovaného
rezimu osvitu, kdy je zajisténa reoxygenace ozafované oblasti.
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Kapitola 3

Dozimetrické metody

Existuje vice obtizné méritelnych parametru, které je potieba znat pro stanoveni uc¢inné
svetelné davky v PDT, tzn. pro vyvolani cytotoxického efektu. Obecné se jedna o kom-
todynamickém procesu vyznamné ovliviuje vysledny terapeuticky efekt: kyslik, fotosen-
zitivni 1atka a svételny zdroj. [33] Dozimetrické metody v PDT lze délit na piimé, ex-
plicitni a implicitni. Explicitni pfistup zahrnuje soucinnost vSech t¥i vzajemné propo-
jenych proménnych — svétlo, koncentrace PS a stupen okysliceni. Komplikovanost to-
hoto pristupu vychézi ze vzajemné provazanosti vSech tii slozek, jak je ilustrovdno na
schématu 3.1. Z ndkresu vyplyvaji nasledujici skutecnosti. Pii terapeutickém ozafeni
dochézi v dusledku fotodynamickych zmén k degradaci fotosenzitivni latky (bleaching PS)
za soucasné spotieby kysliku (30,). Spotieba kysliku vede k tkdnové deoxygenaci, v jejimz
dusledku se snizuje hloubka pruniku svétla (nartst tkanové absorpce). [35]

Spotieba

Spotteba

Schéma 3.1. Piiklad vzdjemné provazanosti ti1 hlavnich proménnych (svétlo, fotosenzitivni
ldtka — PS, kyslik — 20,) vystupujicich ve fotodynamickém procesu. Pievzato a upraveno
z [36].

Implicitni ptistup se zamétruje na jeden parametr, kdy je do vztahu dan napiiklad proces
photobleachingu a koncentrace kysliku, nebo vykon svételného zdroje ve vztahu k tvorbe
delta kysliku. Diky znalosti vzajemné provazanosti vSech tii slozek, je mozné studovat
jejich ruzné pomérové kombinace, s cilem zlepsit vysledny terapeuticky efekt s co nejvyssi
mirou ochrany zdravé tkéné.[37]
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3.1 Prima detekce

Jednou z primych fyzikalnich metod méfeni obou energetickych stavu singletového kysliku
je detekce jejich radia¢nich pfechodu, zejména fosforescence 'A, pii 1270 nm (SOLD,
Singlet-oxygen luminescence dosimetry). Diky nizkému kvantovému vytézku fosforescence
a kratké dobé zivota delta kysliku, klade detekce signdlu velké naroky na pristrojové
vybaveni a jeji provedeni na tkanové drovni je obtizné. Pokroky v detekénich systémech
(fotondsobice citlivé v NIR) vedly k moznosti provadét studie vlivu kumulativni davky
'A, na bunééné a tkériové trovni v in vitro i in vivo podminkéch. [38, 39] V in vitro
podminkéach se lze dale zamérit na fluorescenéni signél prechodu 12; — 1A, pri 1925 nm,
nebo fosforescencni odezvu piechodu 'S} — *X pii 764 nm. [40] Vybrané fluorescenéni
prechody vyuzivané k detekci jsou znazornény na obrazku 2.3. Detekce delta kysliku pfti
1270 nm umoznuje studium jeho tvorby na bunééné trovni. [31]

3.2 Photobleaching fotosenzitivni latky

Velka skupina fosenzitivnich latek vyuzivanych ve fotodynamické terapii je na bazi por-
fyrint (terapyrrolové makrocykly viz obrézek 3.1), latek vykazujicich zvysenou citlivost
k fotochemickému odbourdavani (photobleaching). Na zakladé predpokladu, Ze je tento
jev zpusoben oxida¢nimi schopnostmi generovanych reaktivnich kyslikovych forem, je
mozné photobleaching vyuZit pro stanoveni vytézku 'O,. V kombinaci s bunéénou ode-
zvou na tvorbu delta kysliku je tento dozimetricky piistup uc¢innou kvantitativni metodou
(napfiklad pro urceni prahové davky delta kysliku). [6]

HG

Obrézek 3.1: Molekula Protoporfyrinu (PpIX).

Meéfteni poklesu intenzity fluorescence béhem osvitu patogenni tkané, které je vyuzivano
v dozimetrii, vychézi z funkéniho principu samotného procesu. Vychozim predpokladem
je skutecnost, ze reakce vedouci k bunécné smrti béhem PDT, tedy generace ROS, je
pricinou fotochemické destrukce senzitivni latky. Na zakladé této ivahy byla provedena
celd Tada studii zabyvajicich se jevem photobleachingu ve vztahu k PDT. V dusledku
ozéareni roztoku obsahujiciho fluorofor (napiiklad latky na bézi porfyrinti) muze dochazet
k procesum (v zavislosti na intenzité svételného zdroje, délce osvitu, pH roztoku, koncen-
traci kysliku v roztoku) fotodegradace (photobleaching) a chemické modifikace (tvorba
fotoproduktu naptiklad photoprotoporfyrin v roztoku PpIX). V prvnim piipadé dochdzi
k destrukci porfyrinového makrocyklu, jejimz spektralnim projevem je narust absorpce
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ve viditelné a UV oblasti spolu s poklesem intenzity fluorescence. Formace fotoproduktu
(porfyrinové agregaty) v druhém piipadé vede ke spektréalnimu posunu a k moznému
vzniku novych fluorescen¢nich pésu téchto produktu v emisnim spektru. [41] Samotné
fotoprodukty mohou fungovat jako fotosenzitivni latky, a prispivat tak k produkci single-
tového kysliku, ¢imz nepiimo podporuji proces photobleachingu mateiské fotosenzitivni
molekuly. Samy vsak vykazuji relativni rezistivitu vaci procesu fotodegradace. [42] Sche-
matické znazornéni procesu fotodegradace a tvorby agregovanych forem vlivem pusobeni
delta kysliku je na obrazku 3.2.
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Obrazek 3.2: Proces photobleachingu vlivem pusobeni singletového kysliku na monomerni
a agregovanou porphyrinovou strukturu. [41]

Analyzou spektralnich zmén (pokles intenzity fluorescence; posun nebo narust v jiné ob-
lasti absorpéniho spektra — viz narust absorpce na 670 nm v piipadé PpIX), vyvolanych
ruznou intenzitou osvitu, lze hodnotit fotostabilitu fluoroforu. Se snizujici se koncent-
raci fotosenzitivni latky v roztoku (v dusledku fotodestrukce) klesd i mnozstvi produ-
kovaného singletniho kysliku. Jestlize je mnozstvi kysliku v zakladnim stavu vlivem fo-
todynamickych zmén snizovano a neni zajiSténa zpétnd reoxygenace roztoku, je proces
fotodegradace omezen. Naopak, dochazi-li k zpétné difuzi kysliku do roztoku, je foto-
degradace posilena. Oba fenomény lze porovnavat pii kontinudlnim a frakcionovaném
osvitu, kdy rozdéleni svételné davky na tseky umoznuje G¢innéjsi reoxygenaci mista, a
zity svételnych zdroju vedou k nizsi spotiebé kysliku, ¢imz je posilen cytotoxicky efekt
zejména u nadoru, jejichz cévni zasobeni je oproti zdravé tkdni omezeno a dostupnost
kysliku je tudiz snizena. [46]

Pti métreni photobleachingu fotosenzitivnich latek je tfeba zvazit, zda je tento proces na

kysliku zavisly (foto-oxidativni) nebo nezavisly, kdy k poklesu dochézi i pfi absenci kysliku
v dusledku nevratnych reakei excitovanych stavu fotosenzitivnich ldtek s okolim. [47, 48]

15



Oveérit tento jev lze pfidanim specifického zhasece singletového kysliku jakym je NaNj
(azid sodny) do roztoku, kdy je pozorovéna snizend produkce fotoproduktu (tzn. nizsi
fotodegradace). Dalsi metodou je probublani roztoku inertnim plynem (Na, Ar), kterd
vede k vytésnéni kysliku. [43] Déle lze vyuzit jako rozpoustédla na misto vody (H20)
tézkou vodu (D20), v které je prodlouzend doba zZivota delta kysliku a tudiz podpotena
fotodegradace. Roztok je mozné probublanim kyslikem prosytit, ptipadné podle potieby
zvolit takové rozpoustédlo, v kterém je rozpustnost kysliku vyssi nebo nizsi. [49]

Koncentrace fotosenzitivni latky v misté osvitu ovliviiuje stupen fotodegradace a soucasné
i zpusob, jakym k nému dochazi. Pti vyssich koncentracich PS se uplatiuje fotochemicka
degradace vyvolana pusobenim delta kysliku, naopak nizsi koncentrace fotosenzitivni latky
vedou k bleachingu prostrednictvim interakce tripletniho stavu s okolim molekuly. [50]
Photobleaching 1ze v klinické praxi povazovat za negativni jev, ktery vede k poklesu
koncentrace fotosenzitivni latky, ¢imz je redukovana tvorba singletového kysliku a tudiz
dochézi ke snizeni acinnosti PDT. V jiném pohledu je mozné vyuzit tohoto jevu k dozi-
metrickym tcelum a sledovat intenzitu fluorescence fotosenzitivni latky v redlném case.
V in vivo podminkéach je proces photobleachingu komplexnim déjem, ktery je ovliviovan
mnoha faktory, a to jak v bezprostiednim okoli PS, tak i samotnym charakterem PS.

3.3 Alternativni dozimetrické pristupy

Fluorescen¢ni odezva bunéénych chromofortu na prubéh PDT, jako ukazatel zivotaschop-
nosti bunky, se jevi jako vhodny nastroj k urc¢eni potiebné expozicni davky pro vyvolani
cytotoxicity. Konkrétnim ptikladem bunécného fluoroforu je nikotinamid adenin dinuk-
leotid (NADH), koenzym ucastnici se bunééného dychani v mitochondriich, jehoz fluo-
rescencni signal je v dusledku mitochondridlniho poskozeni redukovan. Méteni expozi¢ni
dévky je tudiz omezeno na signilni odezvu NADH. [51] Vaskularni zmény vyvolané v
dusledku fotodynamického ptusobeni mohou slouzit jako dalsi ptimy ukazatel odezvy na
16¢bu, zejména v piipadé fotosenzitivnich latek cilicich na mikrovaskuldrni nddorovou sit.
Vyhodnoceni poklesu krevniho prutoku v cévach v oblasti postizené tkané pri aplikaci
PDT lze provést pomoci difizni korelacni spektroskopie v blizké infracervené oblasti. [52]

3.4 Detekce vyuzivajici fluorescencnich znacek

Pro tcely detekce reaktivnich kyslikovych forem (ROS) v médiich je vyuzivano vlastnosti
fluorescenénich sond (znacek), které v pritomnosti reaktivnich kyslikovych forem mén{
své fotofyzikalni vliastnosti. V soucasnosti existuje velka skala komercéné dostupnych fluo-
rescencnich sond, které mohou diky své specificité prokazat pritomnost konkrétniho typu
ROS. Produkce kyslikovych forem muze byt kvantifikovana monitorovanim zmén ve flu-
orescencnim spektru dané chemické znacky jako narust signdlni odezvy jejiho reakéniho
produktu. Soucasné lze tuto odezvu korelovat s ibytkem intenzity fotosenzitivni latky, k
némuz dochézi v dusledku tvorby reaktivnich forem kysliku (proces photobleachingu). [37]

Piitomnost reaktivnich kyslikovych forem v roztocich PpIX a ve fluorescenénim tkanovém
modelu byla v experimentélni ¢dsti prace studovana pomoci dihydroethidia (DHE, Hyd-
roethidiun - HE), jehoz blizsi popis je obsahem kapitoly 4.1.2. Vyhodou spektralniho
méfeni odezvy ozafovaného systému PpIX 4+ DHE je minimalni prekryv absorpéniho pasu
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PpIX s emisnim pasem generovaného fotoproduktu, diky ¢emuz neni signal reakéniho pro-
duktu potlacen. Na obrazku 3.3, kde jsou zobrazeny spektrélni charakteristiky pouzitych

sloucenin je tato vlastnost dobie viditelna.
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Obrazek 3.3: Normalizovana excitacni (Aep(pprx) = 630 nm, (Aeppre)y = 400 nm) a
emisni spektra (Aep(pprxy = 405 nm, Aey(prp) = 350 nm,Aep(pom) = 480 nm) PpIX, DHE
a EOH ve vodnych roztocich (demineralizovana voda + < 1 % DMSO). Cervena znacka
odpovidd emisni vinové délce (580 nm) pouzivané k detekci vznikajictho fotoproduktu

(EOH).
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Kapitola 4

Detekce ROS ve vodném prostredi

Studium generace reaktivnich kyslikovych forem ve vodném prostiedi a nasledné v aga-
rozovém tkanovém modelu, kdy oba systémy obsahuji porfyrinovou fotosenzitivni latku
(PpIX) je mozné provést pomoci fluorescenéni sondy (DHE), jejiz fotofyzikéalni vlastnosti
jsou v pritomnosti kyslikovych forem meénény. V experimentalnim piistupu je vyuzito
konverze molekuly dihydroethidia (DHE, Hydroethidium - HE) na molekulu 2 — hyd-
roxyethidia (EOH), viz obrazek 4.7, vlivem pusobeni molekuly superoxidu, ktera je ge-
nerovana jako vedlejsi produkt redukce singletového kysliku. Oxidace dihydroethidia na
2 — hydroxyethidiovy kationt je ireverzibilnim procesem. [30, 53] Vyrazny podil mole-
kuly superoxidu na bunééné smrti byl prokézan ve studii [54], vyuzivajici ve fotodyna-
mickém procesu PplX, jehoz tvorba byla podporena podanim 5-ALA. Znalost emisnich
vlastnosti oxidované formy dihydroethidia (DHE-fotoprodukt) umoziuje provedeni ¢asoveé
rozlisené studie vyvoje fluorescenéniho signalu fotoproduktu v odezvé na fotodynamickou
reakci v ozafovaném prostiedi. Ubytek fotosenzitivni latky (PpIX) v roztoku lze pro-
pojit s narustem fluorescencniho signalu EOH, ktery je imérny koncentraci superoxidu
v prosttedi. Diky vlastni fluorescencni charakteristice neoxidované formy dihydroethidia
(Aez = 350 nm, A, = 400 nm) je mozné detekovat i ibytek DHE v prubéhu fotodyna-
mického pusobeni na systém DHE + PpIX.

Tato kapitola je vénovana studiu fluorescenéni odezvy dihydroethidia v nédvaznosti na
osvit roztoku obsahujicich fotosenzitivni latku (PpIX). V tvodni ¢dsti jsou predstaveny
chemické slouceniny pouzité v experimentech, se zaméfenim na jejich chemicko-fyzikalni
vlastnosti. Je uveden popis spektrofluorimetru FluoMax-4 (Horiba, Japonsko) vyuzivaného
k charakterizaci souc¢asti vodnych roztoku, tkanovych modeli a k méfeni spektralni odezvy
téchto systému na osvit. Déle je uveden postup ptipravy vodnych roztoku s proménnou
koncentraci obou slozek (PpIX, DHE). Druhé polovina kapitoly obsahuje vysledky kont-
rolniho méteni provedeného na roztocich obsahujicich pouze DHE. Tento oddil uzaviraji
casti studie sledujici vliv koncentrace PpIX na vyvoj signalu fotoproduktu v ozarovanych
roztocich s konstantni koncentraci DHE.

4.1 Vlastnosti pouzitych sloucenin

4.1.1 Protoporfyrin IX (PpIX)

Protoporfyrin IX (PpIX) je nejbéznéji v piirodé se vyskytujici porfyrinova struktura
sestavajici z hydrofobni ¢ésti, kterou tvoti centralni tetrapyrrolovy tetézec a hydrofilniho
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propionového tseku, struktura molekuly PpIX je na obrazku 3.1. Jedna se o lipofilni mole-
kulu, ktera je metabolickym prekurzorem chlorofylt a cytochromi, typu hemoglobin. Bi-
valentni povaha predurcuje molekulu PpIX umisténou do vodného prostredi k tvorbé mi-
celarnich struktur, pripadné vyssich agregovanych polymernich forem. Typické absorpéni
spektrum PplX sestava z vyrazného absorpéniho maxima okolo 400 nm, tzv. Soretova
pasu, mensi absorpéni kapacita spada do oblasti tzv. Q-pasu, kde jsou pozorovatelné ¢tyti
peaky v rozmezi 500 az 650 nm, jak je patrné z obrazku 4.1. Emise PpIX vyuzivand pfti
fluorescencné navadéné resekci nadorovych lozisek lezi v oblasti 630 a 700 nm. V klinické
praxi se produkce PpIX v patogenni tkani podporuje vnéjsim podanim 5-aminolevulinové
kyseliny (ALA) vystupujici jako prekurzor PpIX.

Normalizovana intenzita (a.u.)

—— PpIX-demi

----- PplX-agar

--------- PplX-ethanol
PplX-agar+intralip+ink

500 ' 600
VInova délka (nm)

Obrazek 4.1: Celkové srovnani normalizovanych excitacnich spekter (A., = 620 nm)
PpIX-demineralizovana voda, PplX-agaroza, PplX-ethanol a PplIX-tkanovy model
(agardza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Obrézek 4.2: Celkové srovnani normalizovanych emisnich spekter (Ao, = 405 nm) PplIX-
demineralizovand voda, PplX-agaréza, PplX-ethanol, PpIX-demineralizovand voda -+
Tween (0.1%) a PpIX-tkdnovy model (agardza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Molekula PpIX se v roztoku chovéa jako amfoterni elektrolyt, to znamend, ze muze vystu-
povat jako donor i akceptor protonu. Zasadité vlastnosti propujcuje molekule piitomnost
dvou atomu dusiku v pyrrolovych cyklech, které mohou akceptovat protony. Vlastnosti
kyseliny jsou zajistény dvéma propionovymi rezidui, ktera naopak funguji jako protonové
donory. [55] Diky amfifilnimu charakteru je molekula schopna vytvaret mnohocetna se-
skupeni. Tvorba agregati ve vodnych roztocich PpIX je silné zavisla na pH prostiedi.
Ptrevaha monomernich forem byla prokazana v roztocich, jejichz pH se nachazi v rozsahu
0 — 3 (nékteré zdroje uvadi monomerni formu PpIX ve vodném roztoku pro pH pod 1
[56]), dimery se vyskytuji pii pH > 8 a pti pH v rozsahu 3 — 7 dochézi k tvorbé vyssich
agregatu typu porfyrinovych dvojvrstev, viz obrazek 4.3. Supramolekularni struktury se
mohou formovat diky tvorbé vodikovych vazeb mezi ¢astecné neutralizovanymi karbo-
xylovymi postrannimi fetézci molekuly PpIX ve stfednich hodnotach pH roztoku. [57]
Schopnost samozhaseni vytvorenych agregatu vede ke snizeni kvantového vytézku delta
kysliku, ke zvyseni fotostability fotosenzitivniho komplexu a k snizeni schopnosti detekce
fluorescencniho signalu PpIX v roztoku. [5§]

Obrazek 4.3: Pocitacové modely struktur agregujicich molekul Protoporfyrinu IX v
zévislosti na pH vodného roztoku. a), b) — dimer molekuly PpIX, ¢) — dsek protopor-
fyrinové dvojvrstvy tvorici 24-merni strukturu. [57]

Diky disociacni schopnosti PpIX v kyselém a zasaditém vodném prostiedi je mozné v ab-
sorpénich spektrech pozorovat narust intenzity v oblasti Soretova pasu v poradi od pH 3
az 8, pH 12 a pH 1. Tento jev podporuje predpoklad existence monomerni formy PpIX v
kyselém roztoku, agregované formy v neutralnim vodném prostiedi a dimerni struktury
v zasaditych roztocich. Ackoli ma molekula schopnost disociovat jak v zasaditém, tak v
kyselém prostiedi, je vyskyt monomerni formy potvrzen v kyselych roztocich. [56] Proto-
nizace dvou dusiku v pyrrolovych cyklech, které jsou soucédsti porfyrinového makrocyklu,
ucinnéji inhibuje vznik dimerni formy v kyselém prosttedi, nez protonizace dvou propio-
novych fetézcu v zasaditém prostiedi. Zména monomerni formy na dimerni strukturu je
spektralné charakterizovana jako modry posun Soretova pasu, viz obrazek 4.4. [55, 59|
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Obrazek 4.4: Normalizovand excitaéni spektra 5 uM roztoku PpIX (DMSO < 0.5 %,
destilovana voda) A, = 630 nm. Hodnoty emisnich maxim jsou 399 nm pro pH = 11.3 a
403 nm pro pH = 2.4.

V experimentech zaclenujicich PpIX do vodnych roztoku, jsou pro zamezeni agregace
pouzivany surfaktanty typu polyethylene glycol sorbitan esters (Tween). Minimalni sig-
nalni odezva PpIX v roztoku bez ptidavku protiagregacéni slozky je demostrovana na
spektrech obrazku 4.5, kde pti 1 uM koncentraci PpIX je emisni spektrum témér nede-
tekovatelné. Protiagregacni schopnost vykazuji i fosfolipidy vajecného zloutku, které jsou
soucasti Intralipidu, vyuzivaného jako rozptylova slozka tkanovych modelu obsahujicich
fotosenzitivni latku. [60, 58] Na zdkladé solvofobni teorie, v ndvaznosti na asocia¢ni schop-
nost PpIX ve vodeé, 1ze vysvétlit pozici emisnitho maxima na 634 nm v roztocich obsa-
hujicich burniky nebo Intralipid. [61] V roztoku s obsahem protiagregacni slozky (surfak-
tant), kde je vyssi zastoupeni monomernich forem PpIX, lze pozorovat ¢erveny spektralni
posun (634 nm) oproti prostiedi s vyssim podilem agregovanych forem (620 nm). Agre-
gované formy PpIX jsou vzdy zastoupeny v roztocich, pficemz mira a typ agregace (mo-
nomer/dimer /vyssi polymerni struktura), se odviji od pH a koncentrace PpIX, piipadné
dalsich makromolekul. [58] Jelikoz jsou biologické systémy prevazné na bazi vodného
prostiedi, jsou vlastnosti protoporfyrinu ve vodé dulezitou charakteristikou.
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Obrazek 4.5: Fluorescenéni spektra 1 uM roztoku protoporphyrinu IX (PpIX) s pridavkem
Tween (0.1%) a bez pridaného Tween (0%), Ao, = 405 nm.

4.1.2 Dihydroethidium (DHE, Hydroethidium, HE)

Dihydroethidium (DHE), jinak oznacované jako hydroethidium (HE), je fluorescenéni
znacka vyuzivana k detekci reaktivnich kyslikovych forem, se zaméfenim na molekulu
superoxidu (tripletni molekula kysliku s neparovym elektronem, O; ), ackoliv nékteré
studie hovoii o DHE jako o nespecifické znacce. [62] V bunécnych systémech (bunécny
cytosol) je DHE charakterizovano modrou fluorescenci kdy poté, co je oxidovano, nava-
zuje se na DNA a propujcuje bunéénému jadru ¢ervené emisni vlastnosti. V kontaktu s
molekulou superoxidu je DHE oxidovdno na 2- hydroxyethidium (2 — OH — E*, EOH,
¢ervend spektralni oblast), ¢ehoz je vyuzivano k detekei mitochondridlnich superoxidu. [63]
Emise v cervené spektrdlni oblasti je vlastni obéma produktum oxidace hydroethidia, £+
a2— OH — E* (ethidium a 2 — hydroxyethidium), diky ¢emuz dochézi k vzajemnému
spektralnimu prekryvu. Specificka fluorescenéni detekee je diky tomuto fenoménu obtizné
proveditelna, jak je blize rozvedeno v kapitole 4.1.3. DHE je mozné pro svou vysokou
fotocitlivost oxidovat fotolyticky pii ozdfeni UV svétlem za vzniku 2 — OH — E* a pii
osvitu ve VIS za vzniku E*. Obé reakce jsou podminény pritomnosti kysliku a posledné
zminovand, dale piitomnosti 2 — OH — E*, viz reakén{ schéma 4.1. [64]

hv
DHE —|— 2—OH—E+ m—) DHE + (2—OH—E+)* g_z E+ + 2-OH-E+
> nm

Schéma 4.1. Mechanismus fotochemické oxidace dihydroethidia (DHE) na ethidiovy kati-
ont (E7T) za prispéni 2-hydroxyethidia (2-OH-E™). [64]
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Je-li tedy vyuzito DHE, jako ukazatele generace ROS, v ozafovaném systému (svételny
zdroj 405 nm) obsahujicim fotosenzitivni latku (PpIX), a v némz dochazi k tvorbé super-
oxidu, reagujicitho s DHE za vzniku 2 — OH — E™, je soucasné produkovdno i ethidium.
Fluorescenc¢ni vlastnosti samotného neoxidovaného dihydroethidia, excitacni vinova délka
350 nm a emisni vlnova délka 400 nm, jsou vyuzivany pfi studiu intracelularniho pro-
storu. Absorpéni pas DHE (pH neutralni vodni roztok) lezi v oblasti 200 — 400 nm s
maximy pii 224, 265 a 345 nm. [62] Ackoliv jsou nékteré experimenty provadény v rezimu
spojujicim kontinudlni osvit vzorku se spektralni akvizici hodnot odpovidajicich molekule
fotoproduktu (A, = 480 nm, \.,, = 580 nm — hodnoty vlnovych délek pouzivané pro
analyzu EOH [53, 65]), je mozné provést detekci fotoproduktu i po ukonceni osvitové
procedury. [66]
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----- DHE-agar ex
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Obrazek 4.6: Srovnani normalizovanych excitacnich — ex (A, = 400 nm) a emisnich —

em spekter (A, = 350 nm) DHE-demineralizovana voda, DHE-agar6za a DHE-tkanovy
model (agardza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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4.1.3 Ethidium vs. hydroxyethidium

Jak bylo zminéno vyse, oxidativni proces molekuly dihydroethidia vede ke vzniku dvou
produktu (E a EOH — ethidium a 2 — hydroxyethidium), viz obrazek 4.7, pficemz obé
molekuly vykazuji fluorescenéni vlastnosti (emisni maxima EOH = 567 nm a E = 610 nm).

Dihydroethidium

Ethydium 2-OH-Ethidium

Obrazek 4.7: Reakce molekuly dihydroethidia (DHE) s molekulou superoxidu (O ) za
vzniku fluorescencniho produktu 2 — hydroxyethidia (2-OH-Ethidium) a dvou elektronova
oxidace DHE za vzniku ethidia (Ethidium). [67]

Vznik molekuly ethidia v navaznosti na oxidaci dihydroethidia byl zpochybnén ve studii
[68], kde hlavnim vychozim produktem reakce DHE se superoxidy byla molekula 2 — hyd-
roxyethidia, jejiz spektralni vlastnosti jsou Acp(maez) = 480 nm a Aepy(maz) = 567 nm. [65]
Neni-li vliv prekryvu fluorescencnich spekter EOH a E redukovén, neni vyuziti fluo-
rescence v cervené spektralni oblasti zreagované formy DHE pro kvantitativni urceni for-
mace molekuly superoxidu nejvhodnéjsim ptistupem. [67] Problém spektrélniho prekryvu
obou oxidacnich produktu lze ¢astecné eliminovat zapojenim selektivniho emisniho fil-
tru nebo pouzitim excita¢ni vlnové délky charakteristické pro dany reakéni produkt.
Druhy pristup detekce je demonstrovan na obrazku 4.9. Fluorescen¢ni vlastnosti ethi-
dia (E) vyuzivané k jeho detekci lezi v rozsahu excitacnich vlnovych délek 500 — 530 nm
a s emisnim rozsahem v 600 — 620 nm. [69] Z tohoto duvodu je napfiklad emisni spek-
trum snimané pro molekulu EOH pfi excitaci 510 nm zna¢né ovlivnéno piispévkem mo-
lekuly ethidia, ktera vznika jako produkt dvou elektronové oxidace DHE. Optimalni ex-
citaéni vlnova délka zvolena pro detekci samotného EOH je 480 nm, pficemz emise je
sniména na vlnové délce okolo 580 nm (nékteré zdroje uvadi 567 nm [65, 69]). Tyto
hodnoty vlnovych délek byly pouzity i pro studium generace ROS v systémech PpIX-
DHE-demineralizovand voda a PpIX-DHE-agaréza. Snaha spektralné rozlisit podil EOH
na celkovém fluorescen¢nim signalu je dulezita zejména proto, ze jde o specificky produkt
reakce DHE s molekulou superoxidu, jakozto zastupcem reaktivni kyslikové molekuly.
Molekula 2 — hydroxyethidia vznikajici interakei s molekulou superoxidu v ozafovaném
prostiedi obsahujicim PpIX, vystupuje jako katalyzator fotochemické konverze DHE na
ethidium, jak je uvedeno na reakénim schématu 4.1. Tudiz potieba odlisit spektralni
piispévky obou molekul neni v této studii klicova, nebot mnoZstvi generovaného ethidia
se odviji od koncentrac¢niho zastoupeni 2 — OH — E*. Naopak zvySeni degradace DHE v
ozafovaném roztoku obsahujicim PpIX je vyrazné podporeno jak tvorbou 2 — OH — Et,
tak jeji ndslednou katalytickou funkef pii fotochemické konverzi DHE na Et. Ve srovnédn{
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casovych vyvoju fluorescence ozarovanych a neozafovanych systému, obsahujicich samo-
statné DHE a DHE s PplIX, je tento efekt dobte patrny, jak je dolozeno v sekci 4.5.1.
Z téchto duvodu je také mozné pozorovat rychly dekompoziéni proces DHE, ktery je
vyznamny pro nizké koncentrace DHE a vysoké optické vykony, jak se ukazalo v prove-
denych experimentech. Fotolyza DHE a narust koncentrace ethidia v ozarovanych vzorcich
(22 mW /em?, bilé svétlo A > 400 nm) byla v pritomnosti 2 — OH — E* rychlejsi, nez v
systému s absenci 2 — hydroxyethidia, jak doklddaji experimenty provedené v [64]. Z vyse
uvedeného plyne, ze ackoliv je detekce fotoproduktu molekuly DHE moznéd i v ozafovanych
roztocich neobsahujicich fotosenzitivni latku (PpIX), je fotodynamicky piispévek PpIX na
tvorbu fotoproduktu 2 - hydroxiethidia/ethidia vyrazné vyssi.
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Obrazek 4.8: Srovnani normalizovanych emisnich spekter EOH-agaréza, EOH-

demineralizovand voda a EOH-tkénovy model (agardza, intralipid 1%, inkoust 0.2%) pti
excitaci 480 nm po odectu spektra samotné agarézy a demineralizované vody.
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Obrazek 4.9: Fluorescenéni spektra 10 uM ethidia (Eth) a 10 ¢M 2-hydroxiethidia (20H-
E) v 100 ul PBS pH 7.4 méfend pii excitaci 405 nm a 480 nm. Pievzato z [67].
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4.2 Pristrojové vybaveni

Meérteni spektralnich charakteristik vsech vzorku a nésledna studie generace reaktivnich
kyslikovych forem v ozafovanych systémech byla provedena na fluorescenénim spektro-
metru FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko). Excitaénim zdrojem spektrometru je xenonova
vybojka (150 W). Pfistroj je vybaven dvéma detektory, referenéni detektor, kterym je
ktemikova fotodioda, monitoruje signal z xenonové vybojky. Signalnim detektorem sni-
majicim signdl ze vzorku je fotondasobi¢ (R928P), zjednodusené schéma fluorescenéniho
spektrometru je na obrdazku 5.1. Korekce méteného signalu ze vzorku (S1) se provadi
z duvodu omezeni vlivu casové nestability excita¢niho zdroje, kdy referenéni detektor
snim4 signdl ze zdroje (R1) a pred akvizici je zaddna matematickd operace pro korekei —
S1/R1 (tzv. korekce prvniho fadu). Dalsi moznosti je vyuziti korekénich souboru, kterymi
je nasoben snimany signdl ze vzorku (Slc), kdy pii podilu Slc/R1 je provedena korekce
tzv. druhého fadu — “celkova” korekce. Tato korekce zajistuje kompenzaci snimaného
signalu vuéi souc¢astem detekéniho systému (excitaéni zdroj, miizky v monochroméatorech,
detektory signélu), které mohou ovliviovat spektralni méfeni. Celkové spektralni korekce
dat, snimanych systémem FluoroMax a dale pak MicroMax, byla pouzita u vSech prove-
denych méfeni.

Absorpéni spektra roztoku byla méfena pomoci laboratorniho spektrofotometru UV-3600
(Shimadzu, Japonsko).

Roztoky v kyveté byly nejprve ozarovany pomoci laserové diody (100 mW, 405 nm, Blue
Violet Purple Laser Diode Module 12VDC TTL Stage Lighting), kterd byla uchycena
soucastkami od firmy Thorlabs nad stojanem pro kyvetu uvnitt spektrometru, viz fo-
tografie sestavy na obrazku 4.10. Opticky vykon svételnych zdroju pouzitych pro osvit
vodnych a agarézovych vzorku byl méren pomoci wattmetru (PM100D, ThorLabs, Velka
Briténie).

Obrazek 4.10: Fotografie sestavy pouzivané pro osvit vodnych vzorku v kfemenné kyveté.
1 — laserova dioda, 2 — stojan pro kyvetu, 3 — vymeénitelny néstavec ze spektrometru
FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko).
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4.3 Pouzité roztoky

Pro piipravu zasobnich roztoku dihydroethidia (DHE, Sigma-Aldrich, USA) a protoporfy-
rinu IX (PpIX, Sigma-Aldrich, USA) o pfibliznych koncentracich 1 mM, byl pouzit dime-
thyl sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, USA). Naslednym fedénim zasobnich roztoka demi-
neralizovanou vodou a fosfatovym pufrem obsahujici chlorid hofecnaty a chlorid vapenaty
(PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich, USA) byly zhotoveny pra-
covni roztoky s proménnou koncentraci PpIX a DHE. Pro odecet pozadi v absorpénich
a fluorescencnich spektrech byl ptipraven roztok demineralizované vody a dimethylsulfo-
xidu, kde obsah DMSO v slepém vzorku byl 1 % vysledného objemu. Piiprava vzorku a
nasledna experimentalni métreni byla provadéna pri omezenych svételnych podminkach.
Jako protiagregacni slozka byl do vodnych roztoku piidan 0.1 % Tween® 20 (Sigma-
Aldrich, USA).

4.4 Prubéh experimentu

V experimentalni fazi byla provedena série méfeni na vodnych roztocich obsahujicich fo-
tosenzitivni latku PpIX a fluorescencni znacku DHE. Prvni méfeni bylo provedeno na
roztocich obsahujicich pouze dihydroethidium (bez pfitomnosti PpIX), kdy byla méfena
emisn{ spektra DHE (A, = 350 nm) a EOH (\.; = 480 nm) pfed a v prubéhu osvitu
roztoku v kyveté. Pro posouzeni chovani obou slozek roztoku byl pred zahajenim osvitu
pracovni roztok rozdélen do dvou kifemennych kyvet, kdy prvni slouzila jako referenéni
(neozarovany roztok) a druhd byla vystavena osvitu (ozafovany roztok). Svételny zdroj
(laserové dioda) pouzity pro osvit byl umistén nad kyvetu do prostoru fluorescenéniho
spektrometru. Opticky vykon naméreny na vstupu do prostoru kyvety byl 12 mW.

V druhé fazi bylo provedeno méteni na roztocich obsahujicich obé slozky (PpIX, DHE),
pricemz koncentrace PpIX v pracovnich roztocich byla konstantni (5 uM) a koncent-
race DHE byla v rozsahu 10 — 30 uM. Stejné jako v piipadé roztoku obsahujictho pouze
DHE (bez PpIX), bylo provedeno méreni emisnich spekter pro jednotlivé soucasti roz-
toku — DHE (A, = 350 nm), EOH (A, = 480 nm) a PpIX (A, = 405 nm) — pfed a v
prubéhu osvitu. Pro osvit byla vyuzita laserovda dioda umisténd nad kyvetu do prostoru
fluorescencniho spektrometru. Opticky vykon naméreny na vstupu do prostoru kyvety byl
12 mW.

Ve tfetim kroku byla métena spektralni odezva jednotlivych soucasti roztoku (PpIX, DHE,
EOH) na osvitové podminky, kdy kazdy roztok obsahoval konstantni podil DHE (20 uM)
a PpIX v koncentra¢nim rozsahu 1 — 10 pM. Excitacni vinové délky pro métfeni emisnich
spekter sledovanych soucasti roztoku a osvitové podminky byly totozné s predchozim
krokem. Emisni spektra byla méfena v minutovych intervalech pii celkové dobé osvitu
6 minut. Vybér doby osvitu byl ovlivnén vyvojem signalu PpIX, ktery po 6 minutovém
osvitu klesl na minimalni hodnotu v piipadé 1 uM roztoku. Pro ovéfeni vyvoje signdlu
jednotlivych slozek roztoku byla emisni spektra zméfena i v ¢asovém odstupu od ukonc¢eni
osvitu.
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4.5 Vysledky méreni

Fluorescenc¢ni spektra PpIX zobrazena na obrazku 4.2 vykazuji ocekdvané chovani z hle-
diska pozice emisnich maxim v zdvislosti na typu prostiedi. [56] Zaclenéni PpIX do
vodného a agardzového prostiedi, v nichz dochazi k tvorbé agregovanych forem vedlo
k posunu emisntho maxima na 622 nm oproti emisnim maximuam na 632 nm (PpIX v
ethanolu), 633 nm (PpIX v demineralizované vodé s piimeési 0.1 % Tween) a 635 nm
(PpIX v tkanovém modelu). Jak bylo zminéno v kapitole 4.1.1, je jednim z parametru
ovliviujicim fyzikochemikalni stav PpIX v daném systému pH prostiedi. Pro rozmezi pH
hodnot 3 az 11.5 byly zaznamendany dva stavy, jejichz emisni maxima odpovidala 620 nm
pro zésadité prostiedi a 634 nm pro kyselé prostiedi. [56] Stejné tak byla preferenéné
detekovana pritomnost PpIX s maximalni emisni vlnovou délkou na 634 nm v roztocich
obsahujicich makromolekuly (albuminy a lipidy). [70] Fluorescenéni spektra dihydroethi-
dia a jeho fotoproduktu, ktera jsou zobrazena na obrazcich 4.6 a 4.8 vykazuji taktéz mirny
posun. Emisni maximum pro prostifedi DHE-demineralizovana voda a DHE-agardza lezi
na 415 nm a v piipadé DHE-tkdnovy model (agardza, intralipid 1%, inkoust 0.2%) se
nachéazi na 410 nm.
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4.5.1 Fluorescenc¢ni odezva roztoku DHE

Meéfteni bylo provedeno na dvou roztocich obsahujicich DHE o koncentraci 20 pM, kdy
byla snimana fluorescenéni spektra DHE (Ao, = 350 nm) a jeho reakéniho fotopro-
duktu EOH (A.; = 480 nm) v minutovych a nésledné péti minutovych intervalech pfi
celkové dobé osvitu 60 minut. Paralelné byla méfena spektra pro neozafovany (refe-
rencni) roztok. Ucelem méfent bylo vylou¢it mozné ptisobeni jinych vlivi, nez produkci
ROS v navaznosti na osvitové a bez osvitové podminky systému DHE-PpIX a nésledné
DHE-PpIX-tkanovy model, které by mohly prispivat k néarustu signdlni odezvy DHE-
fotoproduktu v ozafovanych vzorcich. Souc¢asné bylo nutné porovnat signalni odezvu ge-
nerovaného fotoproduktu v systémech DHE-PpIX-demineralizovand voda a DHE-demi-
neralizovana voda.
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Obrazek 4.11: Emisni spektra neozarovaného (a) a ozarovaného (b) roztoku dihydroethidia
(DHE, A\ = 350 nm).
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Obrazek 4.12: Emisni spektra 2 — hydroxyethidia (EOH, \., = 480 nm) v neozafovaném
(a) a ozatovaném (b) roztoku dihydroethidia.
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Vysledky ukazuji, ze pfi kontinualnim osvitu roztoku obsahujicich pouze dihydroethi-
dium svétlem o vlnové délce 405 nm dochazi k foto-oxidaci DHE za vzniku fotoproduktu.
Mira rustu signalni odezvy generovanych fotoproduktu je vsak v tomto piipadé (roztoky
DHE bez PpIX) nékolikandsobné nizsi, nez odezva v ozafovanych roztocich DHE s ob-
sahem PpIX. Z celkového srovnani casového vyvoje intenzit 2 — hydroxyethidia (EOH)
v grafu (a) obrazku 4.13 je patrny az pétindsobné vyssi narust v intenzité vznikajicich
reakénich produktu v ozafovanych roztocich s obsahem PplIX, oproti referenénim (ne-
ozafovanym) roztokum a roztokum bez obsahu PpIX. Jak bylo dolozeno v [64] je me-
chanismus foto-oxidace DHE pii osvitu ve viditelné oblasti spektra vyrazné podpoten
pritomnosti EOH, které plni katalytickou funkei pfi dekompozici DHE, viz kapitola 4.1.3.
Piitomnost EOH jakozto reakéniho produktu DHE s molekulou superoxidu, ktera vznika
redukei singletového kysliku, podminuje vznik ethidiového kationtu a prispiva k degra-
daci DHE. V systémech, kde nedochézi k zvysené produkci reaktivnich kyslikovych forem
(zde roztoky bez fotosenzitivni latky) je tudiz pokles intenzity DHE nizsi, jak je vidét v
grafu (b) obrazku 4.13. Vyssi citlivost dihydroethidia ve spojitosti s fotolytickou oxidact
v UV oblasti (excita¢ni vinové délka 350 nm) podporuje trend poklesu signdlu DHE v
neozarovaném, referenénim vzorku, ktery je dobfe pozorovatelny v grafu (a) obrazku 4.11.
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Obrazek 4.13: Celkové srovnani ¢asového prubéhu signélu fluorescence (a) EOH pro vino-
vou délku 590 nm v neozafovaném a ozafovaném roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PplIX), spolu s vyvoji intenzit fluorescence (b) DHE pro vlno-
vou délku 415 nm v neozafovaném a ozarovaném roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PpIX). Normalizovdno na maximum emise ozafovaného roztoku.
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4.5.2 VlIiv koncentrace DHE na vyvoj signalu fotoproduktu
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Obrézek 4.14: Emisni spektra jednotlivych soucasti neozarovaného (a, c, e) a ozarovaného
(b, d, ) roztoku (10 pM DHE + 5 uM PpIX) — protoporfyrin IX (PpIX, A., = 405 nm),
dihydroethidium (DHE, A., = 350 nm) a 2 — hydroxyethidium (EOH, A, = 480 nm).
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Cilem meéfeni bylo zjistit, zda ruzné koncentrace dihydroethidia (DHE) v roztocich s
konstantnim podilem fotosenzitivni latky (PpIX) ovliviiuji vyvoj fluorescenéniho signélu
PpIX a DHE-fotoproduktu. Pro nazornost je uvedeno pouze méfeni provedené na roztoku
10 uM DHE + 5 uM PplX, ¢asové vyvoje intenzit fluorescence pro vsechny tii roztoky
jsou vyneseny v grafech obrazku 4.15.

Mirny nérust intenzity emise 2 — hydroxyethidia (EOH) byl pozorovan i v neozatovanych
roztocich, viz obrazek 4.14 (e), kdy v porovnéni s ozatfovanymi roztoky byl tento nérust
minimalni, jak je vidét na celkovém srovnéani vSech tii roztoku v grafech c, f, i obrazku
4.15. Tento narust je v souladu s mérenim provedenym v oddilu 4.5.1. Pti¢ina spocivajici v
mirném poklesu intenzity fluorescence PpIX v neozarovaném roztoku, viz obrazek 4.14 (a),
tkvi pravdépodobné ve fotolytickém prispévku zvolené excitacni vinové délky 405 nm. V
celkovém srovnani vSech tii roztoku byl prumeérny pokles signalu PpIX v ozafovaném
roztoku dvojnasobné vyssi nez v referenénim, neozarovaném roztoku. Prumérna hodnota
narustu intenzity signalu EOH v ozafovaném roztoku byla dvojnasobnd vuéi referenénimu
roztoku. Narust v intenzité fluorescence EOH je tedy umérny koncentraci fotosenzitivni
latky (PpIX) a neni ovlivnén rozdilnym koncentraénim zastoupenim DHE v jednotlivych
roztocich. Rozdilna koncentrace dihydroethidia v roztocich méla vliv zejména na rychlost
poklesu intenzity fluorescence DHE. Ovlivnéni prubéhu fluorescence PpIX, u kterého byl
ve vSech roztocich pozorovan obdobny vyvoj méfeného signalu, bylo minimalni. Stejné
tak vyvoj fluorescence EOH v jednotlivych roztocich nebyl rozdilnou koncentraci DHE
ovlivnén. Charakteristickou vlastnosti ozafovaného roztoku PplX je strmy pokles v in-
tenzité fluorescence PpIX v pocateéni osvitové fazi, zde v prvni minuté osvitu. Tento jev
je pripisovan pocatecni koncentraci kysliku v ozarovaném objemu, ktera vsak v prubéhu
osvitu klesa, ¢imz se snizuje moznost interakce fotosenzitivni latky s molekulou kysliku.
Obdobny trend je pozorovatelny i v pripadé fluorescenéni znacky, kde pri¢inou strmého
poklesu v intenzité fluorescence DHE je taktéz pocatecni maximalni koncentrace kysliku
v ozafovaném roztoku. Nartust nebo pokles fluorescencnich signalu pro jednotlivé slozky
roztokl, u nichz byla snimana emisni spektra i po ukonceni osvitu, nebyl pozorovan.

32



Normalizovana intenzita (a.u.)
°

(a)

—=— DHE bez osvitu 5 puM PpIX
\. —=— DHE osvit 10 uM DHE
E—
~,
—
——

Normalizovana intenzita (a.u.)

(b)

—=—PpIX bez osvit |5 puM PpIX
\. —a— PpIX osvit 10 uM DHE

Normalizovana intenzita (a.u.)

=— EOH osvit
—s— EOH bez osvit

. 5 UM PpIX
10 M DHE

-,
/'/ -

. -
00l T, \‘\. 031 :/-
. T T 024— T T T T T T
0 1 2 H 4 5 6 o 1 2 3 a 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Cas (min) Cas (min) Cas (min)
(d) (e) (f)
) 114
—=— DHE bez osvitu |5 uM PpIX 104 = —=—PpIX'bez osvitu |5 uM PpIX
104 '\. —a— DHE osvit 20 uM DHE \\ —=— PpIX osvit 20 uM DHE 109 . "
3 e 3 \ ERTE
8 o8 e S 8 \ o & g
S " T 0s \ \.\ @ %8 —=— EOH osvit
= N \ u N —s— EOH bez osvit
G oo 5 \ ~_ g or
z ~—. :E \ ;5 061 5 uM PpIX
] S \ g 20 pM DHE
S o0a S o6 \ 5 059
3 o \ <]
X L] — % 044
T ] I — = ]
€ — £ —. E,.] e
5 — 5 S L
z - Z 04 \'7 — = 02+
M S S T SR S IR S S LI U R T T
Cas (min) Cas (min) Cas (min)
() (h) (i)
—a— DHE bez osvitu |5 pM PpIX o —=—PpIX bez osvit |5 uM PpIX ]
} o = }
104 &-/' —a— DHE osvit 30 uM DHE \\\- —=— PplX osvit 30 uM DHE 104 .
3 \./'\ 3 \ 3
& — el \\ 2 091
g 08 S o8 \ ]
H N \ ~__ 5 g =— EOH osvit
k3l 5} \ - 8 074 —=— EOH bez osvit
£ o5 £ \ =
= @ ® o6 5 UM PpIX
g § os{ §° 30 pM DHE
° S <]
S s R o0sq
E £ N € 0.
2 ~ 2 o] — 5" e
02 o]l T
. .
0 1 2 3 4 s B 0 1 2 3 4 5 6 0 T 2 3 2 H s
Cas (min) Cas (min) Cas (min)

Obréazek 4.15: Casové vyvoje intenzit fluorescence DHE (a, d, g), PpIX (b, e, h) a EOH
(c, f,1) pro vlnové délky Apyp = 415 nm, Ap,rx = 622 nm, Agoy = 590 nm, v ozafovanych
a neozafovanych roztocich PpIX (5 uM) + DHE (10, 20 a 30 pM). Normalizovdno na
maximum emise.
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4.5.3
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Obrézek 4.16: Emisni spektra (a, ¢, €) PpIX (Ae; =405 nm) a (b, d, f) DHE-fotoproduktu
(EOH, A.; = 480 nm) v ozafovanych roztocich PpIX-+DHE. Spektra byla snimand v
minutovych intervalech béhem 6 minutového osvitu tii roztoku s proménnou koncentraci

PpIX (1, 5, 10 uM). Osvitovy zdroj 12 mW.
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Obrézek 4.17: (a) Casové vyvoje intenzit fluorescence PpIX a EOH pro emisni vinové
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DHE (20 pM). Normalizovano na maximum emise. (b) Vzdjemna zavislost signélu PpIX
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Obrazek 4.18: (a) Casové vyvoje intenzit fluorescence DHE a EOH pro emisni vlnové
délky (Appr = 415 nm, Agog = 590 nm) v ozafovanych roztocich PpIX (1,5 a 10 pM) +
DHE (20 uM). Normalizovdno na maximum emise. (b) Vzajemna zavislost signalu DHE
a generovaného fotoproduktu (EOH) v ozafovanych roztocich PpIX (1, 5 a 10 uM) a

DHE (20 pM).
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V grafu (a) na obrazku 4.17, zndzornujicim celkovy ¢asovy vyvoj intenzity fluorescence fo-
toproduktu (EOH) a protoporfyrinu IX v ozafovanych roztocich obsahujicich tii rozdilné
koncentrace PpIX, je zfetelny narust v intenzité fluorescence EOH, ktery je imérny kon-
centraci fotosenzitivni latky (PpIX) v roztoku. Soucasné je patrny rychlejsi pokles in-
tenzity signdlu PpIX v roztoku o nizké koncentraci PpIX. Vyrazny narust v intenzité
fluorescence EOH nebyl u kontrolnich neozatovanych roztoku obsahujicich PpIX pozo-
rovan. Pokles v intenzité fluorescence v dusledku osvitu byl zaznamenan u obou slozek
roztoku (DHE, PpIX). Z celkového srovnani vyvoje intenzit jednotlivych slozek plyne
moznost korelovat narust intenzity EOH jak s poklesem intenzity PpIX, tak s poklesem
fluorescence DHE, jak je demonstrovéno v grafech (b) obrazku 4.17 a 4.18. Pro ovéreni
korelace mezi obéma signaly byla vyuzita linearni regrese, kde vhodnost korelace urcuje
hodnota R? (koeficient spolehlivosti). V grafu (b) obrazku 4.17 je vidét dobrd vzédjemnd
korelace signalti pro roztok o vyssi koncentraci PpIX (10 uM, R? = 0.94) a naopak pro nizsi
koncentrace nenf linearn{ zavislost optimaln{ (1 uM, R? = 0.69; 5 uM, R? = 0.68). Dekom-
pozicni proces dihydroethidia v navaznosti na tvorbu fotoproduktu doklada dobra linedrni
korelace prubéht obou signédlu (DHE, EOH) v grafu (b) obrdzku 4.18, naméfend pro tii
ozafované roztoky s proménnou koncentraci PpIX (1 uM, R? = 0.94; 5 uM, R* = 0.96
a 10 uM, R? = 0.95). Tento trend podporuje mechanismus fotolytické transformace mo-
lekuly dihydroethidia a vylucuje boéné chemické procesy, které by mohly vést ke snizeni
koncentrace DHE v systému. Jak bylo uvedeno v oddilu 3.2, je pokles intenzity signdlu
fotosenzitivni latky v misté osvitu ovlivnén jeji koncentraci, kterd ma vliv i na zpusob
fotodegradace. Vyssi koncentrace fotosenzitivni latky podminuji fotochemickou degradaci
vyvolanou pusobenim delta kysliku, naopak nizsi koncentrace vedou k bleachingu interakei
tripletniho stavu fotosenzitivni latky s okolim molekuly. [50] Pro vétsinu fotosenzitivnich
latek je rychlost poklesu intenzity silné zavisla na pocatecni koncentraci, kdy je proces
degradace podporen mimo jiné i nové vznikajicimi fotoprodukty. K méfeni poklesu in-
tenzity fluorescence fotosenzitivni latky v roztocich v odezvé na osvitové podminky, jsou
prednostné voleny vyssi koncentrace PS. Autofi studie [43] zvolili pro méfeni procesu
photobleachingu v nebunécném prostiedi (vodné roztoky s obsahem PplIX) koncentrace
fotosenzitivni latky ~ 50 mmol/1.
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Kapitola 5

Detekce ROS ve fluorescencénim
tkanovém modelu

Fluorescenéni modely (fantomy) jsou vyuzivdny zejména ve vyvoji spektroskopickych
detekénich systému (nejcastéji optické vldknové detektory) pro oblast PDT nebo FGS
(Fluorescence guided surgery — Fluorescencné navadénd chirurgie). Studovanymi parame-
try jsou detekéni moznosti z hlediska geometrie osvitu, pouzité vinové délky z pohledu
hloubky priniku (modré a ¢ervené svétlo) a vyhodnoceni koncentrace fotosenzitivni latky
v rdmci jeji heterogenni mistni a casové redistribuce. [1, 71, 60] Jelikoz se jedné o prostiedi
postradajici zivou bunécénou slozku, u které by bylo mozné sledovat odezvu na fotody-
namicky proces, plni model pouze optimalizacni funkci z hlediska osvitovych podminek
(aplikovany opticky vykon, celkova svételna davka, koncentrace fotosenzitivni latky).

5.1 Slozeni tkanovych modelua

Slozeni tkanového fantomu je zna¢né variabilni a odviji se od ucelu pouziti. Jestlize je
model urcen ke kalibraci optickych systému a pro srovnani mezisystémového nastaveni,
jsou s vyhodou vyuzivany ¢asové stabilni pevnolatkové polymerni modely, které nemusi
odpovidat chemickému slozeni tkdné. Modely na bézi kapalin a gelu (Zelatina, agar) maji
svou uzitnou hodnotu ¢asové omezenou, ale jejich prinos tkvi v moznosti zaclenit do jejich
struktury tkanim podobné prvky. Model by mél idealné spliovat nékteré z nasledujicich
charakteristik: absorpce a rozptyl odpovidaji danému tkanovému typu, optické vlast-
nosti odpovidaji tkani pro danou vlnovou délku, moznost zaclenit specifické molekuly
(naptiklad tkanové fluorofory), stabilita v rdmci doby pouziti a vlastnosti prostiedi,
moznost transportu, nendro¢nost a nizké vyrobni naklady. [2]

Prostiedi fluorescencéniho fantomu lze popsat jako ¢tyt slozkovy systém skladajici se z
nosného média, fluorescenéniho prvku, rozptylové a absorbujici slozky. Nosné médium
pokryva skalu skupenstvi, od vodnych prostiedi, pres polotuhé hydrogely az po pev-
nolatkové struktury. Vodné modely jsou méné vhodnou volbou pii zaclenéni hydrofobni
latky jakou je naptiklad PpIX, ktera podléhd agregaci, nebo pii studiu procesu photo-
bleachingu. [71] Fantomy na bazi hydrogelu jsou vhodnou volbou zejména pro jejich me-
chanické vlastnosti. Bézné pouzivanymi zastupci hydrogelové tiidy jsou agar a zelatina.
Nejcasteji vyuzivanou slozkou zajistujici rozptyl jsou lipidové mikrocdstice (intralipid),
dalsi moznosti jsou polymerni mikrosféry nebo prasek oxidu titani¢itého a oxidu hli-
nitého. Rozptylujici slozka obvykle zaujimd méné nez 1 % celkového objemu. Lipidové
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mikrocastice nejvérnéji napodobuji vlastnosti biologickych membran. Jako prvek imitujici
absorpéni vlastnosti hemoglobinu a melaninu 1ze v nejjednodussim pripadé pouzit inkoust,
potravinarské barvivo nebo bovinni krev.

Koncentrace fotosenzitivni latky (PpIX) v ruznych typech tkani, jejiz tvorba byla indu-
kovana vnéjsim podanim ALA, je znac¢né variabilni. V provedené studii [72] byl zjistén
koncentracéni rozsah PpIX 0 — 28 uM z odebranych vzorki mozkové nadorové tkané. Z
tohoto duvodu a pro moznost srovnani vlivu koncentrace PpIX na tvorbu reaktivnich
kyslikovych forem, byl pro vytvorené modely zvolen koncentracéni rozsah pokryvajici Sirsi
skélu (5 - 30 uM). Fluorescenc¢ni tkanovy model vytvoreny pro tuto praci plni ucelove
nasledujici funkce. Hydrogelovd struktura (agar) zajistuje snizenou molekuldrni pohybli-
vost, a imituje tak lokalizovanou oblast, ve které doslo k akumulaci fotosenzitivni latky
stejné jako v nadorovém lozisku. Tato vlastnost umoznuje pii osvitu daného mista pozo-
rovat lokdlni zmény v podobé snizeni koncentrace fotosenzitivni latky a narustu signalu
vznikajictho fotoproduktu v dusledku osvitu a generace reaktivnich kyslikovych forem. V
experimentalni roviné se jednd o mezikrok nachézejici se mezi méfenim provedenym na
vodnych roztocich fotosenzitivni latky a bunééném systému s akumulovanou fotosenzi-
tivni latkou. Je tudiz mozné, ze fluorescenéni odezva fotosenzitivni latky bude ovlivnéna
jinym mechanismem, nez je tomu u dvou vySe zminénych prostiedi. Tuto odezvu lze na
zakladé srovnani jednotlivych systému kvantitativné zhodnotit.

Nasledujici ¢ast zahrnuje popis svételného zdroje pouzitého pro osvit agarézovych modelu
ve vice jamkovém usporadani (MWP, Multi Well Plate) a charakteristiku epi-iluminaén{
spektralni akvizice pomoci piistrojového rozsiteni k spektrofluorimetru FluoMax-4 (Ho-
riba, Japonsko). Déle je uveden postup piipravy tkanovych modeli s proménnym zastou-
penim obsahovych slozek (PpIX a DHE). V zdvéru jsou zahrnuty vysledky prvotnich
meéfeni provedenych na agarézovych modelech, které vedly k nalezeni optimalni kon-
centrace zdkladnich obsahovych komponent v navaznosti na detekéni schopnost fluo-
rescenc¢niho signalu a znacnou citlivost DHE. Soucasné jsou prezentovany vysledky ex-
perimentalnich ¢asti sledujicich vliv koncentrace PpIX na vyvoj signdlu fotoproduktu v
ozafovaném modelu s konstantni koncentraci DHE a vliv intenzity svételného zdroje na
odezvu generovaného fotoproduktu v ramci srovnani aplikovaného optického vykonu a
celkové davky.

5.2 Pristrojové vybaveni

5.2.1 MicroMax 384 Microwell-Plate Reader

Meéteni emisnich spekter agarézovych modelu bylo provedeno s vyuzitim MicroMax 384
Microwell-Plate Reader (Horiba, Japonsko) umoziujictho epi-iluminaéni spektralni akvi-
zici ze vzorku umisténych ve vice jamkové desticce (View Plate-96 Black, Thermo Scien-
tific, USA). MicroMax jako doplitkové rozsiteni spektrofluorimetru FluoroMax-4 (Horiba,
Japonsko), jez byl krétce predstaven v kapitole 4.2, je se spektrofluorimetrem propo-
jen vldknové optickym adaptérem (FM4-3000, Horiba, Japonsko). Excitacni signal je ze
zdroje (xenonova vybojka) veden optickym vldknem do prostoru destickového stojanu a
emisni signal ze vzorku je odvadén optickym vldknem zpét do prostoru vyménného sto-
janu (vldknové opticky adaptér) v FluoroMax-4. Vice jamkova desticka je pod pevné fi-
xovanym vldknovym svazkem postupnymi posuny skenovana, pricemz urceni konkrétnich
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jamek je provadéno v programovém nastaveni. Vyhodou destickového spektrometru je
rychlé vycitdani umoznujici bodovy sbér (Single-Point Analysis) pro 96 vzorku (viz 96-
jamkovéa desticka). Jednotlivé jamky na vzorky jsou z éerného, nepruhledného plastu, coz
odstranuje nezadouci excitaci navzajem sousedicich vzorku, které nejsou v danou chvili
snimany. Pruhledné dno MWP umoznuje zobrazeni vzorku pomoci mikroskopu, piipadné
sub iluminaéni rezim pii kontinudlni spektralni akvizici. Pracovni objem jedné jamky je
50 — 200 pl. Zjednodusené schéma mérici aparatury je zobrazeno na obrazku 5.1.

FluoroMax-4

MWP

MicroMax

Obrazek 5.1: Epi-iluminacni princip méreni vzorku z vice jamkové desticky v MicroMax
384 Microwell-Plate Reader, propojeného se spektrometrem Fluoromax-4; Horiba. 1 —
excitacni svétlo (xenonové vybojka), 2 — fokusaéni ¢ocka, 3 — excitaéni monochromaétor, 4
— referen¢ni detektor, 5 — déli¢ svazku excitacniho zareni, 6 — detektor (PMT), 7 — emisni
monochromator, 8 — vlaknové-opticky adaptér, 9 — excita¢ni optické vlakno, 10 — emisni
optické vlakno, MWP — vice jamkova desticka se vzorky.

Pro jednotlivé objemy v jamkach je potfeba nastavit optimalni vzdalenost vlakna pro
ziskani co nejvyssiho signdlu. Vhodné nastaveni vzddalenosti se provadi v rezimu RTC
(Real Time Control), kde se pii zadanych parametrech vinové délky excitace, emise a
Sitce excitacéni a emisni Stérbiny, pozoruje signal pii vertikdlnim posunu vldkna nad jam-
kou se vzorkem. Nastaveni je nutné provadét pii kazdé zméné objemu v jamce. Nastaveni
optimalni vzdalenosti vldkno-vzorek (minimalni vzdalenost je cca 3 ¢cm) bylo provedeno
na zkusebnich vzorcich v jamkéch, na kterych se dale méfeni neprovadélo. Objem jednot-
livych métenych vzorku byl ve vsech ptipadech 200 pl.

5.2.2 Osvitovy zdroj

K osvitu vzorku ve vice jamkové desticce (MWP) byl vyuzit vicebodovy zdroj sestéavajici
z Sesti diod (SMBIN-405V-02, Roithner LaserTechnik), které jsou soucasti mini LED
pole. Osvitova deska byla pomoci soucastek firmy ThorLabs uchycena nad MWP, tak aby
vystupni svételny svazek pokryval cely objem jamky a opticky vykon namétreny ve spodni
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¢asti pruhledného dna MWP odpovidal pozadované hodnoté. Zvoleny svételny vykon byl
pro dany diodovy par doladén pomoci programového nastaveni, které je blize popsano v
nasledujicim oddilu. K méfeni optického vykonu svételného zdroje byl pouzit wattmetr
(PM100D, ThorLabs, GB). Geometrické usporadani diod na obvodové desce odpovida
rozestupum mezi jednotlivymi otvory MWP, kdy kazda dioda v ptipadé potieby zapada
do jamky. Bodové svételné zdroje v piedstaveném uspoiddani zajistuji homogenni osvit
jamky, jejiz prumér (6.5 mm) a mald tloustka vzorku (pracovni objem 200 pl) umoziuje
dodéani svételné davky do celého objemu. V experimentalni roviné je mozné propojit
aplikovanou dévku s narustem fluorescencniho signalu fotoproduktu v systému PpIX-
DHE-agaréza.

Obrazek 5.2: Fotografie sestavy pouzivané pro osvit agarézovych modelu.

5.2.2.1 Charakteristika osvitového zdroje

Rozsah vyzarovani zvolenych diod udavany vyrobcem se pohybuje v rozmezi 400 — 410 nm,
zméfena emisni spektra pro jednotlivé diody jsou zobrazena na obrazku 5.3. Emisni spek-
tra byla zméfena pomoci vldknového spektrometru QE65000 (Ocean Optics) pro vsech
Sest diod umisténych na PCB. Spektrélni site vyzafovani pro jednotlivé diody je 14 nm.
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T
300 350 400 450 500
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Obrazek 5.3: Normalizovand emisni spektra SMD diod (F1H,D — F3H,D) umisténych na
PCB s hodnotami maximalni vinové délky vyzatovéani.

Vybér diod emitujicich v dané oblasti spektra odpovida maximu absorpce pouzité foto-
senzitivni latky PpIX, viz obrazek 5.4.

I 405 nm LED
——PpIX
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P
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Normalizovana absorbance (a.u.)
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Obrazek 5.4: Normalizovana absorpéni spektra PpIX ve vodném roztoku (demineralizo-
vand voda + < 1 % DMSO) a normalizované emisni spektrum jedné SMD diody umisténé
na PCB.

Pro méreni optického vykonu vsech diod byl wattmetr pfipevnén do spodni ¢asti vice jam-
kové desticky (MWP), kterd diky pruhlednému dnu toto méfeni umoznuje. Osvitovéa deska
byla prilozena do kontaktu s MWP tak, Ze jednotlivé diody zapadaly do jamek a wattmetr
snimal hodnoty pro danou diodu, poté byl premistén do dalsi polohy. Stejny proces byl
proveden u véech Sesti diod. Proudové hodnoty byly nastaveny pomoci napétového zdroje
a doladény pro kazdou vétev pomoci odporového trimru na piiblizné stejnou hodnotu.
Kontrola proudovych hodnot pro jednotlivé vétve byla provedena pomoci multimetru.
Ackoli jsou proudové hodnoty pro dané vétve diodovych paru dobfe nastavitelné, byla
svitivost jednotlivych diod v paru mirné odlisna. Tuto nevyhodu lze dobie kompenzovat
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nastavenim stiidy v PWM maddu jak je demonstrovano na obrazku 5.5 a 5.6, blizsi popis je
uveden v nasledujici ¢asti. Modulace vsak neodstrani rozdily ve svitivosti v ramci diod v
jednotlivych pérech, to znamena, Ze je potieba s touto odchylkou pfi vypoctu davkového

schématu pocitat, nebo pouzit k osvitu trojici sousedicich diod.

Obrazek 5.5: Ukazka programového nasta-
veni regulace vykonu jednotlivych para diod.

124
—=— F1D (PWMO)
—e— F2D (PWM1)

114
—a— F3D (PWM2)

Vykon (mw)

Parametr: Value|Hx: |Result: ]

Obalka[2..254]: |100 Hi 7_

PWMO [2.0ba]: |50 32 50.0%

PWM1 [2.0ba]: |48 30 48.0% °]

PWM2 [2.Oba]: |40 28  40.0% O
PWM3 B..Ob]: 0 -_ 0 1 2 3 4 CSaS (mﬁ") 7 8 9 10 11

Obrazek 5.6: Prubéhy optickych vykonu tii
sousednich diod (F1D, F2D a F3D) v case.

5.2.2.2 Ridici software a regulace vystupniho optického vykonu

Zménu vykonu jednotlivych dvojic diod zapojenych v sérii lze provést analogové pomoci
nastavitelnych rezistoru nebo pres programové nastaveni iidictho mikrokontroleru (AT-
mega32U4). Cinnost mikrokontroleru, na ktery je napojena osvitové deska je fizena pres
USB rozhrani. Zména optického vykonu v experimentalnich aparaturach vyuzivajicich pro
osvit MWP pole diod byla v fadé pitipadu docilena zapojenim optickych filtrii umisténych
mezi excitaéni zdroj a vzorek. [73, 74] Nize uvedené zpusoby proudové regulace poskytuji
sirsi rozsah dosazitelnych vykonovych hodnot.

Analogovd requlace — laditelné rezistory

Nastaveni vystupniho napéti pro jednotlivé péary diod lze provést pomoci odporového
delice, ktery se sklddd ze dvou rezistort a je napojen na napétovy stabilizdtor (LM317,
pouzdro TO-220). Odporovéa hodnota prvniho rezistoru je konstantni, druhym rezistorem
je odporovy trimr, jehoz manudlnim ladénim lze ziskat proménné proudové hodnoty pro
jednotlivé vétve paru diod.

Obrézek 5.7: Zapojeni napétového stabilizdtoru (LM317).
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PWM regulace

Pro zménu a tizeni intenzity vyzafovani tii paru diod umisténych na PCB je vyuzito
pulzni sitkové modulace (PWM, Pulse Width Modulation). Vyhodou této metody je
snizeni spektralniho posunu vyzarovani diod proudovymi zménami a moznost presnéjsiho
nastaveni optického vykonu (intenzity) v ramci jednotlivych paru diod i celého LED pole.
Po setizeni proudové hodnoty pro danou diodovou vétev je prostiednictvim fidiciho mik-
rokontroleru a programového nastaveni regulovana intenzita vyzatrovani diod nastavenim
poméru délky trvani signalni hodnoty zapnuto vuci signalu vypnuto pri daném proudu
(tzv. nastavenim stiidy). Pomér délky trvani zapnutého stavu vuéi vypnutému urcuji za-
dané hodnoty PWMO — 3 a hodnota obalky (2 - 254). Jako piiklad zmény vyzarovani
prvniho diodového paru, ktery je oznacen jako PWMO (dalsi diodovy par PWMI1 a treti
diodovy par PWM2), Ize uvést nasledujici nastaveni. Pii hodnoté obdlky 100 a para-
metru PWMO 50 je vysledny pomér délky trvani signalu zapnuto/vypnuto 1:1, to zna-
menad, ze intenzita vyzarovani diodového paru je 50 % z maximalni vyzafovaci hodnoty pii
daném proudovém zatizeni. Cim vy3si je pomér signdlu zapnuto/vypnuto, tim je intenzita
vyzafovani a tedy i opticky vykon vyssi. Délka cyklu (perioda) je ovlivnéna nastavenim
casové baze, ktera pokryva skalu 16 ps — 16.4 ms. Pti nastaveni nejdelsi ¢asové baze
(16.4 ms) je mozné nastavené hodnoty pro PWMO — 3 vizuédlné porovnédvat. Ackoliv se v
pripadé PWM jedna o pulzni svételny tok, tzn. osvit vzorku neprobiha v kontinudlnim
rezimu, je mozné v programovém nastaveni zvolit osvitovy rezim odpovidajici vysoké
frekvenci spinaného maédu, aniz by dochéazelo k pozorovatelnému preruseni osvitu. Soft-
warové tizeni LED diod bylo vytvofeno v programovém prostiedi Assembler. Uzivatelské
rozhrani pro tizeni optického vykonu je uvedeno v priloze A.2, fotografie osvitové sestavy
je na obrazku 5.2.

5.3 Konstrukéni provedeni tkanovych modela

Pro vyhodnoceni schopnosti detekce reaktivnich kyslikovych forem (ROS) v agarézovém
zékladu, to znamena v systému, ktery imituje pevnolatkové prostredi lidské tkané, byla
vytvorena série modelti s obsahem fotosenzitivni latky (Protoporfyrin IX, PpIX) a flu-
orescencni znacky (Dihydroethidium, DHE). Pro splnéni pozadavku na optické tkanové
vlastnosti byla do modelu zakomponovana rozptylova a absorbujici slozka v podobé In-
tralipidu (1%) a inkoustu (0.2%), jakozto nejbéznéji vyuzivanych soucésti tkdnovych mo-
delu.[71, 60, 1, 75]

V pilotni studii byly pfipraveny agarézové zaklady bez obsahu absorbujici (inkoust) a
rozptylové slozky (Intralipid), kdy bylo na analytickych vahdch odvazeno 0.3 g agardzy
(Agarose A9539, Sigma-Aldrich, USA), které bylo nasledné smichano s 50 ml destilované
vody. Vznikld smés byla v kadince umisténa na magnetické michadlo s varnou plotynkou,
kde byl roztok vystaven po dobu 1 minuty varu. Po zchladnuti agarézového gelu na teplotu
60 °C bylo odebrano dané mnozstvi do mikrozkumavky (Eppendorf), do které byly predem
odmétreny odpovidajici objemy dihydroethidia a PpIX odebrané ze zasobnich roztoku
PpIX+DMSO a DHE4+DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Koncentrace PpIX v jednotlivych
jamkach byla v rozsahu 15 az 50 uM. Smés ve zkumavce byla opatrné promichéna, aby se
predeslo tvorbé bublin, a mikropipetou rozdélena do vice jamkové desticky (View Plate-96
Black, Thermo Scientific, USA) v objemech 200 pl na jamku. Stejné bylo postupovano i
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pii vyrobé agarézového zakladu obsahujictho DHE bez fotosenzitivni latky, pficemz kon-
centrace DHE v jednotlivych jamkach byla v rozsahu 20 az 200 uM. Jako slepy vzorek,
slouzici pro odecet spektra samotné agarézy, byly vybrané jamky naplnény agarézovym
gelem bez piidavku fotosenzitivni latky (PpIX) a fluorescenéni znacky (DHE).

V samotné experimentalni fazi byly vytvoreny tkanové modely obsahujici rozptylovou a
absorbujici slozku. Postup pripravy agarézového zakladu byl stejny jako v pilotni studii.
Nejprve byly zhotoveny nizko koncentrované zasobni roztoky ¢erného inkoustu (KOH-I-
NOOR Hardtmuth, Ceské republika) a Intralipidu 20% (Sigma-Aldrich, USA) v demi-
neralizované vodé. K odmétenému mnozstvi DHE (200 pM) a PpIX, jehoz koncentrace
byla v rozsahu 5 - 30 uM, bylo pridano odpovidajici mnozstvi zdsobniho roztoku ¢erného
inkoustu, tak aby byl jeho objemovy podil ve vysledném modelu 0.2 %. Stejné bylo po-
stupovéano i u rozptylové slozky, kde odmérené mnozstvi zdsobniho roztoku Intralipidu ve
vysledném modelu bylo 1 % celkového objemu.

Pied osvitovou procedurou a vlastnim mérenim emisnich spekter byly vzorky pod nepru-
hlednym krytem ponechény dvacet minut pii pokojové teploté, aby bylo zajisténo tuplné
ztuhnuti smeési. Méreni bylo provedeno vzdy pro tii vzorky dané koncentrace.

5.4 Prubéh experimentu

V pilotni studii, jejimz cilem bylo zhodnotit moznost detekce fluorescenéniho signalu PpIX
a DHE zaclenéného do agarézového zakladu pomoci systému MicroMax, byl vytvofen aga-
rozovy zaklad obsahujici protoporfyrin IX (PpIX) bez dihydroethidia (DHE) a agarozovy
zaklad obsahujici DHE bez PpIX. Na zakladé namérenych spekter byla urcena optimalni
koncentrace pouzitych slozek pro nasledujici experimenty s tkanovymi modely. Emisni
spektra DHE byla sniméana v rozsahu 360 - 550 nm pii excitacni vlnové délce 350 nm a
fluorescence PpIX byla méfena v rozsahu 600 - 720 nm pii excitaci 405 nm. Fluorescencni
charakteristika EOH v prosttedi DHE-agaréza byla v druhé ¢asti pilotni studie méfena v
rozsahu vlnovych délek 530 - 700 nm pfi excitaci 480 nm.

V druhé fazi bylo provedeno méfeni spektralni odezvy jednotlivych soucasti tkanovych
modelu (PpIX, DHE, EOH) na osvitové podminky, kdy byl hodnocen vliv t#{ optickych
vykonu (0.5, 1 a 4 mW) pouzitych pro osvit modelt na vyvoj signdlu generovaného DHE-
fotoproduktu. Ozatované modely obsahovaly DHE o koncentraci 200 uM a PpIX o koncen-
traci 10 pM. Svételny zdroj (LED pole) pouzity pro osvit byl pomoci soucastek od firmy
Thorlabs uchycen nad vice jamkovou desticku (MWP), kterd byla pod diody umisténa
tak, aby byl zajistén osvit cele jamky se vzorkem. Hodnoty nastavené pro bodovy sbér
intenzity fluorescence byly pro PpIX 405 nm (excitace) - 635 nm (emise), pro DHE 350 nm
(excitace) - 415 nm (emise) a pro EOH 480 nm (excitace) - 600 nm (emise). Integracni
cas detekce byl 0.3 s. Celkova doba osvitu byla ovlivnéna vyvojem signalu EOH, respek-
tive DHE, kdy v ptipadé nejnizsi intenzity 0.5 mW byl celkovy osvitovy ¢as 15 minut a
pro hodnoty vykonu 1 a 4 mW byl zajistén osvit v délce 10 minut. Emisni spektra byla
meéfena v casovych rozestupech pouze pro ozarovany model.

V zavérecné experimentdlni fazi byla méfena odezva jednotlivych slozek ve tkanovych

modelech (PpIX, DHE a EOH) za osvitovych podminek, kdy byl hodnocen vliv koncen-
trace PpIX na vyvoj signalu generovaného DHE-fotoproduktu. Kazdy model obsahoval
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konstantni podil DHE (200 M) a PpIX v koncentraénim rozsahu 5 — 30 uM. Stejné jako
v pripadé prvotniho méreni na agarézovych zédkladech, obsahujicich samostatné DHE a
PpIX, bylo provedeno méteni emisnich spekter pro jednotlivé soucasti tkanovych mo-
delu s nastavenim spektralnich akvizi¢nich hodnot jako v pripadé pilotni studie. Osvit
byl zajistén trojici diod umisténych na osvitové desce uchycené nad MWP, stejné jako
v predchozim kroku. Opticky vykon naméfeny pied zacatkem osvitu pro tii sousedici
diody byl nastaven na hodnotu 1 mW, pfi¢emz presnéjsi nastaveni optického vykonu sou-
sedicich diod na pozadovanou hodnotu 1 mW bylo provedeno v programovém prostiedi.
Emisni spektra byla zméfena pro referenéni (neozafovany) model pred a v case na konci
osvitu ozarovaného modelu. Emisni spektra ozafovaného modelu byla snimana stejné jako
v piipadé neozarovaného modelu, kdy byla navic zméfena v i pulce osvitové procedury.
Béhem osvitu byla kazdou pul minutu bodové sniména intenzita fluorescence (rezim Single
point measurement) pro tii vzorky. Nastaveni spektralnich akvizi¢nich hodnot a hodnot
pro jednobodovy sbér intenzity fluorescence bylo totozné s predchozim mérenim. Celkova
doba osvitu byla 10 minut.
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5.5 Vysledky méreni

5.5.1 Pilotni studie
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Obrazek 5.8: Srovnani emisnich spekter (a) DHE (20, 30 uM) bez odectu agardzy
(Aez = 350 nm) a (b) po odectu slepého vzorku (Cista agardza).
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Obrazek 5.9: Srovnéni emisnich spekter (a) PpIX (50 uM) bez odectu agardzy
(Aez = 405 nm) a (b) po ode¢tu slepého vzorku (Cista agaréza).

Znacnou nevyhodou, kterd byla z pocatku prisuzovana nizké ucinnosti kolekce fluores-
cenc¢niho signalu, byla v prvotni fazi experimentu agregacni schopnost PpIX a to jak
v agarozovém zakladu, tak ve vodném roztoku. Timto byla znemoznéna detekce nizko
koncentrovanych vzorku. Pozorovany jev byl v ptritomnosti Intralipidu potlacen, jak je
ilustrovano na obrazku 5.10 a blize rozebrano v oddilu 4.1.1. Vyse uvedena fluorescenéni
spektra PplX-agaréza a DHE-agardza ve dvojim koncentracnim zastoupeni, a zejména
pak spektra bez ode¢tu pozadi, vykazuji znacny signdlni piispévek slepého vzorku (éisté
agaroza), ktery znesnadnuje detekci nizko koncentrovanych vzorku (< 10 uM). Z grafu
u nichz byla provedena subtrakce pozadi, jsou tvary emisnich spekter jednotlivych slozek
dobfe rozlisitelné, jak je vidét na grafech (b) obrazku 5.8 a 5.9. Nicméné pozice emisniho
maxima PpIX na 622 nm a nizkd fluorescencéni intenzita pomeérné vysoké koncentrace

46



PpIX (50 uM) potvrzuje existenci vyssiho podilu agregovanych molekul PpIX v agarézovém
zakladu. Zlepseni detekce signalu PpIX nastalo v pripadé agarézového zékladu s obsahem
obou slozek (DHE+PpIX), kde byl peak na 625 nm vyrazné vyssi, nez v agar6zovém
zakladu bez DHE, jak je vidét na zvétsené oblasti emisnich spekter v obrazku 5.10.
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Obrazek 5.10: Srovnani fluorescenénich spekter PpIX (Ao, = 405 nm) zaclenéného do
agardzového zékladu po odectu cisté agardzy. Graf v pravo predstavuje zvétSenou oblast
emisnich spekter PpIX v agarézovém zékladu s dihydroethidiem (DHE, ¢evena kiivka) a
bez DHE (zelend kiivka).
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V druhé fazi pilotni studie byla hodnocena ¢asova stabilita jednotlivych slozek pro bez
osvitové podminky, kdy byla v ¢asovych intervalech 5 minut snimana emisni spektra
pro kazdou slozku samostatné zaclenénou do agarézového zakladu (PpIX-agaréza, DHE-
agardza) a soucasné meérena spektralni odezva EOH v systému DHE-agaréza. Bezosvitova
spektralni charakteristika pouzitych slou¢enin umoznuje vyloucit pusobeni jinych vlivu,
nez produkei reaktivnich kyslikovych forem v névaznosti na osvit fluorescenéniho mo-
delu (DHE-PpIX), které by mohly pfispivat k signalnim zménam v ozafovanych vzorcich.

Cely experiment byl zopakovén i pro agarézovy zéklad obsahujici obé komponenty (PpIX-
DHE-agaréza).
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Obrazek 5.11: Emisni spektra referenc¢nich (neozafovanych) vzorku (a) DHE-
agaréza(Ae; = 350 nm), (b) PpIX-agaréza (Ae, = 405 nm) a (c¢) EOH (A., = 480 nm,
meéreno v DHE-agaréza) snimand v casovych intervalech. Koncentrace DHE a PpIX byla
50 pM.
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Vyse uvedena fluorescenéni spektra referencénich (neozatovanych) vzorki, métrend v case
po piipravé (t=0 min) a v ¢asovém odstupu od piipravy, prokdzala minimalni pokles v
intenzité fluorescence dihydroethidia a protoporfyrinu IX. Naopak vyssi ubytek intenzity
signédlu DHE byl pozorovan v systému PpIX-DHE-agaréza (koncentrace DHE — 20 M),
kde po jedné hodiné bez osvitu nebyl signal DHE detekovatelny. Naopak samotné DHE
v agaréze, tzn. bez pritomnosti PpIX, vykazovalo vyssi stabilitu, jak je patrné z grafu (a)
obrazku 5.11, kdy signalni odezva byla méritelnd i po jedné hodiné bez osvitu. S pozoro-
vanymi zménami souvisi i detekovatelnost signalu EOH, reakéniho produktu DHE, kdy v
piipadé absence mateiské molekuly (DHE) neni mozné méfit narust signalu generovaného
EOH v odezvé na osvit, i kdyz je fotosenzitivni latka stale pritomnd. Na druhou stranu
nebyl ibytek signdlu DHE v bez osvitovych podminkéch spojen s narustem signalu EOH,
jak dokldda graf (c) obrézku 5.11, coz je pro detekei tohoto fotoproduktu v systému DHE-
PpIX dulezita charakteristika. Na zdkladé zminéné charakteristiky lze propojit osvitové
podminky s poklesem intenzity PpIX a nartstem signalu EOH, jak dokladaji oddily 5.5.2
a 5.5.3. Snahou vyse provedeného méreni bylo mimo jiné i urc¢eni optimalni koncentrace
DHE pro nasledna méteni, ktera by poskytovala odezvu na osvit vzorku obsahujicich kom-
binaci vSech tii slozek (PpIX-DHE-agaréza). Jelikoz je dihydroethidium fotocitliva latka,
podléhajici oxidativnim zménam, je vhodné volit pro experimenty vyssi koncentracni za-
stoupeni (> 100 pM) a dbét na snizené svételné podminky pii piipravé zasobnich roztoku.
Fotochemicka degradace DHE je taktéz podporena v prubéhu samotné spektralni akvi-
zice, proto bylo pro dalsi méfeni vyuzito prevazné bodové snimani intenzity signalu. Na
zakladé ziskanych charakteristik jednotlivych latek, byla v nasledujicich experimentech
s tkanovym modelem pouzita koncentrace DHE 200 pM. Tuto volbu souc¢asné podporil
i rychly ubytek DHE v ozarovaném prostiedi, ktery by znemoznil detekci fotoproduktu
v delsim casovém tseku. Naopak diky pritomnosti Intralipidu, ktery vyznamné podpotil
detekovatelnost signalu PpIX (viz obrazek 5.10) i v nizkém koncentraénim zastoupent,
byl v experimentech s tkanovym modelem zvolen koncentra¢ni rozsah PpIX 5 - 30 uM.

49



5.5.2 Vliv optického vykonu na vyvoj signalu fotoproduktu

(a)

1000000

(b)

PoIX 0 mi —— DHE 0 min
500000 - P min —— DHE 6 min
PpIX6min SN e DHE 10 min
------ PpIX 10 min 800000 DHE 15 min
400000 E— Pp|X 15 min
3 0.5 mW S 600000 0.5 mW
S 300000 s
g £
N N 400000 4
8 200000 2
£ £
200000 -
100000
04
0 T T T T T T T T
600 620 640 660 680 700 720 400 450 500 550
Vinova délka (nm) Vinovéa délka (nm)
(c) (d)
. . - —— DHE 0 min
700000 PpIX 0 min 1200000 OHE g o
PPIX6min 1 DHE 10 min
6000004\ e PpIX 10 min 1000000 4
500000 - 1mw
R 1mw 800000
] =]
< 400000 <
& &
] © 600000
= =
N 300000 - N
] 2
< c 400000
200000
100000 4 2000004 | /el
0 ; . ; ; ; ) 04+——— e =
600 620 640 660 680 700 720 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
Vinové délka (nm) Vinova délka (nm)
() (f)
1200000 ——DHE 0 min
700000 - —— PpIX 0 min —— DHE 6 min
—— PpIX 6 min woood /S N T DHE 10 min
6000004 [\ e PpIX 10 min
800000 4mw
500000 - 4 mw ~
3 =3
< <
= 400000 4 = d
p S 600000
= =
N N
300000 4
2 2 400000
= £
200000 H
200000 -
100000
0 T T T T T 1 T T T T
600 620 640 660 680 700 720 400 450 500 550

VInova délka (nm)

VInovéa délka (nm)

Obrézek 5.12: Emisni spektra protoporfyrinu IX (PpIX, A., = 405 nm) a dihydroethidia
(DHE, A.; = 350 nm) v ozafovanych tkanovych modelech. Osvitovy zdroj 0.5, 1 a 4 mW,
koncentrace PpIX 10 uM a DHE 200 pM.
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Obrazek 5.13: Emisni spektra DHE-fotoproduktu (EOH, A., = 480 nm) v ozatovanych

tkanovych modelech. Osvitovy zdroj 0.5, 1 a 4 mW, koncentrace PpIX 10 uM a
DHE 200 pM.
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Z grafu obrézku 5.12; kde jsou zachycena emisni spektra protoporfyrinu IX (10 uM) a
dihydroethidia (200 pM) zaclenénych do tkanového modelu (agaréza + Intralipid 1 % +
inkoust 0.2 %), ktery byl ozafovan svételnym zdrojem (405 nm) s proménnym optickym
vykonem (0.5, 1 a4 mW), je zietelny strmy pokles intenzity fluorescence v prvnich ¢tyiech
minutach osvitu pro vSechny tfi osvitové podminky. Tento trend je mozné pozorovat i
v piipadé vodnych roztoku obsahujicich PpIX. Strmy pokles v intenzité fluorescence v
prvnich fazich osvitu je prisuzovan pocatecni koncentraci kysliku v ozafované oblasti,
ktera v dusledku kontinudlniho osvitu v navaznosti na tvorbu reaktivnich kyslikovych
forem klesa. [44] Nésledné prodlouzeni délky osvitu nevedlo k tak vyrazné zméné. Strmy
pokles byl zaznamenéch i v pripadé DHE, u kterého byl signal na konci osvitu (10. minuta)
zdrojem o vykonu 4 mW minimalni. Na grafech obréazku 5.13 zobrazujicich emisni spektra
DHE-fotoproduktu (EOH) snimand pii excitaci 480 nm, je znatelny peak na 635 nm v
pocatcich osvitu, nalezici pravdépodobné PpIX.

V grafech ¢asovych prubéhtu vyvoje intenzity fluorescence PpIX a DHE-fotoproduktu
(EOH) na obrazku 5.14 pfi osvitu ruznymi optickymi vykony je viditelny rychlejsi pokles
pro 4 mW zdroj oproti nizsim optickym vykonum (0.5 a 1 mW). Soucasné je mozné pozo-
rovat rychlejsi narust signalni odezvy generovaného fotoproduktu (graf (a) obrazku 5.14),
ktery je imérny pouzitému optickému vykonu. Na vyvoji signalu EOH v témze grafu pro
4 mW svételny zdroj je ddle mozné vidét zastaveni rustu odezvy EOH kolem paté minuty
osvitu, kterd je spojena se znaénym ubytkem DHE v ozafovaném modelu, viz graf (f)
obrézku 5.12. Na vzajemném srovnani poklest intenzity PpIX v grafu (b) obrazku 5.14 s
ohledem na vykon svételného zdroje, je vidét vyrazné vyssi pokles v pripadé 4 mW zdroje
oproti 0.5 a 1 mW optickym vykontm.

Grafy obrazku 5.15 zobrazujici vzajemnou korelaci prubéhtu fluorescenénich signalu PpIX
a EOH, to znamena narust intenzity signalu EOH ve vztahu k poklesu intenzity signalu
PpIX, vykazuji dobrou korelaci v ptipadé nizstho optického vykonu (1 mW, R? = 0.97).
Photobleaching PpIX a narust odezvy EOH nebyl v piipadé vyssiho (4 mW) a nejnizsiho
(0.5 mW) pouzitého vykonu linedrni, jak dokladaji grafy (a) a (c) v 5.15. Zapojeni nizsich
optickych vykonu pro osvit sledované oblasti, ve které je mefen pokles intenzity fotosenzi-
tivn{ latky a narust intenzity fluorescencni znacky, byl potvrzen i ve studii [37]. Co je vsak
Vv rozporu s pozorovanymi zménami ve zminéné studii, je rychlejsi pokles intenzity fluo-
rescence fotosenzitivni latky (PpIX) v pripadé vyssiho optického vykonu, ktery je dobie
vidét v grafu (b) obrazku 5.14. Pfedpokladanym jevem, ke kterému dochézi v ozarované
oblasti pfi zapojeni nizsich optickych vykonu je pomalejsi spotieba kysliku v zakladnim
stavu, tudiz i vyssi moznost interakce pritomného kysliku s fotosenzitivni latkou.

Na zakladé namérenych casovych hodnot prubéhu fluorescence jednotlivych slozek oza-
rovanych tkanovych modelu, a zejména diky dobré korelaci poklesu intenzity PpIX a
narustu fluorescencniho signalu fotoproduktu, byl pro nasledujici méreni zvolen svételny
opticky vykon 1 mW.
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5.5.3 Vliv koncentrace PpIX na vyvoj signalu fotoproduktu

Fluorescen¢ni spektra péti ozafovanych vzorku byla méfena v ¢asovych intervalech pti
excitaci 350 nm (DHE), 405 nm (PpIX) a 480 nm (EOH) pfed a po ukonceni osvitu. Vy-
brana spektra jednoho vzorku, respektive jednotlivych soucasti reprezentativniho vzorku,
jsou zobrazena na obrazku 5.16. Soucasné bylo provedeno méfeni i pro referencni vzorky
bez osvitu. Béhem osvitu byla bodové méfena intenzita fluorescence na vinovych délkach
415 nm (DHE), 635 nm (PpIX) a 600 nm (EOH), namérené hodnoty pro PpIX a EOH
jsou vyneseny v grafech (a) a (b) obrézku 5.17.
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Obrézek 5.16: Emisni spektra DHE-fotoproduktu (EOH, A, = 480 nm) a protoporphy-
rinu IX (PpIX, A., = 405 nm) v neozarovanych (a, c¢,) a ozafovanych (b, d) tkdnovych
modelech. Osvitovy zdroj 1 mW, koncentrace PpIX 20 pM a DHE 200 pM.
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Obrézek 5.17: Casovy pritbéh fluorescence (a) EOH a (b) PpIX méfené bodové na vl-
novych délkach 635 nm (PpIX), 600 nm (EOH) v ozafovanych tkanovych modelech s
koncentraci PpIX 5, 10, 15, 20, 30 uM a DHE 200 puM. Opticky vykon 1 mW. Normali-
zOvVano na maximum emise, data pro tii vzorky s prumérnymi hodnotami + SD.

Diky vysoké koncentraci dihydroethidia zaclenéného do tkanového modelu, kterd byla zvo-
lena z diivodu znac¢né citlivosti DHE na osvitové podminky, bylo mozné hodnotit nartst
intenzity signdlu DHE-fotoproduktu v odezvé na osvit i v delsich ¢asovych intervalech.
Vyssi citlivost DHE na osvitové podminky v porovnani s PpIX je dobfe pozorovatelna ve
vSech grafech zachycujicich emisni spektra DHE snimana v casovych rozestupech, viz grafy
(b, d, f) obrézku 5.12. Stejné jako v pripadé PpIX je i u DHE viditelny strmy pokles in-
tenzity v pocatcich osvitu. Na bodovych prubézich intenzit fluorescence mérenych béhem
osvitu vzorku na obrazku 5.17 (b) je znatelny rychlejsi intenzitni pokles fluorescence PpIX,
ktery je umérny koncentraci PpIX. Tento jev je v souladu s méfenim provedenym na mo-
delu mozkové nadorové tkdné ve studii [71]. Pro ruzné koncentracni zastoupeni PpIX v
agarézovém zakladu s konstantnim podilem DHE, dale plati rychlej$i narust intenzity
signalu EOH v odezvé na osvit v modelech s vyssi koncentraci PplIX, jak je vidét na
obrézku 5.17 (a). Soucasné je mozné pozorovat, ze doba, za kterou dosdhne intenzita flu-
orescen¢niho signalu EOH svého maxima je pro modely s vyssi koncentraci PpIX kratsi,
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nez pro vzorky s nizsi koncentraci PpIX. Dobré korelace vyvoju obou signdla (PpIX a
EOH), ktera je patrné z grafu obrazku 5.18, byla zaznamenéna pro vSechny ¢tyii vzorky
s koncentraci PpIX 5, 10, 15 a 20 uM, ozafované svételnym zdrojem o vykonu 1 mW.
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Obrazek 5.18: Vzajemna zavislost signalu PpIX a EOH v ozafovanych tkanovych modelech
s koncentraci PpIX 5, 10, 15 a 20 uM a DHE 200 pM. Vynesena data jsou prumérnou
hodnoutu ti{ méfeni.
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Kapitola 6

Diskuze

Vodné roztoky obsahujici fotosenzitivni latku (PS) jsou prostfedim, kde neni molekuldrni
pohyblivost omezena, coz znesnadnuje méreni procesu photobleachingu jako priuvodniho
jevu generace reaktivnich kyslikovych forem. [71] Jestlize je snahou studovat a vyhodno-
covat proces degradace fotosenzitivni latky, je s vyhodou vyuzivano hydrogelové prostredi
obsahujici fotosenzitivni slozku. Spektroskopicka studie fotosenzitivnich latek zamérena
na popis tohoto jevu,a zejména pak UV — VIS fluorescencni spektroskopie, je v piripadée
vodnych roztoku PS ovlivnéna molekularnimi pohyby v roztocich. Excitaéni paprsek in-
teraguje pouze s omezenym objemem roztoku v kyveté, tudiz muze dochazet k excitaci
molekul fotosenzitivni latky, ktera nebyla vystavena pusobeni reaktivnich forem kysliku.
Tento fakt je podporen i nehomogennim osvitem vodného roztoku, ¢imz dochézi ke ge-
neraci singletniho kysliku pouze v omezeném objemu. Tkan nebo v tomto piipadé mo-
delové tkanové prostiedi umoznuje fotodynamicky pusobit na lokalizovanou oblast, v niz
se nachazi fotosenzitivni latka, a kde nedochazi k vyraznym zménam v lokalizaci foto-
senzitivnich molekul. V idedlnim piipadé se v draze excitacniho paprsku nachazeji pouze
molekuly, které byly vystaveny svételnému zdroji, a poskytuji tak presnéjsi vypovédni
hodnotu, nez je tomu ve vodném prostiedi. Proces degradace PpIX v méfenych vodnych
roztocich byl obtizné proveditelny i z duvodu chemické povahy PplIX, diky které dochézelo
k tvorbé agregovanych forem, jejichz pritomnost byla dolozena nizkou detekéni schopnosti,
vyssi fotostabilitou systému a pozici emisniho peaku PpIX v oblasti okolo 622 nm. [58, 59|
Moznost detekce poklesu intenzity PpIX v ozafovanych roztocich byla pravdépodobné
umoznéna diky nizkému podilu agregovanych forem a v nékterych piipadech i pouzitim
vyssich koncentraci PpIX. [43] V oddilech 4.5.2 a 4.5.3, kde byl pokles intenzity PpIX v
ndvaznosti na osvit vodného roztoku pozorovén i pro nizsi koncentrace PpIX (1, 5, 10 uM)
a kde nebyl pouzit antiagregant, hrala pravdépodobné roli piitomnost DHE v roztoku.
Tato doménka vychazi z pozorovaného mirného narustu signéalu PpIX v pifitomnosti DHE
dolozeného v grafu obréazku 5.10 a z pozice emisniho maxima, které je vuci prostiedi bez
DHE posunuto do ¢ervené oblasti spektra.

s/

v neozarovaném prostiedi a vysokou stabilitu PpIX v neozarfovaném agarézovém zakladu.
Naopak bylo mozné pozorovat vyrazné rychlejsi pokles v intenzité signalu DHE, a to
zejména v kombinaci DHE-PplIX-agardza, oproti intenzité signalu DHE-vodné prostiedi,
ve kterém byly vyuzity i niz$i koncentrace DHE (~ 20 pM). Z tohoto duvodu a pro
moznost detekovat narust fluorescencniho signalu generovaného fotoproduktu v delsim
casovém tseku (~ 10 min), byly pro méfeni ve fantomu pouzity vysoké koncentrace DHE
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(200 uM). Pouziti takto vysoké koncentrace v bunééném systému by nebylo mozné, nebot
cytotoxicky uéinek dihydroethidia je uvddén pro koncentrace nad 45 pM. [62] Na dru-
hou stranu, je-li primarnim cilem prokazat v modelovém systému produkci reaktivnich
kyslikovych forem, neni volba vyssi koncentrace DHE sSpatnd. Obecné lze Tict, Ze sta-
bilita pouzitych slouc¢enin (PpIX a DHE) byla vyrazné vyssi v hydrogelovém prostiedi,
nez v roztocich za bez osvitovych podminek, coz muze byt pricteno nizsi difizni schop-
nosti kysliku do agarézového zakladu. [76] Naopak fotodegradace byla v agarézovém
ozafovaném prostiedi vyssi, nez v roztocich, a to pravdépodobné v dusledku omezené
molekularni pohyblivosti jednotlivych slozek v tomto prostiedi.

Propojeni fluorescen¢niho signalu PplX pii osvitu modelu s odezvou fluorescenéni sondy
(DHE) potvrdilo proveditelnost tohoto typu méfeni v laboratornich podminkéch, kdy
zejména pro nizké optické vykony (1 mW) bylo dosazeno linedrni korelace obou signélu.
Na druhou stranu je potieba zvazit podil prispévku ROS na pokles intenzity fluorescence
PpIX a odpovidajici narust intenzity fluorescence znacky. [47, 48] Jak bylo dolozeno ve
studii [37] je mozné propojenim signalni odezvy fotosenzitivni znacky s odezvou bunééného
systému urc¢it minimalni svételnou davku potiebnou k usmrceni daného populacniho roz-
sahu. Jak autori doplnuji, je pro vyuziti tohoto pristupu v praxi potieba zajistit shodnou
lokalizaci obou sloucenin (fotosenzitivni latky a fluorescenéni sondy) v buiice a ovérit
podil reaktivnich kyslikovych forem na aktivaci fluorescenéni sondy a néasledné bunécéné
smrti.

Vzhledem k tomu, Ze jsou fotochemické vlastnosti protoporphyrinu IX zavislé na pH
prostiedi, jehoz hodnota nebyla pii experimentech na agarézovych modelech stanovena,
lze na podobné chemické vlastnosti nadorové tkané a agarézového modelu usuzovat z
fluorescencniho spektra PpIX. Pozice emisniho maxima PpIX na 635 nm zaclenéného
do agarézového modelu odpovidd hodnoté ziskané z mozkové ndadorové tkané. [71] Pro
budouci méreni by vsak bylo vhodné provést stanoveni pH agardzového zékladu, napriklad
pomoci fluorescencnich pH senzort.
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Zaver

Jednim z hlavnich cilu prace bylo navrhnout model lokalizované nddorové tkané, na némz
by bylo mozné sledovat produkeci reaktivnich kyslikovych forem (ROS) béhem osvitu.
Pro tento 1cel byly vytvoreny fluorescencni modely sestavajici z agarézového zakladu s
obsahem rozptylové a absorbujici slozky. Do vytvorenych modelu byla zaclenéna fluo-
rescencni znacka dihydroethidium (DHE) spolu s fotosenzitivni latkou (PpIX). Pomoci
metod fluorescenéni spektroskopie byla provedena charakterizace obsahovych slozek nej-
prve vodného, a néasledné modelového systému. Na zakladé provedenych charakteris-
tik bylo potvrzeno rozdilné chovani PpIX v jednotlivych prostiedich v ramci jeho flu-
orescencnich vlastnosti. Detekce reaktivnich kyslikovych forem byla provedena s vyuzitim
fluorescencni sondy dihydroethidia, reagujictho s ROS za vzniku specifického fluorescen-
¢niho fotoproduktu. Ve spojitosti se vznikem fotoproduktu byla soucasné méfrena degra-
dace fotosenzitivni latky v ozafovaném prostiedi. Trend nartustu fluorescenéni odezvy
generovaného fotoproduktu v navaznosti na produkci reaktivnich kyslikovych forem, byl
zaznamenan v obou ozatrovanych systéméch obsahujicich PpIX a DHE.

Navrzeny model lze v budoucnu vyuzit pro studium vlivu ruznych osvitovych schémat
v navaznosti na zvoleny typ fotosenzitivni latky, pripadné fluorescenc¢ni znacky. Pomoci
ziskanych charakteristik je nasledné mozné stanovit optimalni osvitové a detekéni pod-
minky pro vyvoj technik selektivniho ozatovani tkané. Vyuziti dozimetrického piistupu
zapojujiciho fluorescenéni signalizacni slouceniny ve fotodynamické terapii, které by po-
skytovaly méritelnou odezvu na osvit tkané, je perspektivni alternativou k jiz existujicim
dozimetrickym postupum. Data ziskana z modelového systému lze prenést na bunécné
nebo tkanové vzorky, u nichz by odezva na aplikovanou davku, kvantifikovana v podobé
poc¢tu usmrcenych bunék, odpovidala mnozstvi vyprodukovanych kyslikovych forem.
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Obalka[2..254]: |1

=

PWMO [2.0bal: |10 A 100.0%
PWM1 [2..Obal: 0 0.0%
PWM2 [2.0ba: | 0 00 0.0%
PWM3 [2.0ba: | 0 00 0.0%
Time base : 1 01

Temp time [min]{ 1
31318 27764
33.6 221

¥ Timer (temp) On
@ Timer base 2s
" Time base 5s %
¢ Time base 10 ™| '

" Time base 20s

" Time base 30s

Obrazek A.2: Uzivatelské rozhrani pro tizeni optického vykonu ¢tyt paru LED diod, spolu
s tabulkou pro zaznam teplotnich trendu snimanych pomoci dvou teplotnich ¢idel.
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