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fluorescenčńım modelu rakovinné tkáně
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zákon̊u (autorský zákon).
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Anotace

Fotodynamická terapie (PDT, Photodynamic therapy) je léčebný postup využ́ıvaj́ıćı inter-
akce světla s fotosenzitivńı látkou, jej́ımž výsledkem je produkce reaktivńıch kysĺıkových
forem (ROS, Reactive Oxygen Species) a následná destrukce ozářených buněk. Jednou z
možných cest vedoućıch k optimalizaci léčebných výsledk̊u v rámci dozimetrie je začleněńı
fluorescenčńı značky citlivé na př́ıtomnost reaktivńıch kysĺıkových forem do ozařované ob-
lasti.

Ćılem práce je navržeńı tkáňového modelu umožňuj́ıćıho studium generace reaktivńıch
kysĺıkových forem s ohledem na osvitové podmı́nky a typ fotosenzitivńı látky začleněné
do tohoto modelu. V prvńı fázi je provedena charakterizačńı studie fotochemických změn,
k nimž docháźı v ozařovaném vodném prostřed́ı obsahuj́ıćım protoporfyrin IX (PpIX).
Následně jsou vyhodnoceny fluorescenčńı vlastnosti a odezva PpIX inkorporovaného do
ozařovaného modelového systému. V obou prostřed́ıch je využito vlastnost́ı dihydroethi-
dia jako zástupce fluorescenčńı sondy citlivé na př́ıtomnost reaktivńıch kysĺıkových forem.

Výsledky studie provedené na vodných roztoćıch a ve fluorescenčńım tkáňovém modelu
zachycuj́ı rozd́ılné spektrálńı charakteristiky použitých složek ve smyslu stability a citli-
vosti pro osvitové a bez osvitové podmı́nky. V obou prostřed́ıch byl zaznamenán nár̊ust
intenzity fluorescence DHE-fotoproduktu v návaznosti na vzr̊ustaj́ıćı koncentraci PpIX
a zvyšuj́ıćı se světelnou dávku. Lineárńı pr̊uběh vzájemné závislosti fluorescence PpIX a
signálu generovaného fotoproduktu byl potvrzen v agarózovém modelovém prostřed́ı pro
ńızké hodnoty optického výkonu (1 mW).

Kĺıčová slova: Fotodynamická terapie, reaktivńı kysĺıkové druhy, PDT dozimetrie, flu-
orescenčńı tkáňový 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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1.4 Vazba PpIX s molekulou GC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
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PS Fotosenzitivńı látka, fotosenzibilizátor
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Úvod

Fotodynamická terapie (PDT, Photodynamic therapy) je d́ıky svým přednostem význam-
ným přispěvatelem v oblasti léčby rakovinných onemocněńı, kde spolu s chirurgickým
př́ıstupem, radioterapíı a chemoterapíı tvoř́ı dnes již pevný základ pro léčbu některých
patologických stav̊u. Důležitost fotodynamické terapie potvrzuje i jej́ı uplatněńı v nenádo-
rové terapii. Atraktivita PDT spoč́ıvá v samotném funkčńım principu, kdy je pro destrukci
patogenńıch oblast́ı využita interakce světla, fotosenzitivńı látky a kysĺıku. Všechny tři
složky jsou z hlediska výskytu a dostupnosti přirozenou součást́ı organismu a jeho okoĺı,
tud́ıž nepředstavuj́ı významnou zátěž v porovnáńı s ostatńımi léčebnými př́ıstupy.

I když bylo v oblasti PDT dozimetrie provedeno velké množstv́ı studíı a vznikla celá
řada dozimetrických př́ıstup̊u, umožňuj́ıćıch kvantitativně hodnotit výsledky léčby, stále
chyb́ı standardizovaný model, který by našel uplatněńı v klinické praxi. Zlepšeńı do-
zimetrických metod vedoućıch k optimalizaci léčebných výsledk̊u, např́ıklad z hlediska
určeńı minimálńı světelné dávky postačuj́ıćı k zničeńı patogenńı tkáně, lze nalézt v alter-
nativńı metodě monitorováńı produkce reaktivńıch kysĺıkových forem (ROS). Generaci
ROS, v odezvě na osvit, je možné zprostředkovaně měřit pomoćı fluorescenčńı sondy,
jej́ıž fotofyzikálńı vlastnosti jsou v př́ıtomnosti reaktivńıch kysĺıkových forem měněny.
Celkovou signálńı intenzitu vznikaj́ıćıho fotoproduktu lze následně využ́ıt jako měř́ıtko
dodané světelné dávky s ohledem na koncentraci fotosenzitivńı látky a kysĺıku v mı́stě
osvitu. Studie využ́ıvaj́ıćı modelového systému s následnou aplikaćı na buněčné prostřed́ı
představuje d̊uležitý nástroj pro zefektivněńı účinnosti léčby. Tkáňový model na rozd́ıl
od živého prostřed́ı umožňuje provádět experimentálńı měřeńı v kontrolovaném a rela-
tivně homogenńım prostřed́ı. Dı́ky vzájemné provázanosti všech tř́ı činitel̊u vystupuj́ıćıch
v procesu PDT (světlo, fotosenzitivńı látka a koncentrace kysĺıku) lze tyto parametry mo-
difikovat a výsledný efekt pozorovat na dobře popsaném systému. Významnost tkáňových
fantomů spoč́ıvá v možnosti propojeńı teoretických model̊u s experimentálńımi výsledky.
Daľśı výhodou je jejich dostupnost, nenáročná laboratorńı výroba a časová stabilita oproti
tkáňovým vzork̊um. [1, 2]

Ćılem práce je navržeńı tkáňového modelu a studium produkce reaktivńıch kysĺıkových
forem během osvitu modelu obsahuj́ıćıho fotosenzitivńı látku protoporphyrin IX (PpIX).
Současně je charakterizována fluorescenčńı odezva PpIX začleněného do vodného prostřed́ı
v návaznosti na osvitové podmı́nky. V obou systémech byla měřena fluorescence dihyd-
roethidia jako zástupce fluorescenčńı sondy citlivé na př́ıtomnost reaktivńıch kysĺıkových
forem. Pro zajǐstěńı hydrogelového prostřed́ı byl vytvořen fluorescenčńı tkáňový model
na agarózové bázi, který d́ıky obsahu absorbuj́ıćı a rozptylové složky splňoval nároky
na optické vlastnosti tkáně. Obě prostřed́ı umožnila studium vlivu r̊uzných osvitových
schémat na generaci reaktivńıch kysĺıkových forem. Rovněž bylo možné hodnotit proces
degradace fotosenzitivńı látky (photobleaching) jako pr̊uvodńı jev generace ROS při foto-

1



dynamické reakci.

Předložená práce je tematicky rozdělena do pěti odd́ıl̊u. Prvńı kapitola zasazuje PDT do
historického kontextu a přibližuje léčebné principy interakce světla, fotosenzitivńı látky a
kysĺıku z fyzikálně chemického pohledu. Závěr kapitoly přináš́ı náhled na nové směry
ve vývoji fotosenzitivńıch látek a zp̊usob̊u jejich interakce s excitačńımi zdroji, které
zásadńım zp̊usobem rozšǐruj́ı a vylepšuj́ı aplikaci PDT. Samostatnou kapitolu tvoř́ı oblast
dozimetrických metod. Následuj́ıćı kapitoly práce se věnuj́ı experimentálńı fázi, která je
rozdělena do dvou hlavńıch část́ı. Prvńı část se věnuje detekci reaktivńıch kysĺıkových
forem ve vodném prostřed́ı, druhá pak studuje formaci ROS v agarózovém prostřed́ı fluo-
rescenčńıho tkáňového modelu. Závěrečná sekce zahrnuje vyhodnoceńı výsledk̊u źıskaných
v pr̊uběhu měřeńı a diskuzi nových př́ıstup̊u rozv́ıjej́ıćıch dosavadńı poznatky.

Zvolený postup studia fotochemických jev̊u nejprve ve vodném a následně v agarózovém
prostřed́ı, vycháźı ze snahy ověřit formaci ROS v nejjednodušš́ım možném systému. Daľśı
motivaćı je nalezeńı optimálńıch podmı́nek (koncentrace použitých sloučenin, osvitové
podmı́nky) pro charakterizaci generace ROS ve složitěǰśım, tkáň imituj́ıćım modelu.
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Kapitola 1

Fotodynamická terapie

Fotodynamická terapie (PDT, Photodynamic therapy) je léčebný postup využ́ıvaj́ıćı in-
terakce světla s fotosenzitivńı látkou (PS, fotosenzibilizátor, fotosenzitivńı látka), jej́ımž
výsledkem je destrukce ozářených buněk. Prvńı krok vedoućı k buněčné smrti zahrnuje
zvýšenou akumulaci PS v patogenńıch buňkách, kde po ozářeńı světelným zdrojem s
vhodnou emisńı charakteristikou (vlnová délka spadá do absorpčńıho spektra použité fo-
tosenzitivńı látky) docháźı za př́ıtomnosti kysĺıku ke generaci reaktivńıch kysĺıkových fo-
rem (ROS, Reactive Oxygen Species). Vzniknuvš́ı reaktivńı kysĺıkové formy, zejména pak
singletový kysĺık, maj́ı d́ıky své chemické povaze schopnost vyvolat cytotoxický účinek.

1.1 PDT v historii

Již před 3500 lety byla v oblastech Indie a Egypta použ́ıvána rostlina Ammi majus L. k
léčbě poruchy kožńı pigmentace vitiliga. V pozděǰśıch letech byla z této rostliny izolována
účinná látka psoralen, která v kombinaci s UVA vykazuje terapeutický efekt, tzv. PUVA
terapie (psoralen + UVA). [3] Vybrané historické milńıky ve výzkumu léčebných účink̊u
světla v kombinaci se sloučeninami citlivými na světlo jsou uvedeny na obrázku 1.1.

Obrázek 1.1: Významné události v historickém vývoji fotodynamické terapie. Převzato a
upraveno z [4].
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1.2 Mechanismus fotodynamického p̊usobeńı

Výsledný fotodynamický efekt na buněčné a tkáňové úrovni je ovlivněn mnoha vzájemně
se ovlivňuj́ıćımi faktory. Mezi rozhoduj́ıćı činitele patř́ı typ fotosenzitivńı látky, jej́ı extra
a intracelulárńı lokalizace a výsledná koncentrace v patogenńı tkáni závisej́ıćı na podané
dávce a akumulaci v čase od podáńı (DLI, Drug-Light Interval). Daľśı d̊uležitou roli hraje
celková světelná dávka (J/m2), zářivá energie zdroje (W) a koncentrace kysĺıku v mı́stě
osvitu. [4]

Mechanismus fotodynamického p̊usobeńı na úrovni tkáńı a výsledná cytotoxicita je popi-
sován pomoćı tř́ı reakčńıch typ̊u. V prvńım př́ıpadě jde o př́ımé p̊usobeńı PS prostřednic-
tv́ım generace reaktivńıch kysĺıkových forem na buňku, které zp̊usob́ı jej́ı poškozeńı ve-
doućı k nekróze, apoptóze nebo autofagii. Druhá možnost zahrnuje poškozeńı cév zásobu-
j́ıćıch patogenńı tkáň, což vede k nedostatečnému tkáňovému okysličeńı. Cévńı poškozeńı
je významně ovlivněno časem mezi aplikaćı fotosenzitivńı látky a světelnou expozićı,
kdy dlouhé časové prodlevy umožňuj́ı PS difundovat do nádorové tkáně, a snižuj́ı tak
vaskulárńı poškozeńı. Třet́ım mechanismem je aktivace imunitńı odezvy v̊uči patogenńı
tkáni v d̊usledku zánětlivých změn vyvolaných aplikaćı PDT. Oba naposled zmı́něné
zp̊usoby jsou řazeny do kategorie nepř́ımého p̊usobeńı vedoućıho k buněčné smrti. [4]

Hlavńım cytotoxickým efektorem ve fotodynamickém procesu je molekula singletového
kysĺıku, která svými oxidativńımi vlastnostmi poškozuje zejména aminokyselinové zbytky
v proteinech a DNA. Mı́sto akumulace fotosenzitivńı látky na subcelulárńı úrovni je
ovlivněno jednak jej́ı chemickou charakteristikou (náboj, hydrofobicita), tak buněčnou
liníı. [5] Záporný náboj dvoǰsroubovice DNA upřednostňuje interakce zejména s fotosen-
zitizátory maj́ıćımi kladně nabité postranńı řetězce, jako je tomu např́ıklad u molekuly
TMPyP. [6, 7]

V širš́ım pohledu existuje v́ıce mechanismů vedoućıch k buněčné smrti, protože akumu-
lace PS uvnitř buňky zahrnuje v́ıce celulárńıch podjednotek, jejichž poškozeńı v d̊usledku
tvorby ROS vyvolává odlǐsné změny. Na buněčné úrovni rozlǐsujeme poškozeńı organel
indukovaná ROS, která mohou vést k nekróze, apoptóze, nebo k autofagii.

Apoptické změny jsou nejčastěji vyvolány mitochondriálńım poškozeńım, které vede k
uvolněńı cytochromu c (Cyt c) a následné aktivaci kaspázové kaskády, štěṕıćı buněčné
struktury - proteiny buněčného skeletu nebo proteiny vyztužuj́ıćı jadernou membránu.
K apoptóze může doj́ıt i na základě aktivace receptor̊u buněčné smrti. Apoptické změny lze
z morfologického hlediska pozorovat jako fragmentaci DNA, kondenzaci chromatinu a cel-
kové buněčné smrštěńı. Vlastnosti změněného buněčného povrchu zapř́ıčińı bezprostředńı
fagocytózu buňky, aniž by došlo k vylit́ı buněčného obsahu do okoĺı. [8] Apoptické změny
podporuj́ı zejména fotoaktivńı sloučeniny akumulované v mitochondríıch (5-ALA-PpIX)
nebo v endoplazmatickém retikulu. [9] Nekróza je nepředv́ıdaná, náhlá buněčná smrt
zp̊usobená akutńım poraněńım fyzikálńıho nebo chemického p̊uvodu. Z morfologického
pohledu se buněčná nekróza projevuje zvětšeńım buněčného objemu, porušeńım plazma-
tické membrány a vylit́ım buněčného obsahu, což zp̊usobuje zánětlivou reakci v mı́stě
výskytu. K buněčné nekróze přisṕıvaj́ı fotosenzitivńı látky lokalizované v lysozomech a
plazmatické membráně (PpIX). [9, 10, 7] Autofagie je katabolický proces zahrnuj́ıćı de-
gradaci poškozených buněčných organel a protein̊u v lysozomech. K procesu docháźı bez
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ohledu na lokalizaci PS.

To zda dojde k buněčné nekróze nebo apoptóze záviśı na koncentraci fotosenzitivńı látky a
na světelné dávce. Menš́ı světelné dávky vedou k apoptickým změnám, zat́ımco u vyšš́ıch
koncentraćı PS nebo vyšš́ıch optických dávek převažuj́ı nekrotické změny. [8] Při zachováńı
celkové světelné dávky, kdy jsou buňky vystaveny světelným zdroj̊um o r̊uzných výkonech,
je možné pozorovat převahu apoptických změn v př́ıpadě nižš́ıho výkonu, oproti nekro-
tickým proces̊um vyvolaným zdrojem o vyšš́ım výkonu. [11]

1.3 Nové směry ve vývoji PDT

Léčebný rozsah PDT pokrývá nádorová i nenádorová onemocněńı (aktinická keratóza,
věkem podmı́něná makulárńı degenerace, arteroskleróza, dentálńı infekce), přičemž limi-
tuj́ıćım faktorem byla až doposud nepovrchová lokalizace patogenńı tkáně, znemožňuj́ıćı
pr̊unik viditelného světla do hlubš́ıch vrstev těla (absorpce většiny PS je v oblasti< 700 nm).
Využit́ım endoskop̊u v kombinaci s optickými vlákny je tento problém z části překonán a
rozšǐruje léčbu i na tělńı dutiny (močový měchýř, pĺıce, j́ıcen).

Daľśım perspektivńım př́ıstupem k překonáńı optické tkáňové bariéry pro viditelnou ob-
last spektra je zapojeńı zářivého přenosu energie z excitované nanočástice na molekulu
PS (Nanoparticles – PDT). Excitace nanočástice je doćılena vysokoenergetickým typem
zářeńı např.: RTG. Nanočástice s vhodnou emisńı charakteristikou (překryv emisńıho
spektra nanočástice s absorpčńım spektrem PS, viz př́ıklad PpIX jako fotosenzitivńı látka
a LuAG:Pr jako zástupce luminiscenčńı nanočástice na obrázku 1.2), pak funguje jako
excitačńı zdroj pro PS.[12]
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Obrázek 1.2: Normalizované emisńı spektrum LuAG:Pr (λex = 2.88 nm) a absorpčńı
spektrum Protoporphyrinu IX (PpIX). Měřeńı fluorescence LuAG:Pr bylo provedeno na
aparatuře bĺıže popsané v [13], absorpčńı spektrum roztoku PpIX v ethanolu (10 µM)
bylo měřeno na spektrofotometru UV-3600 (Shimadzu, Japonsko).
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Kvantové tečky oproti fluorescenčńım nanočástićım umožňuj́ı př́ımou i nepř́ımou generaci
singletového kysĺıku pomoćı nezářivého energetického přenosu (FRET, Förster resonance
energy transfer). Kvantové tečky v excitovaném elektronovém stavu mohou skrz ener-
getický přenos excitovat molekulu PS, která je na kvantovou tečku navázána (nepř́ımá
generace 1O2) nebo př́ımo interagovat s molekulou kysĺıku. [14, 15]

Využit́ı vlastnost́ı up-konvertuj́ıćıch nanočástic (UCN, Upconversion nanoparticles), kdy
po excitaci docháźı ke generaci světla o kratš́ı vlnové délce než je excitačńı, umožňuje gene-
rovat 1O2 v hlubš́ıch tkáňových oblastech. UCN, obvykle lanthanoidy dopované nanočástice
(Y2O3:Er,Yb) s navázanou fotosenzitivńı látkou, lze excitovat např́ıklad laserem v bĺızké
infračervené oblasti (absorpčńı koeficient hlavńıch tkáňových chromofor̊u je pro oblast
NIR nižš́ı – oblast tkáňového optického okna 700 – 1000 nm), kdy následnou emiśı v
oblasti VIS je excitována fotosenzitivńı látka a generován 1O2. [16, 17]

Výše zmı́něné př́ıstupy umožňuj́ı rozš́ı̌reńı PDT na hluboko lokalizovaná ložiska patogenńı
tkáně, kam viditelná spektrálńı oblast nepronikne. Nav́ıc lze některé postupy uplatnit
v kombinaci s konvenčńı radioterapíı, kdy je možné sńıžit radiačńı dávku v d̊usledku
podp̊urného p̊usobeńı PDT v mı́stě nádor̊u. [18] Schematické znázorněńı generace single-
tového kysĺıku s využit́ım kvantových teček, luminiscenčńıch nanočástic a up-konvertuj́ı-
ćıch nanočástic pro metodu PDT je zachyceno na obrázku 1.3.

V oblasti vývoje fotosenzitivńıch látek je snahou posouvat jejich absorpčńı vlastnosti
do bĺızké infračervené spektrálńı oblasti (> 700 nm) v d̊usledku vyšš́ı pronikavosti do
tkáńı. Pro fotosenzitivńı látky s absorpćı v kratš́ıch vlnových délkách je možné využ́ıt
dvou-fotonové excitace v infračervené oblasti, která však klade nároky na fotosenzitivńı
látku z hlediska účinnosti dvou-fotonové absorpce. Kromě možnosti hloubkově aktivovat
PS, přináš́ı koncept dvou-fotonové excitace výhodu v přesně lokalizovaném excitačńım
objemu, kdy k aktivaci docháźı ve fokálńım objemu excitačńıho paprsku. Dosaženou pro-
storovou přesnost́ı je možné sńıžit nároky na akumulačńı selektivitu fotosenzitivńı látky.
Nově vyvinuté fotosenzitivńı látky s vysokou účinnost́ı dvou-fotonové absorpce, jakými
jsou např́ıklad konjugované porfyrinové dimery, byly zkoumány v in vivo podmı́nkách na
myš́ım modelu v postupu vedoućımu k selektivńımu uzávěru cévńıho úseku. [19]
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Obrázek 1.3: Schematické znázorněńı využit́ı kvantových teček (QD) – I, luminiscenčńıch
nanočástic (NP) – II a up-konvertuj́ıćıch nanočástic (UCN) – III, ke generaci singletového
kysĺıku (1O2). PS, fotosenzitivńı látka (základńı stav); ∗, excitovaný stav; RET, rezonančńı
přenos energie (Resonance Energy Transfer); ET, přenos energie (Energy Transfer); ISC,
mezisystémový přechod (InterSystem Crossing). Upraveno z [20].

1.3.1 Dopravńıkové systémy fotosenzitivńıch látek

Celá řada fotosenzitivńıch látek vykazuje ve vodném prostřed́ı hydrofobńı vlastnosti, které
se projevuj́ı tvorbou agregát̊u. Samozhášeńı excitovaných agregát̊u snižuje kvantový vý-
těžek delta kysĺıku a odezva nádorové tkáně na ozářeńı je tak nižš́ı. Z d̊uvod̊u překonáńı
těchto obt́ıž́ı je vývoj systémů pro zlepšeńı doručeńı fotosenzitivńıch látek do ćılové oblasti
zásadńı. Mezi dopravńıkové systémy (PS – vektor), které funguj́ı jako nosiče fotosenzi-
tivńıch látek a jsou za t́ımto účelem zkoumány, patř́ı liposomy (vesikly tvořené fosfolipi-
dovou dvojvrstvou), polymerńı nanočástice a polymerńı micely. [21, 22]

Daľśı motivaćı ve vývoji systémů PS – vektor je zvýšeńı akumulačńı specificity v oblasti
nádoru (Tumor site-specific PDT), která snižuje ohrožeńı zdravých buněk na minimum.
Významným př́ınosem na tomto poli jsou aktivovatelné fotosenzitivńı látky (Activatable
Photosensitisers), které využ́ıvaj́ı chemického spojeńı PS a regulačńı molekuly (regulátor).
V oběhovém systému se navázaná molekula fotosenzitivńı látky vyskytuje v latentńı (ne-
aktivńı) formě. Fotodynamicky neaktivńı stav přecháźı v aktivńı až v nádorové tkáni,
poté co je rozštěpena vazba PS – regulátor, a to pomoćı endogenńıch stimul̊u charak-
teristických pro nádor – ńızké pH, enzymatická aktivace. Jako př́ıklad lze uvést vazbu
hydrofobńı fotosenzitivńı látky (PpIX) s hydrofilńı polymerńı molekulou (př́ırodńı po-
lysacharidy) viz obrázek 1.4, kdy se ve vodném prostřed́ı vytvoř́ı struktura zp̊usobuj́ıćı
shlukováńı molekul PS vedoućı k samozhášeńı excitovaných stav̊u. Znovuobnoveńı foto-
aktivity nastává až v nádoru, kde dojde k rozrušeńı polymerńı vazby a následné separaci
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jednotlivých molekul fotosenzitivńı látky, č́ımž je obnovena schopnost tvorby delta kysĺıku
po excitaci PS. [23, 24]

Obrázek 1.4: Vazba protoporfyrinu IX s molekulou glykol chitosanu (PpIX-GC) – A,
vedoućı k tvorbě samozhášećıho komplexu (neaktivńı stav) s nemožnost́ı fotosenzitizované
reakce po dobu trváńı vazby – B. Převzato a upraveno z [23, 22].
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Kapitola 2

Reaktivńı kysĺıkové formy

Reaktivńı kysĺıkové formy (ROS, Reactive Oxygen Species) jsou chemicky pozměněné
molekuly, které mohou vznikat např́ıklad fotosenzitizovanou reakćı prvńıho nebo druhého
typu. [25] Mechanismus jednotlivých reakćı je bĺıže popsán v následuj́ıćı kapitole.

2.1 Tvorba reaktivńıch kysĺıkových forem

Deaktivačńı proces (zhášeńı) tripletńıho stavu molekuly senzitizátoru, vedoućı ke vzniku
reaktivńıch kysĺıkových forem, lze rozdělit do dvou skupin. Prvńı reakčńı typ (Typ I)
spoč́ıvá v přenosu elektronu nebo vod́ıkového atomu mezi excitovanou molekulou fotosen-
zitivńı látky v tripletńım stavu a substrátem (např.: buněčné organely, jiné molekuly),
což vede k tvorbě volných aniontových nebo kationtových radikál̊u, např́ıklad super-
oxid̊u (O.−

2 ). Vytvořené radikálové molekuly mohou následně interagovat s molekulou
kysĺıku a produkovat daľśı reaktivńı kysĺıkové formy. Druhý typ reakce (Typ II) zahrnuje
energetický přenos mezi excitovanou molekulou fotosenzitivńı látky v tripletńım stavu a
molekulou kysĺıku viz kapitola 2.2, který vede k tvorbě singletového kysĺıku. Zjednodušené
schéma reakčńıch mechanismů vedoućıch k tvorbě ROS je znázorněno na obrázku 2.1. [5]

Obrázek 2.1: Grafické znázorněńı fotofyzikálńıch a fotochemických změn účastńıćıch se
fotodynamického procesu a následuj́ıćıch chemických reakćı. H2O2, peroxid vod́ıku; O2

(1∆g), singletový kysĺık (excitovaný stav); O2 (3Σ−
g ), tripletńı kysĺık (základńı stav);

O.−
2 , superoxidový anion; OH ., hydroxilový radikál; SOD, superoxid dismutáza; X−/+

anion/kation molekula; X ., radikálová molekula. Převzato a upraveno z [26]

Typ a výtěžnost fotodynamicky generovaných kysĺıkových forem je značně ovlivněna
bezprostředńım okoĺı senzibilizátoru, jak bylo prokázáno ve studii [27]. Převládaj́ıćım
reakčńım typem tripletńıho stavu fotosenzitivńı látky s okoĺım je energetický přenos, ve-
doućı ke vzniku singletového kysĺıku, který však může být v př́ıpadě ńızké koncentrace
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kysĺıku nahrazen prvńım reakčńım typem. [28] Generace singletového kysĺıku prostřednic-
tv́ım energetického přenosu je uskutečnitelná pouze u typ̊u fotosenzitivńıch látek, jejichž
energetický rozd́ıl mezi základńım a excitovaným tripletńım stavem je vyšš́ı, než je energie
potřebná k excitaci kysĺıku (94 kJ/mol).

2.2 Singletový kysĺık

Singletový kysĺık (1O2) respektive jeho stabilněǰśı forma (1∆g, delta kysĺık) je excitovanou
molekulou základńıho tripletového stavu molekulárńıho kysĺıku, která je hlavńım cytoto-
xickým činitelem vystupuj́ıćım v procesu PDT. V základńım stavu (3Σ−

g ) má molekula
kysĺıku v nejvyšš́ım antivazebném orbitalu dva nepárové elektrony s paralelńımi spiny,
tzn. spinová multiplicita je 3 (triplet) a jej́ı reaktivita s většinou okolńıch látek, převážně
v singletových stavech, je omezena (spinový zákaz). Reaktivita excitované kysĺıkové formy
(1∆g) se odv́ıj́ı od elektronového obsazeńı orbital̊u. Singletová forma kysĺıku obcháźı Hun-
dovo pravidlo o obsazováńı degenerovaných orbital̊u a ve svém excitovaném stavu má
všechny elektrony spárovány, tzn. spinová multiplicita je 1 (singlet) a reakce s okolńımi
látkami je spinově dovolena. [6] Schéma molekulárńıch orbital̊u jednotlivých kysĺıkových
forem je na obrázku 2.2.

Obrázek 2.2: Schéma molekulárńıch orbital̊u tripletńıho kysĺıku – kysĺık v základńım stavu
(vlevo), singletového kysĺıku s nižš́ı (uprostřed) a vyšš́ı energíı (vpravo). Upraveno z [29].

Tvorba singletového kysĺıku spojená s fotosenzitizovanou reakćı prob́ıhá nepř́ımo pro-
střednictv́ım molekuly senzitizátoru, zjednodušené schéma této reakce je na obrázku 2.3.
Poté, co senzibilńı látka v základńı stavu S0 (např. PpIX) absorbuje světelné kvantum, a
dostane se tak do určitého excitovaného stavu Sx, přecháźı na nejnižš́ı excitovaný stav S1

odkud může procesy vnitřńı konverze (VK) nebo fluorescenčńım přechodem skončit opět
v základńım stavu S0. K deaktivaci z S1 může docházet i tzv. mezisystémovým přechodem
(MP), kdy se po změně spinu elektronu dostane fotosenzitivńı látka do tripletńıho stavu.
Zde molekula setrvá z d̊uvodu spinového zákazu a může reagovat se svým okoĺım např́ıklad
s kysĺıkem v základńım (tripletńım) stavu. Deaktivaćı (zhášeńım v podobě energetického
přenosu) tripletńıho stavu PS dojde k vybuzeńı tripletńı molekuly kysĺıku do jednoho ze
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dvou singletových stav̊u s odlǐsnou energíı (1∆g a 1Σ+
g ). Stabilněǰśı singletový kysĺık 1∆g je

energeticky nižš́ı formou (94.1 kJ ·mol−1) oproti 1Σ+
g (156.9 kJ ·mol−1). Jelikož je přechod

mezi 1Σ+
g a 1∆g spinově dovolený, nastává s vysokou pravděpodobnost́ı, a nepř́ımo tak

přisṕıvá k tvorbě 1∆g. [6] U většiny fotosenzitivńıch látek, jakými jsou např́ıklad porfyriny
a jejich deriváty, je charakteristická vysoká výtěžnost tripletńıho stavu a tud́ıž i výtěžnost
singletového kysĺıku (0.3 – 0.8).

Obrázek 2.3: Jablonskeho diagram znázorňuj́ıćı energetické přechody, tvorbu singletového
kysĺıku energetickým přenosem a zářivé přechody (1) - (3) využ́ıvané k př́ımé detekci
singletového kysĺıku.

Mimo fotosenzitizovanou reakci je možné singletový kysĺık generovat i fyzikálńım mecha-
nismem aplikace mikrovlnného výboje v kysĺıkové atmosféře, chemickou cestou při re-
akci chlornanu s peroxidem vod́ıku (chemiluminiscenčńı reakce s emiśı na 634 nm), nebo
př́ımou excitaćı molekulárńıho kysĺıku na vlnové délce 1270 nm. [30] Doba života této
vysoce reaktivńı molekuly je ovlivněna okolńım prostřed́ım a pohybuje se mezi 4 µs ve
vodě až 72 min v plynech. [31] V biologických systémech je doba života < 0.04 µs, z čehož
vyplývá i krátký dosah p̊usobnosti (< 0.02 µm) tud́ıž jsou škody j́ım zp̊usobené ome-
zeny na mı́sto akumulované fotosenzitivńı látky. [32, 33] Jedná se zejména o plazmatické
membrány a buněčné organely, viz stručný popis buněčného p̊usobeńı v kapitole 1.2. [8]
Přesná buněčná lokalizace se odv́ıj́ı od charakteristiky fotosenzitivńı látky, kdy v př́ıpadě
hydrofobńı molekuly PpIX byl zaznamenán výskyt v bĺızkosti plazmatických membrán.
[21, 7] Hydrofilńı molekuly naproti tomu obt́ıžně difunduj́ı skrz plazmatickou membránu,
do buňky se tak mohou dostávat endocytózou a jejich zvýšená akumulace je v cytoplazmě
buňky. [5] Aniontové substitučńı skupiny na porfyrinových makrocyklech některých fo-
tosenzitivńıch látek, jsou zodpovědné za zvýšenou akumulačńı schopnost v nádoru v
d̊usledku ńızkého pH prostřed́ı. [10]
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Účinnost PDT se odv́ıj́ı od efektivity tvorby 1O2. Tvorba delta kysĺıku je ovlivněna ty-
pem fotosenzitivńı látky a jej́ımi fotofyzikálńımi charakteristikami (výtěžnost tripletńıch
stav̊u podmiňuj́ıćı tvorbu singletového kysĺıku), rozpouštědlem (pH, hydrofobicita). [24]
Výtěžnost singletového kysĺıku je v polárńıch rozpouštědlech, jakým je např́ıklad voda, o
zhruba polovinu nižš́ı, než je tomu v př́ıpadě nepolárńıch rozpouštědel, jakým je toluen.
Přenos náboje excitované molekuly, výrazný v polárńıch rozpouštědlech, představuje ne-
gativńı deexcitačńı cestu z tripletńıho stavu z hlediska tvorby singletového kysĺıku, která
je t́ımto zp̊usobem sńıžena. V organických rozpouštědlech při pokojové teplotě je kysĺık
d́ıky difúzńım proces̊um zastoupen v koncentraci 1–3 × 10−3 M. Koncentrace kysĺıku v
polárńıch rozpouštědlech je o řád nižš́ı, než je tomu v některých běžných organických roz-
pouštědlech. [34] Koncentrace kysĺıku v základńım stavu je v d̊usledku fotodynamické akce
snižována. Negativńım projevem tohoto jevu může být sńıžená odezva nádorové tkáně na
léčbu. Možná řešeńı spoč́ıvaj́ı ve sńıžeńı optického výkonu nebo zapojeńı frakcionovaného
režimu osvitu, kdy je zajǐstěna reoxygenace ozařované oblasti.
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Kapitola 3

Dozimetrické metody

Existuje v́ıce obt́ıžně měřitelných parametr̊u, které je potřeba znát pro stanoveńı účinné
světelné dávky v PDT, tzn. pro vyvoláńı cytotoxického efektu. Obecně se jedná o kom-
binaci tř́ı nejd̊uležitěǰśıch, vzájemně provázaných složek, jejichž r̊uzné zastoupeńı ve fo-
todynamickém procesu významně ovlivňuje výsledný terapeutický efekt: kysĺık, fotosen-
zitivńı látka a světelný zdroj. [33] Dozimetrické metody v PDT lze dělit na př́ımé, ex-
plicitńı a implicitńı. Explicitńı př́ıstup zahrnuje součinnost všech tř́ı vzájemně propo-
jených proměnných – světlo, koncentrace PS a stupeň okysličeńı. Komplikovanost to-
hoto př́ıstupu vycháźı ze vzájemné provázanosti všech tř́ı složek, jak je ilustrováno na
schématu 3.1. Z nákresu vyplývaj́ı následuj́ıćı skutečnosti. Při terapeutickém ozářeńı
docháźı v d̊usledku fotodynamických změn k degradaci fotosenzitivńı látky (bleaching PS)
za současné spotřeby kysĺıku (3O2). Spotřeba kysĺıku vede k tkáňové deoxygenaci, v jej́ımž
d̊usledku se snižuje hloubka pr̊uniku světla (nár̊ust tkáňové absorpce). [35]

Světlo

PS 3O2

B
le

ac
hi

ng
St́

ın
ěń

ı
A

bsorpce
T

káňová
deoxygenace

Spotřeba

Spotřeba

Schéma 3.1. Př́ıklad vzájemné provázanosti tř́ı hlavńıch proměnných (světlo, fotosenzitivńı
látka – PS, kysĺık – 3O2) vystupuj́ıćıch ve fotodynamickém procesu. Převzato a upraveno
z [36].

Implicitńı př́ıstup se zaměřuje na jeden parametr, kdy je do vztahu dán např́ıklad proces
photobleachingu a koncentrace kysĺıku, nebo výkon světelného zdroje ve vztahu k tvorbě
delta kysĺıku. Dı́ky znalosti vzájemné provázanosti všech tř́ı složek, je možné studovat
jejich r̊uzné poměrové kombinace, s ćılem zlepšit výsledný terapeutický efekt s co nejvyšš́ı
mı́rou ochrany zdravé tkáně.[37]
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3.1 Př́ımá detekce

Jednou z př́ımých fyzikálńıch metod měřeńı obou energetických stav̊u singletového kysĺıku
je detekce jejich radiačńıch přechod̊u, zejména fosforescence 1∆g při 1270 nm (SOLD,
Singlet-oxygen luminescence dosimetry). Dı́ky ńızkému kvantovému výtěžku fosforescence
a krátké době života delta kysĺıku, klade detekce signálu velké nároky na př́ıstrojové
vybaveńı a jej́ı provedeńı na tkáňové úrovni je obt́ıžné. Pokroky v detekčńıch systémech
(fotonásobiče citlivé v NIR) vedly k možnosti provádět studie vlivu kumulativńı dávky
1∆g na buněčné a tkáňové úrovni v in vitro i in vivo podmı́nkách. [38, 39] V in vitro
podmı́nkách se lze dále zaměřit na fluorescenčńı signál přechodu 1Σ+

g A
1∆g při 1925 nm,

nebo fosforescenčńı odezvu přechodu 1Σ+
g A

3Σ−
g při 764 nm. [40] Vybrané fluorescenčńı

přechody využ́ıvané k detekci jsou znázorněny na obrázku 2.3. Detekce delta kysĺıku při
1270 nm umožňuje studium jeho tvorby na buněčné úrovni. [31]

3.2 Photobleaching fotosenzitivńı látky

Velká skupina fosenzitivńıch látek využ́ıvaných ve fotodynamické terapii je na bázi por-
fyrin̊u (terapyrrolové makrocykly viz obrázek 3.1), látek vykazuj́ıćıch zvýšenou citlivost
k fotochemickému odbouráváńı (photobleaching). Na základě předpokladu, že je tento
jev zp̊usoben oxidačńımi schopnostmi generovaných reaktivńıch kysĺıkových forem, je
možné photobleaching využ́ıt pro stanoveńı výtěžku 1O2. V kombinaci s buněčnou ode-
zvou na tvorbu delta kysĺıku je tento dozimetrický př́ıstup účinnou kvantitativńı metodou
(např́ıklad pro určeńı prahové dávky delta kysĺıku). [6]

Obrázek 3.1: Molekula Protoporfyrinu (PpIX).

Měřeńı poklesu intenzity fluorescence během osvitu patogenńı tkáně, které je využ́ıváno
v dozimetrii, vycháźı z funkčńıho principu samotného procesu. Výchoźım předpokladem
je skutečnost, že reakce vedoućı k buněčné smrti během PDT, tedy generace ROS, je
př́ıčinou fotochemické destrukce senzitivńı látky. Na základě této úvahy byla provedena
celá řada studíı zabývaj́ıćıch se jevem photobleachingu ve vztahu k PDT. V d̊usledku
ozářeńı roztoku obsahuj́ıćıho fluorofor (např́ıklad látky na bázi porfyrin̊u) může docházet
k proces̊um (v závislosti na intenzitě světelného zdroje, délce osvitu, pH roztoku, koncen-
traci kysĺıku v roztoku) fotodegradace (photobleaching) a chemické modifikace (tvorba
fotoprodukt̊u např́ıklad photoprotoporfyrin v roztoku PpIX). V prvńım př́ıpadě docháźı
k destrukci porfyrinového makrocyklu, jej́ımž spektrálńım projevem je nár̊ust absorpce
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ve viditelné a UV oblasti spolu s poklesem intenzity fluorescence. Formace fotoprodukt̊u
(porfyrinové agregáty) v druhém př́ıpadě vede ke spektrálńımu posunu a k možnému
vzniku nových fluorescenčńıch pás̊u těchto produkt̊u v emisńım spektru. [41] Samotné
fotoprodukty mohou fungovat jako fotosenzitivńı látky, a přisṕıvat tak k produkci single-
tového kysĺıku, č́ımž nepř́ımo podporuj́ı proces photobleachingu mateřské fotosenzitivńı
molekuly. Samy však vykazuj́ı relativńı rezistivitu v̊uči procesu fotodegradace. [42] Sche-
matické znázorněńı procesu fotodegradace a tvorby agregovaných forem vlivem p̊usobeńı
delta kysĺıku je na obrázku 3.2.

Obrázek 3.2: Proces photobleachingu vlivem p̊usobeńı singletového kysĺıku na monomerńı
a agregovanou porphyrinovou strukturu. [41]

Analýzou spektrálńıch změn (pokles intenzity fluorescence; posun nebo nár̊ust v jiné ob-
lasti absorpčńıho spektra – viz nár̊ust absorpce na 670 nm v př́ıpadě PpIX), vyvolaných
r̊uznou intenzitou osvitu, lze hodnotit fotostabilitu fluoroforu. Se snižuj́ıćı se koncent-
raćı fotosenzitivńı látky v roztoku (v d̊usledku fotodestrukce) klesá i množstv́ı produ-
kovaného singletńıho kysĺıku. Jestliže je množstv́ı kysĺıku v základńım stavu vlivem fo-
todynamických změn snižováno a neńı zajǐstěna zpětná reoxygenace roztoku, je proces
fotodegradace omezen. Naopak, docháźı-li k zpětné difúzi kysĺıku do roztoku, je foto-
degradace pośılena. Oba fenomény lze porovnávat při kontinuálńım a frakcionovaném
osvitu, kdy rozděleńı světelné dávky na úseky umožňuje účinněǰśı reoxygenaci mı́sta, a
efekt photobleachingu je tak pośılen. [43, 44, 45] Současně bylo prokázáno, že nižš́ı inten-
zity světelných zdroj̊u vedou k nižš́ı spotřebě kysĺıku, č́ımž je pośılen cytotoxický efekt
zejména u nádor̊u, jejichž cévńı zásobeńı je oproti zdravé tkáni omezeno a dostupnost
kysĺıku je tud́ıž sńıžena. [46]

Při měřeńı photobleachingu fotosenzitivńıch látek je třeba zvážit, zda je tento proces na
kysĺıku závislý (foto-oxidativńı) nebo nezávislý, kdy k poklesu docháźı i při absenci kysĺıku
v d̊usledku nevratných reakćı excitovaných stav̊u fotosenzitivńıch látek s okoĺım. [47, 48]
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Ověřit tento jev lze přidáńım specifického zhášeče singletového kysĺıku jakým je NaN3

(azid sodný) do roztoku, kdy je pozorována sńıžená produkce fotoprodukt̊u (tzn. nižš́ı
fotodegradace). Daľśı metodou je probubláńı roztoku inertńım plynem (N2, Ar), která
vede k vytěsněńı kysĺıku. [43] Dále lze využ́ıt jako rozpouštědla na mı́sto vody (H2O)
těžkou vodu (D2O), v které je prodloužená doba života delta kysĺıku a tud́ıž podpořena
fotodegradace. Roztok je možné probubláńım kysĺıkem prosytit, př́ıpadně podle potřeby
zvolit takové rozpouštědlo, v kterém je rozpustnost kysĺıku vyšš́ı nebo nižš́ı. [49]

Koncentrace fotosenzitivńı látky v mı́stě osvitu ovlivňuje stupeň fotodegradace a současně
i zp̊usob, jakým k němu docháźı. Při vyšš́ıch koncentraćıch PS se uplatňuje fotochemická
degradace vyvolaná p̊usobeńım delta kysĺıku, naopak nižš́ı koncentrace fotosenzitivńı látky
vedou k bleachingu prostřednictv́ım interakce tripletńıho stavu s okoĺım molekuly. [50]
Photobleaching lze v klinické praxi považovat za negativńı jev, který vede k poklesu
koncentrace fotosenzitivńı látky, č́ımž je redukována tvorba singletového kysĺıku a tud́ıž
docháźı ke sńıžeńı účinnosti PDT. V jiném pohledu je možné využ́ıt tohoto jevu k dozi-
metrickým účel̊um a sledovat intenzitu fluorescence fotosenzitivńı látky v reálném čase.
V in vivo podmı́nkách je proces photobleachingu komplexńım dějem, který je ovlivňován
mnoha faktory, a to jak v bezprostředńım okoĺı PS, tak i samotným charakterem PS.

3.3 Alternativńı dozimetrické př́ıstupy

Fluorescenčńı odezva buněčných chromofor̊u na pr̊uběh PDT, jako ukazatel životaschop-
nosti buňky, se jev́ı jako vhodný nástroj k určeńı potřebné expozičńı dávky pro vyvoláńı
cytotoxicity. Konkrétńım př́ıkladem buněčného fluoroforu je nikotinamid adenin dinuk-
leotid (NADH), koenzym účastńıćı se buněčného dýcháńı v mitochondríıch, jehož fluo-
rescenčńı signál je v d̊usledku mitochondriálńıho poškozeńı redukován. Měřeńı expozičńı
dávky je tud́ıž omezeno na signálńı odezvu NADH. [51] Vaskulárńı změny vyvolané v
d̊usledku fotodynamického p̊usobeńı mohou sloužit jako daľśı př́ımý ukazatel odezvy na
léčbu, zejména v př́ıpadě fotosenzitivńıch látek ćıĺıćıch na mikrovaskulárńı nádorovou śıt’.
Vyhodnoceńı poklesu krevńıho pr̊utoku v cévách v oblasti postižené tkáně při aplikaci
PDT lze provést pomoćı difúzńı korelačńı spektroskopie v bĺızké infračervené oblasti. [52]

3.4 Detekce využ́ıvaj́ıćı fluorescenčńıch značek

Pro účely detekce reaktivńıch kysĺıkových forem (ROS) v médíıch je využ́ıváno vlastnost́ı
fluorescenčńıch sond (značek), které v př́ıtomnosti reaktivńıch kysĺıkových forem měńı
své fotofyzikálńı vlastnosti. V současnosti existuje velká škála komerčně dostupných fluo-
rescenčńıch sond, které mohou d́ıky své specificitě prokázat př́ıtomnost konkrétńıho typu
ROS. Produkce kysĺıkových forem může být kvantifikována monitorováńım změn ve flu-
orescenčńım spektru dané chemické značky jako nár̊ust signálńı odezvy jej́ıho reakčńıho
produktu. Současně lze tuto odezvu korelovat s úbytkem intenzity fotosenzitivńı látky, k
němuž docháźı v d̊usledku tvorby reaktivńıch forem kysĺıku (proces photobleachingu). [37]

Př́ıtomnost reaktivńıch kysĺıkových forem v roztoćıch PpIX a ve fluorescenčńım tkáňovém
modelu byla v experimentálńı části práce studována pomoćı dihydroethidia (DHE, Hyd-
roethidiun - HE), jehož bližš́ı popis je obsahem kapitoly 4.1.2. Výhodou spektrálńıho
měřeńı odezvy ozařovaného systému PpIX + DHE je minimálńı překryv absorpčńıho pásu

16



PpIX s emisńım pásem generovaného fotoproduktu, d́ıky čemuž neńı signál reakčńıho pro-
duktu potlačen. Na obrázku 3.3, kde jsou zobrazeny spektrálńı charakteristiky použitých
sloučenin je tato vlastnost dobře viditelná.
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Obrázek 3.3: Normalizovaná excitačńı (λem(PpIX) = 630 nm, (λem(DHE) = 400 nm) a
emisńı spektra (λex(PpIX) = 405 nm, λex(DHE) = 350 nm,λex(EOH) = 480 nm) PpIX, DHE
a EOH ve vodných roztoćıch (demineralizovaná voda + < 1 % DMSO). Červená značka
odpov́ıdá emisńı vlnové délce (580 nm) použ́ıvané k detekci vznikaj́ıćıho fotoproduktu
(EOH).
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Kapitola 4

Detekce ROS ve vodném prostřed́ı

Studium generace reaktivńıch kysĺıkových forem ve vodném prostřed́ı a následně v aga-
rózovém tkáňovém modelu, kdy oba systémy obsahuj́ı porfyrinovou fotosenzitivńı látku
(PpIX) je možné provést pomoćı fluorescenčńı sondy (DHE), jej́ıž fotofyzikálńı vlastnosti
jsou v př́ıtomnosti kysĺıkových forem měněny. V experimentálńım př́ıstupu je využito
konverze molekuly dihydroethidia (DHE, Hydroethidium - HE) na molekulu 2 – hyd-
roxyethidia (EOH), viz obrázek 4.7, vlivem p̊usobeńı molekuly superoxidu, která je ge-
nerována jako vedleǰśı produkt redukce singletového kysĺıku. Oxidace dihydroethidia na
2 – hydroxyethidiový kationt je ireverzibilńım procesem. [30, 53] Výrazný pod́ıl mole-
kuly superoxidu na buněčné smrti byl prokázán ve studii [54], využ́ıvaj́ıćı ve fotodyna-
mickém procesu PpIX, jehož tvorba byla podpořena podáńım 5-ALA. Znalost emisńıch
vlastnost́ı oxidované formy dihydroethidia (DHE-fotoprodukt) umožňuje provedeńı časově
rozlǐsené studie vývoje fluorescenčńıho signálu fotoproduktu v odezvě na fotodynamickou
reakci v ozařovaném prostřed́ı. Úbytek fotosenzitivńı látky (PpIX) v roztoku lze pro-
pojit s nár̊ustem fluorescenčńıho signálu EOH, který je úměrný koncentraci superoxid̊u
v prostřed́ı. Dı́ky vlastńı fluorescenčńı charakteristice neoxidované formy dihydroethidia
(λex = 350 nm, λem = 400 nm) je možné detekovat i úbytek DHE v pr̊uběhu fotodyna-
mického p̊usobeńı na systém DHE + PpIX.

Tato kapitola je věnována studiu fluorescenčńı odezvy dihydroethidia v návaznosti na
osvit roztok̊u obsahuj́ıćıch fotosenzitivńı látku (PpIX). V úvodńı části jsou představeny
chemické sloučeniny použité v experimentech, se zaměřeńım na jejich chemicko-fyzikálńı
vlastnosti. Je uveden popis spektrofluorimetru FluoMax-4 (Horiba, Japonsko) využ́ıvaného
k charakterizaci součást́ı vodných roztok̊u, tkáňových model̊u a k měřeńı spektrálńı odezvy
těchto systémů na osvit. Dále je uveden postup př́ıpravy vodných roztok̊u s proměnnou
koncentraćı obou složek (PpIX, DHE). Druhá polovina kapitoly obsahuje výsledky kont-
rolńıho měřeńı provedeného na roztoćıch obsahuj́ıćıch pouze DHE. Tento odd́ıl uzav́ıraj́ı
části studie sleduj́ıćı vliv koncentrace PpIX na vývoj signálu fotoproduktu v ozařovaných
roztoćıch s konstantńı koncentraćı DHE.

4.1 Vlastnosti použitých sloučenin

4.1.1 Protoporfyrin IX (PpIX)

Protoporfyrin IX (PpIX) je nejběžněji v př́ırodě se vyskytuj́ıćı porfyrinová struktura
sestávaj́ıćı z hydrofobńı části, kterou tvoř́ı centrálńı tetrapyrrolový řetězec a hydrofilńıho
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propionového úseku, struktura molekuly PpIX je na obrázku 3.1. Jedná se o lipofilńı mole-
kulu, která je metabolickým prekurzorem chlorofyl̊u a cytochromů, typu hemoglobin. Bi-
valentńı povaha předurčuje molekulu PpIX umı́stěnou do vodného prostřed́ı k tvorbě mi-
celárńıch struktur, př́ıpadně vyšš́ıch agregovaných polymerńıch forem. Typické absorpčńı
spektrum PpIX sestává z výrazného absorpčńıho maxima okolo 400 nm, tzv. Soretova
pásu, menš́ı absorpčńı kapacita spadá do oblasti tzv. Q-pásu, kde jsou pozorovatelné čtyři
peaky v rozmeźı 500 až 650 nm, jak je patrné z obrázku 4.1. Emise PpIX využ́ıvaná při
fluorescenčně naváděné resekci nádorových ložisek lež́ı v oblasti 630 a 700 nm. V klinické
praxi se produkce PpIX v patogenńı tkáni podporuje vněǰśım podáńım 5-aminolevulinové
kyseliny (ALA) vystupuj́ıćı jako prekurzor PpIX.
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Obrázek 4.1: Celkové srovnáńı normalizovaných excitačńıch spekter (λem = 620 nm)
PpIX-demineralizovaná voda, PpIX-agaróza, PpIX-ethanol a PpIX-tkáňový model
(agaróza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Obrázek 4.2: Celkové srovnáńı normalizovaných emisńıch spekter (λex = 405 nm) PpIX-
demineralizovaná voda, PpIX-agaróza, PpIX-ethanol, PpIX-demineralizovaná voda +
Tween (0.1%) a PpIX-tkáňový model (agaróza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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Molekula PpIX se v roztoku chová jako amfoterńı elektrolyt, to znamená, že může vystu-
povat jako donor i akceptor proton̊u. Zásadité vlastnosti prop̊ujčuje molekule př́ıtomnost
dvou atomů duśıku v pyrrolových cyklech, které mohou akceptovat protony. Vlastnosti
kyseliny jsou zajǐstěny dvěma propionovými rezidui, která naopak funguj́ı jako protonové
donory. [55] Dı́ky amfifilńımu charakteru je molekula schopna vytvářet mnohočetná se-
skupeńı. Tvorba agregát̊u ve vodných roztoćıch PpIX je silně závislá na pH prostřed́ı.
Převaha monomerńıch forem byla prokázána v roztoćıch, jejichž pH se nacháźı v rozsahu
0 – 3 (některé zdroje uvád́ı monomerńı formu PpIX ve vodném roztoku pro pH pod 1
[56]), dimery se vyskytuj́ı při pH > 8 a při pH v rozsahu 3 – 7 docháźı k tvorbě vyšš́ıch
agregát̊u typu porfyrinových dvojvrstev, viz obrázek 4.3. Supramolekulárńı struktury se
mohou formovat d́ıky tvorbě vod́ıkových vazeb mezi částečně neutralizovanými karbo-
xylovými postranńımi řetězci molekuly PpIX ve středńıch hodnotách pH roztok̊u. [57]
Schopnost samozhášeńı vytvořených agregát̊u vede ke sńıžeńı kvantového výtěžku delta
kysĺıku, ke zvýšeńı fotostability fotosenzitivńıho komplexu a k sńıžeńı schopnosti detekce
fluorescenčńıho signálu PpIX v roztoku. [58]

(a) (b) (c)

Obrázek 4.3: Poč́ıtačové modely struktur agreguj́ıćıch molekul Protoporfyrinu IX v
závislosti na pH vodného roztoku. a), b) – dimer molekuly PpIX, c) – úsek protopor-
fyrinové dvojvrstvy tvoř́ıćı 24-merńı strukturu. [57]

Dı́ky disociačńı schopnosti PpIX v kyselém a zásaditém vodném prostřed́ı je možné v ab-
sorpčńıch spektrech pozorovat nár̊ust intenzity v oblasti Soretova pásu v pořad́ı od pH 3
až 8, pH 12 a pH 1. Tento jev podporuje předpoklad existence monomerńı formy PpIX v
kyselém roztoku, agregované formy v neutrálńım vodném prostřed́ı a dimerńı struktury
v zásaditých roztoćıch. Ačkoli má molekula schopnost disociovat jak v zásaditém, tak v
kyselém prostřed́ı, je výskyt monomerńı formy potvrzen v kyselých roztoćıch. [56] Proto-
nizace dvou duśık̊u v pyrrolových cyklech, které jsou součást́ı porfyrinového makrocyklu,
účinněji inhibuje vznik dimerńı formy v kyselém prostřed́ı, než protonizace dvou propio-
nových řetězc̊u v zásaditém prostřed́ı. Změna monomerńı formy na dimerńı strukturu je
spektrálně charakterizována jako modrý posun Soretova pásu, viz obrázek 4.4. [55, 59]
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Obrázek 4.4: Normalizovaná excitačńı spektra 5 µM roztok̊u PpIX (DMSO < 0.5 %,
destilovaná voda) λem = 630 nm. Hodnoty emisńıch maxim jsou 399 nm pro pH = 11.3 a
403 nm pro pH = 2.4.

V experimentech začleňuj́ıćıch PpIX do vodných roztok̊u, jsou pro zamezeńı agregace
použ́ıvány surfaktanty typu polyethylene glycol sorbitan esters (Tween). Minimálńı sig-
nálńı odezva PpIX v roztoku bez př́ıdavku protiagregačńı složky je demostrována na
spektrech obrázku 4.5, kde při 1 µM koncentraci PpIX je emisńı spektrum téměř nede-
tekovatelné. Protiagregačńı schopnost vykazuj́ı i fosfolipidy vaječného žloutku, které jsou
součást́ı Intralipidu, využ́ıvaného jako rozptylová složka tkáňových model̊u obsahuj́ıćıch
fotosenzitivńı látku. [60, 58] Na základě solvofobńı teorie, v návaznosti na asociačńı schop-
nost PpIX ve vodě, lze vysvětlit pozici emisńıho maxima na 634 nm v roztoćıch obsa-
huj́ıćıch buňky nebo Intralipid. [61] V roztoku s obsahem protiagregačńı složky (surfak-
tant), kde je vyšš́ı zastoupeńı monomerńıch forem PpIX, lze pozorovat červený spektrálńı
posun (634 nm) oproti prostřed́ı s vyšš́ım pod́ılem agregovaných forem (620 nm). Agre-
gované formy PpIX jsou vždy zastoupeny v roztoćıch, přičemž mı́ra a typ agregace (mo-
nomer/dimer/vyšš́ı polymerńı struktura), se odv́ıj́ı od pH a koncentrace PpIX, př́ıpadně
daľśıch makromolekul. [58] Jelikož jsou biologické systémy převážně na bázi vodného
prostřed́ı, jsou vlastnosti protoporfyrinu ve vodě d̊uležitou charakteristikou.

21



6 0 0 6 2 0 6 4 0 6 6 0 6 8 0 7 0 0 7 2 0
0

1 5 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

4 5 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0

7 5 0 0 0 0 0

6 0 0 6 2 0 6 4 0 6 6 0 6 8 0 7 0 0 7 2 0

8 0 0 0

1 0 0 0 0

1 2 0 0 0

1 4 0 0 0

1 6 0 0 0

Int
en

zita
 (a

.u.
)

V l n o v á  d é l k a  ( n m )

 1  µ M  P p I X  +  T w e e n  0 . 1 %
 1  µ M  P p I X  +  T w e e n  0 %  

 

Int
en

zita
 (a

.u.
)

V l n o v á  d é l k a  ( n m )

Obrázek 4.5: Fluorescenčńı spektra 1 µM roztok̊u protoporphyrinu IX (PpIX) s př́ıdavkem
Tween (0.1%) a bez přidaného Tween (0%), λex = 405 nm.

4.1.2 Dihydroethidium (DHE, Hydroethidium, HE)

Dihydroethidium (DHE), jinak označované jako hydroethidium (HE), je fluorescenčńı
značka využ́ıvaná k detekci reaktivńıch kysĺıkových forem, se zaměřeńım na molekulu
superoxidu (tripletńı molekula kysĺıku s nepárovým elektronem, O.−

2 ), ačkoliv některé
studie hovoř́ı o DHE jako o nespecifické značce. [62] V buněčných systémech (buněčný
cytosol) je DHE charakterizováno modrou fluorescenćı kdy poté, co je oxidováno, nava-
zuje se na DNA a prop̊ujčuje buněčnému jádru červené emisńı vlastnosti. V kontaktu s
molekulou superoxidu je DHE oxidováno na 2- hydroxyethidium (2 − OH − E+, EOH,
červená spektrálńı oblast), čehož je využ́ıváno k detekci mitochondriálńıch superoxid̊u. [63]
Emise v červené spektrálńı oblasti je vlastńı oběma produkt̊um oxidace hydroethidia, E+

a 2 − OH − E+ (ethidium a 2 – hydroxyethidium), d́ıky čemuž docháźı k vzájemnému
spektrálńımu překryvu. Specifická fluorescenčńı detekce je d́ıky tomuto fenoménu obt́ıžně
proveditelná, jak je bĺıže rozvedeno v kapitole 4.1.3. DHE je možné pro svou vysokou
fotocitlivost oxidovat fotolyticky při ozářeńı UV světlem za vzniku 2 − OH − E+ a při
osvitu ve VIS za vzniku E+. Obě reakce jsou podmı́něny př́ıtomnost́ı kysĺıku a posledně
zmiňovaná, dále př́ıtomnost́ı 2−OH − E+, viz reakčńı schéma 4.1. [64]

DHE + 2-OH-E+
hν

−−−−−A
λ>400nm

DHE + (2-OH-E+)∗

O2,H
+ H2O2

E+ + 2-OH-E+

Schéma 4.1. Mechanismus fotochemické oxidace dihydroethidia (DHE) na ethidiový kati-
ont (E+) za přispěńı 2-hydroxyethidia (2-OH-E+). [64]
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Je-li tedy využito DHE, jako ukazatele generace ROS, v ozařovaném systému (světelný
zdroj 405 nm) obsahuj́ıćım fotosenzitivńı látku (PpIX), a v němž docháźı k tvorbě super-
oxidu, reaguj́ıćıho s DHE za vzniku 2− OH − E+, je současně produkováno i ethidium.
Fluorescenčńı vlastnosti samotného neoxidovaného dihydroethidia, excitačńı vlnová délka
350 nm a emisńı vlnová délka 400 nm, jsou využ́ıvány při studiu intracelulárńıho pro-
storu. Absorpčńı pás DHE (pH neutrálńı vodńı roztok) lež́ı v oblasti 200 – 400 nm s
maximy při 224, 265 a 345 nm. [62] Ačkoliv jsou některé experimenty prováděny v režimu
spojuj́ıćım kontinuálńı osvit vzorku se spektrálńı akvizićı hodnot odpov́ıdaj́ıćıch molekule
fotoproduktu (λex = 480 nm, λem = 580 nm – hodnoty vlnových délek použ́ıvané pro
analýzu EOH [53, 65]), je možné provést detekci fotoproduktu i po ukončeńı osvitové
proced̊ury. [66]
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Obrázek 4.6: Srovnáńı normalizovaných excitačńıch – ex (λem = 400 nm) a emisńıch –
em spekter (λex = 350 nm) DHE-demineralizovaná voda, DHE-agaróza a DHE-tkáňový
model (agaróza, intralipid 1%, inkoust 0.2%).
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4.1.3 Ethidium vs. hydroxyethidium

Jak bylo zmı́něno výše, oxidativńı proces molekuly dihydroethidia vede ke vzniku dvou
produkt̊u (E a EOH – ethidium a 2 – hydroxyethidium), viz obrázek 4.7, přičemž obě
molekuly vykazuj́ı fluorescenčńı vlastnosti (emisńı maxima EOH = 567 nm a E = 610 nm).

Obrázek 4.7: Reakce molekuly dihydroethidia (DHE) s molekulou superoxidu (O.−
2 ) za

vzniku fluorescenčńıho produktu 2 – hydroxyethidia (2-OH-Ethidium) a dvou elektronová
oxidace DHE za vzniku ethidia (Ethidium). [67]

Vznik molekuly ethidia v návaznosti na oxidaci dihydroethidia byl zpochybněn ve studii
[68], kde hlavńım výchoźım produktem reakce DHE se superoxidy byla molekula 2 – hyd-
roxyethidia, jej́ıž spektrálńı vlastnosti jsou λex(max) = 480 nm a λem(max) = 567 nm. [65]
Neńı-li vliv překryvu fluorescenčńıch spekter EOH a E redukován, neńı využit́ı fluo-
rescence v červené spektrálńı oblasti zreagované formy DHE pro kvantitativńı určeńı for-
mace molekuly superoxidu nejvhodněǰśım př́ıstupem. [67] Problém spektrálńıho překryvu
obou oxidačńıch produkt̊u lze částečně eliminovat zapojeńım selektivńıho emisńıho fil-
tru nebo použit́ım excitačńı vlnové délky charakteristické pro daný reakčńı produkt.
Druhý př́ıstup detekce je demonstrován na obrázku 4.9. Fluorescenčńı vlastnosti ethi-
dia (E) využ́ıvané k jeho detekci lež́ı v rozsahu excitačńıch vlnových délek 500 – 530 nm
a s emisńım rozsahem v 600 – 620 nm. [69] Z tohoto d̊uvodu je např́ıklad emisńı spek-
trum sńımané pro molekulu EOH při excitaci 510 nm značně ovlivněno př́ıspěvkem mo-
lekuly ethidia, která vzniká jako produkt dvou elektronové oxidace DHE. Optimálńı ex-
citačńı vlnová délka zvolená pro detekci samotného EOH je 480 nm, přičemž emise je
sńımána na vlnové délce okolo 580 nm (některé zdroje uvád́ı 567 nm [65, 69]). Tyto
hodnoty vlnových délek byly použity i pro studium generace ROS v systémech PpIX-
DHE-demineralizovaná voda a PpIX-DHE-agaróza. Snaha spektrálně rozlǐsit pod́ıl EOH
na celkovém fluorescenčńım signálu je d̊uležitá zejména proto, že jde o specifický produkt
reakce DHE s molekulou superoxidu, jakožto zástupcem reaktivńı kysĺıkové molekuly.
Molekula 2 – hydroxyethidia vznikaj́ıćı interakćı s molekulou superoxidu v ozařovaném
prostřed́ı obsahuj́ıćım PpIX, vystupuje jako katalyzátor fotochemické konverze DHE na
ethidium, jak je uvedeno na reakčńım schématu 4.1. Tud́ıž potřeba odlǐsit spektrálńı
př́ıspěvky obou molekul neńı v této studii kĺıčová, nebot’ množstv́ı generovaného ethidia
se odv́ıj́ı od koncentračńıho zastoupeńı 2−OH −E+. Naopak zvýšeńı degradace DHE v
ozařovaném roztoku obsahuj́ıćım PpIX je výrazně podpořeno jak tvorbou 2−OH −E+,
tak jej́ı následnou katalytickou funkćı při fotochemické konverzi DHE na E+. Ve srovnáńı
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časových vývoj̊u fluorescence ozařovaných a neozařovaných systémů, obsahuj́ıćıch samo-
statné DHE a DHE s PpIX, je tento efekt dobře patrný, jak je doloženo v sekci 4.5.1.
Z těchto d̊uvodu je také možné pozorovat rychlý dekompozičńı proces DHE, který je
významný pro ńızké koncentrace DHE a vysoké optické výkony, jak se ukázalo v prove-
dených experimentech. Fotolýza DHE a nár̊ust koncentrace ethidia v ozařovaných vzorćıch
(22 mW/cm2, b́ılé světlo λ ≥ 400 nm) byla v př́ıtomnosti 2−OH − E+ rychleǰśı, než v
systému s absenćı 2 – hydroxyethidia, jak dokládaj́ı experimenty provedené v [64]. Z výše
uvedeného plyne, že ačkoliv je detekce fotoproduktu molekuly DHE možná i v ozařovaných
roztoćıch neobsahuj́ıćıch fotosenzitivńı látku (PpIX), je fotodynamický př́ıspěvek PpIX na
tvorbu fotoproduktu 2 - hydroxiethidia/ethidia výrazně vyšš́ı.
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Obrázek 4.8: Srovnáńı normalizovaných emisńıch spekter EOH-agaróza, EOH-
demineralizovaná voda a EOH-tkáňový model (agaróza, intralipid 1%, inkoust 0.2%) při
excitaci 480 nm po odečtu spektra samotné agarózy a demineralizované vody.

Obrázek 4.9: Fluorescenčńı spektra 10 µM ethidia (Eth) a 10 µM 2-hydroxiethidia (2OH-
E) v 100 µl PBS pH 7.4 měřená při excitaci 405 nm a 480 nm. Převzato z [67].
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4.2 Př́ıstrojové vybaveńı

Měřeńı spektrálńıch charakteristik všech vzork̊u a následná studie generace reaktivńıch
kysĺıkových forem v ozařovaných systémech byla provedena na fluorescenčńım spektro-
metru FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko). Excitačńım zdrojem spektrometru je xenonová
výbojka (150 W). Př́ıstroj je vybaven dvěma detektory, referenčńı detektor, kterým je
křemı́ková fotodioda, monitoruje signál z xenonové výbojky. Signálńım detektorem sńı-
maj́ıćım signál ze vzorku je fotonásobič (R928P), zjednodušené schéma fluorescenčńıho
spektrometru je na obrázku 5.1. Korekce měřeného signálu ze vzorku (S1) se provád́ı
z d̊uvodu omezeńı vlivu časové nestability excitačńıho zdroje, kdy referenčńı detektor
sńımá signál ze zdroje (R1) a před akvizićı je zadána matematická operace pro korekci –
S1/R1 (tzv. korekce prvńıho řádu). Daľśı možnost́ı je využit́ı korekčńıch soubor̊u, kterými
je násoben sńımaný signál ze vzorku (S1c), kdy při pod́ılu S1c/R1 je provedena korekce
tzv. druhého řádu – “celková” korekce. Tato korekce zajǐst’uje kompenzaci sńımaného
signálu v̊uči součástem detekčńıho systému (excitačńı zdroj, mř́ıžky v monochromátorech,
detektory signál̊u), které mohou ovlivňovat spektrálńı měřeńı. Celková spektrálńı korekce
dat, sńımaných systémem FluoroMax a dále pak MicroMax, byla použita u všech prove-
dených měřeńı.

Absorpčńı spektra roztok̊u byla měřena pomoćı laboratorńıho spektrofotometru UV-3600
(Shimadzu, Japonsko).

Roztoky v kyvetě byly nejprve ozařovány pomoćı laserové diody (100 mW, 405 nm, Blue
Violet Purple Laser Diode Module 12VDC TTL Stage Lighting), která byla uchycena
součástkami od firmy Thorlabs nad stojanem pro kyvetu uvnitř spektrometru, viz fo-
tografie sestavy na obrázku 4.10. Optický výkon světelných zdroj̊u použitých pro osvit
vodných a agarózových vzork̊u byl měřen pomoćı wattmetru (PM100D, ThorLabs, Velká
Británie).

Obrázek 4.10: Fotografie sestavy použ́ıvané pro osvit vodných vzork̊u v křemenné kyvetě.
1 – laserová dioda, 2 – stojan pro kyvetu, 3 – vyměnitelný nástavec ze spektrometru
FluoroMax-4 (Horiba, Japonsko).

26



4.3 Použité roztoky

Pro př́ıpravu zásobńıch roztok̊u dihydroethidia (DHE, Sigma-Aldrich, USA) a protoporfy-
rinu IX (PpIX, Sigma-Aldrich, USA) o přibližných koncentraćıch 1 mM, byl použit dime-
thyl sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, USA). Následným ředěńım zásobńıch roztok̊u demi-
neralizovanou vodou a fosfátovým pufrem obsahuj́ıćı chlorid hořečnatý a chlorid vápenatý
(PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich, USA) byly zhotoveny pra-
covńı roztoky s proměnnou koncentraćı PpIX a DHE. Pro odečet pozad́ı v absorpčńıch
a fluorescenčńıch spektrech byl připraven roztok demineralizované vody a dimethylsulfo-
xidu, kde obsah DMSO v slepém vzorku byl 1 % výsledného objemu. Př́ıprava vzork̊u a
následná experimentálńı měřeńı byla prováděna při omezených světelných podmı́nkách.
Jako protiagregačńı složka byl do vodných roztok̊u přidán 0.1 % TweenR© 20 (Sigma-
Aldrich, USA).

4.4 Pr̊uběh experiment̊u

V experimentálńı fázi byla provedena série měřeńı na vodných roztoćıch obsahuj́ıćıch fo-
tosenzitivńı látku PpIX a fluorescenčńı značku DHE. Prvńı měřeńı bylo provedeno na
roztoćıch obsahuj́ıćıch pouze dihydroethidium (bez př́ıtomnosti PpIX), kdy byla měřena
emisńı spektra DHE (λex = 350 nm) a EOH (λex = 480 nm) před a v pr̊uběhu osvitu
roztoku v kyvetě. Pro posouzeńı chováńı obou složek roztok̊u byl před zahájeńım osvitu
pracovńı roztok rozdělen do dvou křemenných kyvet, kdy prvńı sloužila jako referenčńı
(neozařovaný roztok) a druhá byla vystavena osvitu (ozařovaný roztok). Světelný zdroj
(laserová dioda) použitý pro osvit byl umı́stěn nad kyvetu do prostoru fluorescenčńıho
spektrometru. Optický výkon naměřený na vstupu do prostoru kyvety byl 12 mW.

V druhé fázi bylo provedeno měřeńı na roztoćıch obsahuj́ıćıch obě složky (PpIX, DHE),
přičemž koncentrace PpIX v pracovńıch roztoćıch byla konstantńı (5 µM) a koncent-
race DHE byla v rozsahu 10 – 30 µM. Stejně jako v př́ıpadě roztoku obsahuj́ıćıho pouze
DHE (bez PpIX), bylo provedeno měřeńı emisńıch spekter pro jednotlivé součásti roz-
toku – DHE (λex = 350 nm), EOH (λex = 480 nm) a PpIX (λex = 405 nm) – před a v
pr̊uběhu osvitu. Pro osvit byla využita laserová dioda umı́stěná nad kyvetu do prostoru
fluorescenčńıho spektrometru. Optický výkon naměřený na vstupu do prostoru kyvety byl
12 mW.

Ve třet́ım kroku byla měřena spektrálńı odezva jednotlivých součást́ı roztok̊u (PpIX, DHE,
EOH) na osvitové podmı́nky, kdy každý roztok obsahoval konstantńı pod́ıl DHE (20 µM)
a PpIX v koncentračńım rozsahu 1 – 10 µM. Excitačńı vlnové délky pro měřeńı emisńıch
spekter sledovaných součást́ı roztok̊u a osvitové podmı́nky byly totožné s předchoźım
krokem. Emisńı spektra byla měřena v minutových intervalech při celkové době osvitu
6 minut. Výběr doby osvitu byl ovlivněn vývojem signálu PpIX, který po 6 minutovém
osvitu klesl na minimálńı hodnotu v př́ıpadě 1 µM roztoku. Pro ověřeńı vývoje signálu
jednotlivých složek roztok̊u byla emisńı spektra změřena i v časovém odstupu od ukončeńı
osvitu.
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4.5 Výsledky měřeńı

Fluorescenčńı spektra PpIX zobrazená na obrázku 4.2 vykazuj́ı očekávané chováńı z hle-
diska pozice emisńıch maxim v závislosti na typu prostřed́ı. [56] Začleněńı PpIX do
vodného a agarózového prostřed́ı, v nichž docháźı k tvorbě agregovaných forem vedlo
k posunu emisńıho maxima na 622 nm oproti emisńım maximům na 632 nm (PpIX v
ethanolu), 633 nm (PpIX v demineralizované vodě s př́ıměśı 0.1 % Tween) a 635 nm
(PpIX v tkáňovém modelu). Jak bylo zmı́něno v kapitole 4.1.1, je jedńım z parametr̊u
ovlivňuj́ıćım fyzikochemikálńı stav PpIX v daném systému pH prostřed́ı. Pro rozmeźı pH
hodnot 3 až 11.5 byly zaznamenány dva stavy, jejichž emisńı maxima odpov́ıdala 620 nm
pro zásadité prostřed́ı a 634 nm pro kyselé prostřed́ı. [56] Stejně tak byla preferenčně
detekována př́ıtomnost PpIX s maximálńı emisńı vlnovou délkou na 634 nm v roztoćıch
obsahuj́ıćıch makromolekuly (albuminy a lipidy). [70] Fluorescenčńı spektra dihydroethi-
dia a jeho fotoproduktu, která jsou zobrazena na obrázćıch 4.6 a 4.8 vykazuj́ı taktéž mı́rný
posun. Emisńı maximum pro prostřed́ı DHE-demineralizovaná voda a DHE-agaróza lež́ı
na 415 nm a v př́ıpadě DHE-tkáňový model (agaróza, intralipid 1%, inkoust 0.2%) se
nacháźı na 410 nm.
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4.5.1 Fluorescenčńı odezva roztok̊u DHE

Měřeńı bylo provedeno na dvou roztoćıch obsahuj́ıćıch DHE o koncentraci 20 µM, kdy
byla sńımána fluorescenčńı spektra DHE (λex = 350 nm) a jeho reakčńıho fotopro-
duktu EOH (λex = 480 nm) v minutových a následně pěti minutových intervalech při
celkové době osvitu 60 minut. Paralelně byla měřena spektra pro neozařovaný (refe-
renčńı) roztok. Účelem měřeńı bylo vyloučit možné p̊usobeńı jiných vliv̊u, než produkci
ROS v návaznosti na osvitové a bez osvitové podmı́nky systémů DHE-PpIX a následně
DHE-PpIX-tkáňový model, které by mohly přisṕıvat k nár̊ustu signálńı odezvy DHE-
fotoproduktu v ozařovaných vzorćıch. Současně bylo nutné porovnat signálńı odezvu ge-
nerovaného fotoproduktu v systémech DHE-PpIX-demineralizovaná voda a DHE-demi-
neralizovaná voda.
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Obrázek 4.11: Emisńı spektra neozařovaného (a) a ozařovaného (b) roztoku dihydroethidia
(DHE, λex = 350 nm).
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Obrázek 4.12: Emisńı spektra 2 – hydroxyethidia (EOH, λex = 480 nm) v neozařovaném
(a) a ozařovaném (b) roztoku dihydroethidia.
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Výsledky ukazuj́ı, že při kontinuálńım osvitu roztok̊u obsahuj́ıćıch pouze dihydroethi-
dium světlem o vlnové délce 405 nm docháźı k foto-oxidaci DHE za vzniku fotoprodukt̊u.
Mı́ra r̊ustu signálńı odezvy generovaných fotoprodukt̊u je však v tomto př́ıpadě (roztoky
DHE bez PpIX) několikanásobně nižš́ı, než odezva v ozařovaných roztoćıch DHE s ob-
sahem PpIX. Z celkového srovnáńı časového vývoje intenzit 2 – hydroxyethidia (EOH)
v grafu (a) obrázku 4.13 je patrný až pětinásobně vyšš́ı nár̊ust v intenzitě vznikaj́ıćıch
reakčńıch produkt̊u v ozařovaných roztoćıch s obsahem PpIX, oproti referenčńım (ne-
ozařovaným) roztok̊um a roztok̊um bez obsahu PpIX. Jak bylo doloženo v [64] je me-
chanismus foto-oxidace DHE při osvitu ve viditelné oblasti spektra výrazně podpořen
př́ıtomnost́ı EOH, které plńı katalytickou funkci při dekompozici DHE, viz kapitola 4.1.3.
Př́ıtomnost EOH jakožto reakčńıho produktu DHE s molekulou superoxidu, která vzniká
redukćı singletového kysĺıku, podmiňuje vznik ethidiového kationtu a přisṕıvá k degra-
daci DHE. V systémech, kde nedocháźı k zvýšené produkci reaktivńıch kysĺıkových forem
(zde roztoky bez fotosenzitivńı látky) je tud́ıž pokles intenzity DHE nižš́ı, jak je vidět v
grafu (b) obrázku 4.13. Vyšš́ı citlivost dihydroethidia ve spojitosti s fotolytickou oxidaćı
v UV oblasti (excitačńı vlnová délka 350 nm) podporuje trend poklesu signálu DHE v
neozařovaném, referenčńım vzorku, který je dobře pozorovatelný v grafu (a) obrázku 4.11.
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Obrázek 4.13: Celkové srovnáńı časového pr̊uběhu signálu fluorescence (a) EOH pro vlno-
vou délku 590 nm v neozařovaném a ozařovaném roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PpIX), spolu s vývoji intenzit fluorescence (b) DHE pro vlno-
vou délku 415 nm v neozařovaném a ozařovaném roztoku DHE bez obsahu PpIX (DHE -
PpIX) a s PpIX (DHE + PpIX). Normalizováno na maximum emise ozařovaného roztoku.

30



4.5.2 Vliv koncentrace DHE na vývoj signálu fotoproduktu
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Obrázek 4.14: Emisńı spektra jednotlivých součást́ı neozařovaného (a, c, e) a ozařovaného
(b, d, f) roztoku (10 µM DHE + 5 µM PpIX) – protoporfyrin IX (PpIX, λex = 405 nm),
dihydroethidium (DHE, λex = 350 nm) a 2 – hydroxyethidium (EOH, λex = 480 nm).
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Ćılem měřeńı bylo zjistit, zda r̊uzné koncentrace dihydroethidia (DHE) v roztoćıch s
konstantńım pod́ılem fotosenzitivńı látky (PpIX) ovlivňuj́ı vývoj fluorescenčńıho signálu
PpIX a DHE-fotoproduktu. Pro názornost je uvedeno pouze měřeńı provedené na roztoku
10 µM DHE + 5 µM PpIX, časové vývoje intenzit fluorescence pro všechny tři roztoky
jsou vyneseny v grafech obrázku 4.15.

Mı́rný nár̊ust intenzity emise 2 – hydroxyethidia (EOH) byl pozorován i v neozařovaných
roztoćıch, viz obrázek 4.14 (e), kdy v porovnáńı s ozařovanými roztoky byl tento nár̊ust
minimálńı, jak je vidět na celkovém srovnáńı všech tř́ı roztok̊u v grafech c, f, i obrázku
4.15. Tento nár̊ust je v souladu s měřeńım provedeným v odd́ılu 4.5.1. Př́ıčina spoč́ıvaj́ıćı v
mı́rném poklesu intenzity fluorescence PpIX v neozařovaném roztoku, viz obrázek 4.14 (a),
tkv́ı pravděpodobně ve fotolytickém př́ıspěvku zvolené excitačńı vlnové délky 405 nm. V
celkovém srovnáńı všech tř́ı roztok̊u byl pr̊uměrný pokles signálu PpIX v ozařovaném
roztoku dvojnásobně vyšš́ı než v referenčńım, neozařovaném roztoku. Pr̊uměrná hodnota
nár̊ustu intenzity signálu EOH v ozařovaném roztoku byla dvojnásobná v̊uči referenčńımu
roztoku. Nár̊ust v intenzitě fluorescence EOH je tedy úměrný koncentraci fotosenzitivńı
látky (PpIX) a neńı ovlivněn rozd́ılným koncentračńım zastoupeńım DHE v jednotlivých
roztoćıch. Rozd́ılná koncentrace dihydroethidia v roztoćıch měla vliv zejména na rychlost
poklesu intenzity fluorescence DHE. Ovlivněńı pr̊uběhu fluorescence PpIX, u kterého byl
ve všech roztoćıch pozorován obdobný vývoj měřeného signálu, bylo minimálńı. Stejně
tak vývoj fluorescence EOH v jednotlivých roztoćıch nebyl rozd́ılnou koncentraćı DHE
ovlivněn. Charakteristickou vlastnost́ı ozařovaného roztoku PpIX je strmý pokles v in-
tenzitě fluorescence PpIX v počátečńı osvitové fázi, zde v prvńı minutě osvitu. Tento jev
je připisován počátečńı koncentraci kysĺıku v ozařovaném objemu, která však v pr̊uběhu
osvitu klesá, č́ımž se snižuje možnost interakce fotosenzitivńı látky s molekulou kysĺıku.
Obdobný trend je pozorovatelný i v př́ıpadě fluorescenčńı značky, kde př́ıčinou strmého
poklesu v intenzitě fluorescence DHE je taktéž počátečńı maximálńı koncentrace kysĺıku
v ozařovaném roztoku. Nár̊ust nebo pokles fluorescenčńıch signál̊u pro jednotlivé složky
roztok̊u, u nichž byla sńımána emisńı spektra i po ukončeńı osvitu, nebyl pozorován.
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Obrázek 4.15: Časové vývoje intenzit fluorescence DHE (a, d, g), PpIX (b, e, h) a EOH
(c, f, i) pro vlnové délky λDHE = 415 nm, λPpIX = 622 nm, λEOH = 590 nm, v ozařovaných
a neozařovaných roztoćıch PpIX (5 µM) + DHE (10, 20 a 30 µM). Normalizováno na
maximum emise.
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4.5.3 Vliv koncentrace PpIX na na vývoj signálu fotoproduktu
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Obrázek 4.16: Emisńı spektra (a, c, e) PpIX (λex = 405 nm) a (b, d, f) DHE-fotoproduktu
(EOH, λex = 480 nm) v ozařovaných roztoćıch PpIX+DHE. Spektra byla sńımaná v
minutových intervalech během 6 minutového osvitu tř́ı roztok̊u s proměnnou koncentraćı
PpIX (1, 5, 10 µM). Osvitový zdroj 12 mW.
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Obrázek 4.17: (a) Časové vývoje intenzit fluorescence PpIX a EOH pro emisńı vlnové
délky (λPpIX = 622 nm, λEOH = 590 nm) v ozařovaných roztoćıch PpIX (1, 5 a 10 µM) +
DHE (20 µM). Normalizováno na maximum emise. (b) Vzájemná závislost signál̊u PpIX
a EOH v ozařovaných roztoćıch PpIX (1, 5 a 10 µM) a DHE (20 µM).
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Obrázek 4.18: (a) Časové vývoje intenzit fluorescence DHE a EOH pro emisńı vlnové
délky (λDHE = 415 nm, λEOH = 590 nm) v ozařovaných roztoćıch PpIX (1, 5 a 10 µM) +
DHE (20 µM). Normalizováno na maximum emise. (b) Vzájemná závislost signál̊u DHE
a generovaného fotoproduktu (EOH) v ozařovaných roztoćıch PpIX (1, 5 a 10 µM) a
DHE (20 µM).
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V grafu (a) na obrázku 4.17, znázorňuj́ıćım celkový časový vývoj intenzity fluorescence fo-
toproduktu (EOH) a protoporfyrinu IX v ozařovaných roztoćıch obsahuj́ıćıch tři rozd́ılné
koncentrace PpIX, je zřetelný nár̊ust v intenzitě fluorescence EOH, který je úměrný kon-
centraci fotosenzitivńı látky (PpIX) v roztoku. Současně je patrný rychleǰśı pokles in-
tenzity signálu PpIX v roztoku o ńızké koncentraci PpIX. Výrazný nár̊ust v intenzitě
fluorescence EOH nebyl u kontrolńıch neozařovaných roztok̊u obsahuj́ıćıch PpIX pozo-
rován. Pokles v intenzitě fluorescence v d̊usledku osvitu byl zaznamenán u obou složek
roztoku (DHE, PpIX). Z celkového srovnáńı vývoje intenzit jednotlivých složek plyne
možnost korelovat nár̊ust intenzity EOH jak s poklesem intenzity PpIX, tak s poklesem
fluorescence DHE, jak je demonstrováno v grafech (b) obrázk̊u 4.17 a 4.18. Pro ověřeńı
korelace mezi oběma signály byla využita lineárńı regrese, kde vhodnost korelace určuje
hodnota R2 (koeficient spolehlivosti). V grafu (b) obrázku 4.17 je vidět dobrá vzájemná
korelace signál̊u pro roztok o vyšš́ı koncentraci PpIX (10 µM, R2 = 0.94) a naopak pro nižš́ı
koncentrace neńı lineárńı závislost optimálńı (1 µM, R2 = 0.69; 5 µM, R2 = 0.68). Dekom-
pozičńı proces dihydroethidia v návaznosti na tvorbu fotoprodukt̊u dokládá dobrá lineárńı
korelace pr̊uběh̊u obou signálu (DHE, EOH) v grafu (b) obrázku 4.18, naměřená pro tři
ozařované roztoky s proměnnou koncentraćı PpIX (1 µM, R2 = 0.94; 5 µM, R2 = 0.96
a 10 µM, R2 = 0.95). Tento trend podporuje mechanismus fotolytické transformace mo-
lekuly dihydroethidia a vylučuje bočné chemické procesy, které by mohly vést ke sńıžeńı
koncentrace DHE v systému. Jak bylo uvedeno v odd́ılu 3.2, je pokles intenzity signálu
fotosenzitivńı látky v mı́stě osvitu ovlivněn jej́ı koncentraćı, která má vliv i na zp̊usob
fotodegradace. Vyšš́ı koncentrace fotosenzitivńı látky podmiňuj́ı fotochemickou degradaci
vyvolanou p̊usobeńım delta kysĺıku, naopak nižš́ı koncentrace vedou k bleachingu interakćı
tripletńıho stavu fotosenzitivńı látky s okoĺım molekuly. [50] Pro většinu fotosenzitivńıch
látek je rychlost poklesu intenzity silně závislá na počátečńı koncentraci, kdy je proces
degradace podpořen mimo jiné i nově vznikaj́ıćımi fotoprodukty. K měřeńı poklesu in-
tenzity fluorescence fotosenzitivńı látky v roztoćıch v odezvě na osvitové podmı́nky, jsou
přednostně voleny vyšš́ı koncentrace PS. Autoři studie [43] zvolili pro měřeńı procesu
photobleachingu v nebuněčném prostřed́ı (vodné roztoky s obsahem PpIX) koncentrace
fotosenzitivńı látky ≈ 50 mmol/l.
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Kapitola 5

Detekce ROS ve fluorescenčńım
tkáňovém modelu

Fluorescenčńı modely (fantomy) jsou využ́ıvány zejména ve vývoji spektroskopických
detekčńıch systémů (nejčastěji optické vláknové detektory) pro oblast PDT nebo FGS
(Fluorescence guided surgery – Fluorescenčně naváděná chirurgie). Studovanými parame-
try jsou detekčńı možnosti z hlediska geometrie osvitu, použité vlnové délky z pohledu
hloubky pr̊uniku (modré a červené světlo) a vyhodnoceńı koncentrace fotosenzitivńı látky
v rámci jej́ı heterogenńı mı́stńı a časové redistribuce. [1, 71, 60] Jelikož se jedná o prostřed́ı
postrádaj́ıćı živou buněčnou složku, u které by bylo možné sledovat odezvu na fotody-
namický proces, plńı model pouze optimalizačńı funkci z hlediska osvitových podmı́nek
(aplikovaný optický výkon, celková světelná dávka, koncentrace fotosenzitivńı látky).

5.1 Složeńı tkáňových model̊u

Složeńı tkáňového fantomu je značně variabilńı a odv́ıj́ı se od účelu použit́ı. Jestliže je
model určen ke kalibraci optických systémů a pro srovnáńı mezisystémového nastaveńı,
jsou s výhodou využ́ıvány časově stabilńı pevnolátkové polymerńı modely, které nemuśı
odpov́ıdat chemickému složeńı tkáně. Modely na bázi kapalin a gel̊u (želatina, agar) maj́ı
svou užitnou hodnotu časově omezenou, ale jejich př́ınos tkv́ı v možnosti začlenit do jejich
struktury tkáńım podobné prvky. Model by měl ideálně splňovat některé z následuj́ıćıch
charakteristik: absorpce a rozptyl odpov́ıdaj́ı danému tkáňovému typu, optické vlast-
nosti odpov́ıdaj́ı tkáni pro danou vlnovou délku, možnost začlenit specifické molekuly
(např́ıklad tkáňové fluorofory), stabilita v rámci doby použit́ı a vlastnost́ı prostřed́ı,
možnost transportu, nenáročnost a ńızké výrobńı náklady. [2]

Prostřed́ı fluorescenčńıho fantomu lze popsat jako čtyř složkový systém skládaj́ıćı se z
nosného média, fluorescenčńıho prvku, rozptylové a absorbuj́ıćı složky. Nosné médium
pokrývá škálu skupenstv́ı, od vodných prostřed́ı, přes polotuhé hydrogely až po pev-
nolátkové struktury. Vodné modely jsou méně vhodnou volbou při začleněńı hydrofobńı
látky jakou je např́ıklad PpIX, která podléhá agregaci, nebo při studiu procesu photo-
bleachingu. [71] Fantomy na bázi hydrogel̊u jsou vhodnou volbou zejména pro jejich me-
chanické vlastnosti. Běžně použ́ıvanými zástupci hydrogelové tř́ıdy jsou agar a želatina.
Nejčastěji využ́ıvanou složkou zajǐst’uj́ıćı rozptyl jsou lipidové mikročástice (intralipid),
daľśı možnost́ı jsou polymerńı mikrosféry nebo prášek oxidu titaničitého a oxidu hli-
nitého. Rozptyluj́ıćı složka obvykle zauj́ımá méně než 1 % celkového objemu. Lipidové
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mikročástice nejvěrněji napodobuj́ı vlastnosti biologických membrán. Jako prvek imituj́ıćı
absorpčńı vlastnosti hemoglobinu a melaninu lze v nejjednodušš́ım př́ıpadě použ́ıt inkoust,
potravinářské barvivo nebo bovinńı krev.

Koncentrace fotosenzitivńı látky (PpIX) v r̊uzných typech tkáńı, jej́ıž tvorba byla indu-
kována vněǰśım podáńım ALA, je značně variabilńı. V provedené studii [72] byl zjǐstěn
koncentračńı rozsah PpIX 0 – 28 µM z odebraných vzork̊u mozkové nádorové tkáně. Z
tohoto d̊uvodu a pro možnost srovnáńı vlivu koncentrace PpIX na tvorbu reaktivńıch
kysĺıkových forem, byl pro vytvořené modely zvolen koncentračńı rozsah pokrývaj́ıćı širš́ı
škálu (5 - 30 µM). Fluorescenčńı tkáňový model vytvořený pro tuto práci plńı účelově
následuj́ıćı funkce. Hydrogelová struktura (agar) zajǐst’uje sńıženou molekulárńı pohybli-
vost, a imituje tak lokalizovanou oblast, ve které došlo k akumulaci fotosenzitivńı látky
stejně jako v nádorovém ložisku. Tato vlastnost umožňuje při osvitu daného mı́sta pozo-
rovat lokálńı změny v podobě sńıžeńı koncentrace fotosenzitivńı látky a nár̊ustu signálu
vznikaj́ıćıho fotoproduktu v d̊usledku osvitu a generace reaktivńıch kysĺıkových forem. V
experimentálńı rovině se jedná o mezikrok nacházej́ıćı se mezi měřeńım provedeným na
vodných roztoćıch fotosenzitivńı látky a buněčném systému s akumulovanou fotosenzi-
tivńı látkou. Je tud́ıž možné, že fluorescenčńı odezva fotosenzitivńı látky bude ovlivněna
jiným mechanismem, než je tomu u dvou výše zmı́něných prostřed́ı. Tuto odezvu lze na
základě srovnáńı jednotlivých systému kvantitativně zhodnotit.

Následuj́ıćı část zahrnuje popis světelného zdroje použitého pro osvit agarózových model̊u
ve v́ıce jamkovém uspořádáńı (MWP, Multi Well Plate) a charakteristiku epi-iluminačńı
spektrálńı akvizice pomoćı př́ıstrojového rozš́ı̌reńı k spektrofluorimetru FluoMax-4 (Ho-
riba, Japonsko). Dále je uveden postup př́ıpravy tkáňových model̊u s proměnným zastou-
peńım obsahových složek (PpIX a DHE). V závěru jsou zahrnuty výsledky prvotńıch
měřeńı provedených na agarózových modelech, které vedly k nalezeńı optimálńı kon-
centrace základńıch obsahových komponent v návaznosti na detekčńı schopnost fluo-
rescenčńıho signálu a značnou citlivost DHE. Současně jsou prezentovány výsledky ex-
perimentálńıch část́ı sleduj́ıćıch vliv koncentrace PpIX na vývoj signálu fotoproduktu v
ozařovaném modelu s konstantńı koncentraćı DHE a vliv intenzity světelného zdroje na
odezvu generovaného fotoproduktu v rámci srovnáńı aplikovaného optického výkonu a
celkové dávky.

5.2 Př́ıstrojové vybaveńı

5.2.1 MicroMax 384 Microwell-Plate Reader

Měřeńı emisńıch spekter agarózových model̊u bylo provedeno s využit́ım MicroMax 384
Microwell-Plate Reader (Horiba, Japonsko) umožňuj́ıćıho epi-iluminačńı spektrálńı akvi-
zici ze vzork̊u umı́stěných ve v́ıce jamkové destičce (View Plate-96 Black, Thermo Scien-
tific, USA). MicroMax jako doplňkové rozš́ı̌reńı spektrofluorimetru FluoroMax-4 (Horiba,
Japonsko), jež byl krátce představen v kapitole 4.2, je se spektrofluorimetrem propo-
jen vláknově optickým adaptérem (FM4-3000, Horiba, Japonsko). Excitačńı signál je ze
zdroje (xenonová výbojka) veden optickým vláknem do prostoru destičkového stojanu a
emisńı signál ze vzorku je odváděn optickým vláknem zpět do prostoru výměnného sto-
janu (vláknově optický adaptér) v FluoroMax-4. Vı́ce jamková destička je pod pevně fi-
xovaným vláknovým svazkem postupnými posuny skenována, přičemž určeńı konkrétńıch
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jamek je prováděno v programovém nastaveńı. Výhodou destičkového spektrometru je
rychlé vyč́ıtáńı umožňuj́ıćı bodový sběr (Single-Point Analysis) pro 96 vzork̊u (viz 96-
jamková destička). Jednotlivé jamky na vzorky jsou z černého, nepr̊uhledného plastu, což
odstraňuje nežádoućı excitaci navzájem soused́ıćıch vzork̊u, které nejsou v danou chv́ıli
sńımány. Pr̊uhledné dno MWP umožňuje zobrazeńı vzork̊u pomoćı mikroskopu, př́ıpadně
sub iluminačńı režim při kontinuálńı spektrálńı akvizici. Pracovńı objem jedné jamky je
50 – 200 µl. Zjednodušené schéma měř́ıćı aparatury je zobrazeno na obrázku 5.1.

Obrázek 5.1: Epi-iluminačńı princip měřeńı vzork̊u z v́ıce jamkové destičky v MicroMax
384 Microwell-Plate Reader, propojeného se spektrometrem Fluoromax-4; Horiba. 1 –
excitačńı světlo (xenonová výbojka), 2 – fokusačńı čočka, 3 – excitačńı monochromátor, 4
– referenčńı detektor, 5 – dělič svazku excitačńıho zářeńı, 6 – detektor (PMT), 7 – emisńı
monochromátor, 8 – vláknově-optický adaptér, 9 – excitačńı optické vlákno, 10 – emisńı
optické vlákno, MWP – v́ıce jamková destička se vzorky.

Pro jednotlivé objemy v jamkách je potřeba nastavit optimálńı vzdálenost vlákna pro
źıskáńı co nejvyšš́ıho signálu. Vhodné nastaveńı vzdálenosti se provád́ı v režimu RTC
(Real Time Control), kde se při zadaných parametrech vlnové délky excitace, emise a
š́ı̌rce excitačńı a emisńı štěrbiny, pozoruje signál při vertikálńım posunu vlákna nad jam-
kou se vzorkem. Nastaveńı je nutné provádět při každé změně objemu v jamce. Nastaveńı
optimálńı vzdálenosti vlákno-vzorek (minimálńı vzdálenost je cca 3 cm) bylo provedeno
na zkušebńıch vzorćıch v jamkách, na kterých se dále měřeńı neprovádělo. Objem jednot-
livých měřených vzork̊u byl ve všech př́ıpadech 200 µl.

5.2.2 Osvitový zdroj

K osvitu vzork̊u ve v́ıce jamkové destičce (MWP) byl využit v́ıcebodový zdroj sestávaj́ıćı
z šesti diod (SMB1N-405V-02, Roithner LaserTechnik), které jsou součást́ı mini LED
pole. Osvitová deska byla pomoćı součástek firmy ThorLabs uchycena nad MWP, tak aby
výstupńı světelný svazek pokrýval celý objem jamky a optický výkon naměřený ve spodńı
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části pr̊uhledného dna MWP odpov́ıdal požadované hodnotě. Zvolený světelný výkon byl
pro daný diodový pár doladěn pomoćı programového nastaveńı, které je bĺıže popsáno v
následuj́ıćım odd́ılu. K měřeńı optického výkonu světelného zdroje byl použit wattmetr
(PM100D, ThorLabs, GB). Geometrické uspořádáńı diod na obvodové desce odpov́ıdá
rozestup̊um mezi jednotlivými otvory MWP, kdy každá dioda v př́ıpadě potřeby zapadá
do jamky. Bodové světelné zdroje v představeném uspořádáńı zajǐst’uj́ı homogenńı osvit
jamky, jej́ıž pr̊uměr (6.5 mm) a malá tloušt’ka vzorku (pracovńı objem 200 µl) umožňuje
dodáńı světelné dávky do celého objemu. V experimentálńı rovině je možné propojit
aplikovanou dávku s nár̊ustem fluorescenčńıho signálu fotoproduktu v systému PpIX-
DHE-agaróza.

Obrázek 5.2: Fotografie sestavy použ́ıvané pro osvit agarózových model̊u.

5.2.2.1 Charakteristika osvitového zdroje

Rozsah vyzařováńı zvolených diod udávaný výrobcem se pohybuje v rozmeźı 400 – 410 nm,
změřená emisńı spektra pro jednotlivé diody jsou zobrazena na obrázku 5.3. Emisńı spek-
tra byla změřena pomoćı vláknového spektrometru QE65000 (Ocean Optics) pro všech
šest diod umı́stěných na PCB. Spektrálńı š́ı̌re vyzařováńı pro jednotlivé diody je 14 nm.
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Obrázek 5.3: Normalizovaná emisńı spektra SMD diod (F1H,D – F3H,D) umı́stěných na
PCB s hodnotami maximálńı vlnové délky vyzařováńı.

Výběr diod emituj́ıćıch v dané oblasti spektra odpov́ıdá maximu absorpce použité foto-
senzitivńı látky PpIX, viz obrázek 5.4.
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Obrázek 5.4: Normalizovaná absorpčńı spektra PpIX ve vodném roztoku (demineralizo-
vaná voda + < 1 % DMSO) a normalizované emisńı spektrum jedné SMD diody umı́stěné
na PCB.

Pro měřeńı optického výkonu všech diod byl wattmetr připevněn do spodńı části v́ıce jam-
kové destičky (MWP), která d́ıky pr̊uhlednému dnu toto měřeńı umožňuje. Osvitová deska
byla přiložena do kontaktu s MWP tak, že jednotlivé diody zapadaly do jamek a wattmetr
sńımal hodnoty pro danou diodu, poté byl přemı́stěn do daľśı polohy. Stejný proces byl
proveden u všech šesti diod. Proudové hodnoty byly nastaveny pomoćı napět’ového zdroje
a doladěny pro každou větev pomoćı odporového trimru na přibližně stejnou hodnotu.
Kontrola proudových hodnot pro jednotlivé větve byla provedena pomoćı multimetru.
Ačkoli jsou proudové hodnoty pro dané větve diodových pár̊u dobře nastavitelné, byla
sv́ıtivost jednotlivých diod v páru mı́rně odlǐsná. Tuto nevýhodu lze dobře kompenzovat
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nastaveńım stř́ıdy v PWM módu jak je demonstrováno na obrázku 5.5 a 5.6, bližš́ı popis je
uveden v následuj́ıćı části. Modulace však neodstrańı rozd́ıly ve sv́ıtivosti v rámci diod v
jednotlivých párech, to znamená, že je potřeba s touto odchylkou při výpočtu dávkového
schématu poč́ıtat, nebo použ́ıt k osvitu trojici soused́ıćıch diod.

Obrázek 5.5: Ukázka programového nasta-
veńı regulace výkonu jednotlivých pár̊u diod.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1
5

6

7

8

9

1 0

1 1

1 2

Vý
ko

n (
mW

)

C a s  ( m i n )

 F 1 D  ( P W M 0 )
 F 2 D  ( P W M 1 )
 F 3 D  ( P W M 2 )

Obrázek 5.6: Pr̊uběhy optických výkon̊u tř́ı
sousedńıch diod (F1D, F2D a F3D) v čase.

5.2.2.2 Řı́d́ıćı software a regulace výstupńıho optického výkonu

Změnu výkonu jednotlivých dvojic diod zapojených v sérii lze provést analogově pomoćı
nastavitelných rezistor̊u nebo přes programové nastaveńı ř́ıd́ıćıho mikrokontroleru (AT-
mega32U4). Činnost mikrokontroleru, na který je napojena osvitová deska je ř́ızena přes
USB rozhrańı. Změna optického výkonu v experimentálńıch aparaturách využ́ıvaj́ıćıch pro
osvit MWP pole diod byla v řadě př́ıpad̊u doćılena zapojeńım optických filtr̊u umı́stěných
mezi excitačńı zdroj a vzorek. [73, 74] Nı́že uvedené zp̊usoby proudové regulace poskytuj́ı
širš́ı rozsah dosažitelných výkonových hodnot.

Analogová regulace – laditelné rezistory

Nastaveńı výstupńıho napět́ı pro jednotlivé páry diod lze provést pomoćı odporového
děliče, který se skládá ze dvou rezistor̊u a je napojen na napět’ový stabilizátor (LM317,
pouzdro TO-220). Odporová hodnota prvńıho rezistoru je konstantńı, druhým rezistorem
je odporový trimr, jehož manuálńım laděńım lze źıskat proměnné proudové hodnoty pro
jednotlivé větve pár̊u diod.

Obrázek 5.7: Zapojeńı napět’ového stabilizátoru (LM317).
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PWM regulace

Pro změnu a ř́ızeńı intenzity vyzařováńı tř́ı pár̊u diod umı́stěných na PCB je využito
pulzńı š́ı̌rkové modulace (PWM, Pulse Width Modulation). Výhodou této metody je
sńıžeńı spektrálńıho posunu vyzařováńı diod proudovými změnami a možnost přesněǰśıho
nastaveńı optického výkonu (intenzity) v rámci jednotlivých pár̊u diod i celého LED pole.
Po seř́ızeńı proudové hodnoty pro danou diodovou větev je prostřednictv́ım ř́ıd́ıćıho mik-
rokontroleru a programového nastaveńı regulována intenzita vyzařováńı diod nastaveńım
poměru délky trváńı signálńı hodnoty zapnuto v̊uči signálu vypnuto při daném proudu
(tzv. nastaveńım stř́ıdy). Poměr délky trváńı zapnutého stavu v̊uči vypnutému určuj́ı za-
dané hodnoty PWM0 – 3 a hodnota obálky (2 - 254). Jako př́ıklad změny vyzařováńı
prvńıho diodového páru, který je označen jako PWM0 (daľśı diodový pár PWM1 a třet́ı
diodový pár PWM2), lze uvést následuj́ıćı nastaveńı. Při hodnotě obálky 100 a para-
metru PWM0 50 je výsledný poměr délky trváńı signálu zapnuto/vypnuto 1:1, to zna-
mená, že intenzita vyzařováńı diodového páru je 50 % z maximálńı vyzařovaćı hodnoty při
daném proudovém zat́ıžeńı. Č́ım vyšš́ı je poměr signálu zapnuto/vypnuto, t́ım je intenzita
vyzařováńı a tedy i optický výkon vyšš́ı. Délka cyklu (perioda) je ovlivněna nastaveńım
časové báze, která pokrývá škálu 16 µs – 16.4 ms. Při nastaveńı nejdeľśı časové báze
(16.4 ms) je možné nastavené hodnoty pro PWM0 – 3 vizuálně porovnávat. Ačkoliv se v
př́ıpadě PWM jedná o pulzńı světelný tok, tzn. osvit vzork̊u neprob́ıhá v kontinuálńım
režimu, je možné v programovém nastaveńı zvolit osvitový režim odpov́ıdaj́ıćı vysoké
frekvenci sṕınaného módu, aniž by docházelo k pozorovatelnému přerušeńı osvitu. Soft-
warové ř́ızeńı LED diod bylo vytvořeno v programovém prostřed́ı Assembler. Uživatelské
rozhrańı pro ř́ızeńı optického výkonu je uvedeno v př́ıloze A.2, fotografie osvitové sestavy
je na obrázku 5.2.

5.3 Konstrukčńı provedeńı tkáňových model̊u

Pro vyhodnoceńı schopnosti detekce reaktivńıch kysĺıkových forem (ROS) v agarózovém
základu, to znamená v systému, který imituje pevnolátkové prostřed́ı lidské tkáně, byla
vytvořena série model̊u s obsahem fotosenzitivńı látky (Protoporfyrin IX, PpIX) a flu-
orescenčńı značky (Dihydroethidium, DHE). Pro splněńı požadavk̊u na optické tkáňové
vlastnosti byla do model̊u zakomponována rozptylová a absorbuj́ıćı složka v podobě In-
tralipidu (1%) a inkoustu (0.2%), jakožto nejběžněji využ́ıvaných součást́ı tkáňových mo-
del̊u.[71, 60, 1, 75]

V pilotńı studii byly př́ıpraveny agarózové základy bez obsahu absorbuj́ıćı (inkoust) a
rozptylové složky (Intralipid), kdy bylo na analytických vahách odváženo 0.3 g agarózy
(Agarose A9539, Sigma-Aldrich, USA), které bylo následně smı́cháno s 50 ml destilované
vody. Vzniklá směs byla v kádince umı́stěna na magnetické mı́chadlo s varnou plotýnkou,
kde byl roztok vystaven po dobu 1 minuty varu. Po zchladnut́ı agarózového gelu na teplotu
60 ◦C bylo odebráno dané množstv́ı do mikrozkumavky (Eppendorf), do které byly předem
odměřeny odpov́ıdaj́ıćı objemy dihydroethidia a PpIX odebrané ze zásobńıch roztok̊u
PpIX+DMSO a DHE+DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Koncentrace PpIX v jednotlivých
jamkách byla v rozsahu 15 až 50 µM. Směs ve zkumavce byla opatrně promı́chána, aby se
předešlo tvorbě bublin, a mikropipetou rozdělena do v́ıce jamkové destičky (View Plate-96
Black, Thermo Scientific, USA) v objemech 200 µl na jamku. Stejně bylo postupováno i
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při výrobě agarózového základu obsahuj́ıćıho DHE bez fotosenzitivńı látky, přičemž kon-
centrace DHE v jednotlivých jamkách byla v rozsahu 20 až 200 µM. Jako slepý vzorek,
slouž́ıćı pro odečet spektra samotné agarózy, byly vybrané jamky naplněny agarózovým
gelem bez př́ıdavku fotosenzitivńı látky (PpIX) a fluorescenčńı značky (DHE).

V samotné experimentálńı fázi byly vytvořeny tkáňové modely obsahuj́ıćı rozptylovou a
absorbuj́ıćı složku. Postup př́ıpravy agarózového základu byl stejný jako v pilotńı studii.
Nejprve byly zhotoveny ńızko koncentrované zásobńı roztoky černého inkoustu (KOH-I-
NOOR Hardtmuth, Česká republika) a Intralipidu 20% (Sigma-Aldrich, USA) v demi-
neralizované vodě. K odměřenému množstv́ı DHE (200 µM) a PpIX, jehož koncentrace
byla v rozsahu 5 - 30 µM, bylo přidáno odpov́ıdaj́ıćı množstv́ı zásobńıho roztoku černého
inkoustu, tak aby byl jeho objemový pod́ıl ve výsledném modelu 0.2 %. Stejně bylo po-
stupováno i u rozptylové složky, kde odměřené množstv́ı zásobńıho roztoku Intralipidu ve
výsledném modelu bylo 1 % celkového objemu.

Před osvitovou procedurou a vlastńım měřeńım emisńıch spekter byly vzorky pod nepr̊u-
hledným krytem ponechány dvacet minut při pokojové teplotě, aby bylo zajǐstěno úplné
ztuhnut́ı směsi. Měřeńı bylo provedeno vždy pro tři vzorky dané koncentrace.

5.4 Pr̊uběh experiment̊u

V pilotńı studii, jej́ımž ćılem bylo zhodnotit možnost detekce fluorescenčńıho signálu PpIX
a DHE začleněného do agarózového základu pomoćı systému MicroMax, byl vytvořen aga-
rozový základ obsahuj́ıćı protoporfyrin IX (PpIX) bez dihydroethidia (DHE) a agarozový
základ obsahuj́ıćı DHE bez PpIX. Na základě naměřených spekter byla určena optimálńı
koncentrace použitých složek pro následuj́ıćı experimenty s tkáňovými modely. Emisńı
spektra DHE byla sńımána v rozsahu 360 - 550 nm při excitačńı vlnové délce 350 nm a
fluorescence PpIX byla měřena v rozsahu 600 - 720 nm při excitaci 405 nm. Fluorescenčńı
charakteristika EOH v prostřed́ı DHE-agaróza byla v druhé části pilotńı studie měřena v
rozsahu vlnových délek 530 - 700 nm při excitaci 480 nm.

V druhé fázi bylo provedeno měřeńı spektrálńı odezvy jednotlivých součást́ı tkáňových
model̊u (PpIX, DHE, EOH) na osvitové podmı́nky, kdy byl hodnocen vliv tř́ı optických
výkon̊u (0.5, 1 a 4 mW) použitých pro osvit model̊u na vývoj signálu generovaného DHE-
fotoproduktu. Ozařované modely obsahovaly DHE o koncentraci 200 µM a PpIX o koncen-
traci 10 µM. Světelný zdroj (LED pole) použitý pro osvit byl pomoćı součástek od firmy
Thorlabs uchycen nad v́ıce jamkovou destičku (MWP), která byla pod diody umı́stěna
tak, aby byl zajǐstěn osvit cele jamky se vzorkem. Hodnoty nastavené pro bodový sběr
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). Integračńı
čas detekce byl 0.3 s. Celková doba osvitu byla ovlivněna vývojem signálu EOH, respek-
tive DHE, kdy v př́ıpadě nejnižš́ı intenzity 0.5 mW byl celkový osvitový čas 15 minut a
pro hodnoty výkon̊u 1 a 4 mW byl zajǐstěn osvit v délce 10 minut. Emisńı spektra byla
měřena v časových rozestupech pouze pro ozařovaný model.

V závěrečné experimentálńı fázi byla měřena odezva jednotlivých složek ve tkáňových
modelech (PpIX, DHE a EOH) za osvitových podmı́nek, kdy byl hodnocen vliv koncen-
trace PpIX na vývoj signálu generovaného DHE-fotoproduktu. Každý model obsahoval
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konstantńı pod́ıl DHE (200 µM) a PpIX v koncentračńım rozsahu 5 – 30 µM. Stejně jako
v př́ıpadě prvotńıho měřeńı na agarózových základech, obsahuj́ıćıch samostatně DHE a
PpIX, bylo provedeno měřeńı emisńıch spekter pro jednotlivé součásti tkáňových mo-
del̊u s nastaveńım spektralńıch akvizičńıch hodnot jako v př́ıpadě pilotńı studie. Osvit
byl zajǐstěn trojićı diod umı́stěných na osvitové desce uchycené nad MWP, stejně jako
v předchoźım kroku. Optický výkon naměřený před začátkem osvitu pro tři soused́ıćı
diody byl nastaven na hodnotu 1 mW, přičemž přesněǰśı nastaveńı optického výkonu sou-
sed́ıćıch diod na požadovanou hodnotu 1 mW bylo provedeno v programovém prostřed́ı.
Emisńı spektra byla změřena pro referenčńı (neozařovaný) model před a v čase na konci
osvitu ozařovaného modelu. Emisńı spektra ozařovaného modelu byla sńımána stejně jako
v př́ıpadě neozařovaného modelu, kdy byla nav́ıc změřena v i p̊ulce osvitové proced̊ury.
Během osvitu byla každou p̊ul minutu bodově sńımána intenzita fluorescence (režim Single
point measurement) pro tři vzorky. Nastaveńı spektrálńıch akvizičńıch hodnot a hodnot
pro jednobodový sběr intenzity fluorescence bylo totožné s předchoźım měřeńım. Celková
doba osvitu byla 10 minut.
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5.5 Výsledky měřeńı

5.5.1 Pilotńı studie
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Obrázek 5.8: Srovnáńı emisńıch spekter (a) DHE (20, 30 µM) bez odečtu agarózy
(λex = 350 nm) a (b) po odečtu slepého vzorku (čistá agaróza).
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Obrázek 5.9: Srovnáńı emisńıch spekter (a) PpIX (50 µM) bez odečtu agarózy
(λex = 405 nm) a (b) po odečtu slepého vzorku (čistá agaróza).

Značnou nevýhodou, která byla z počátku přisuzována ńızké účinnosti kolekce fluores-
cenčńıho signálu, byla v prvotńı fázi experimentu agregačńı schopnost PpIX a to jak
v agarózovém základu, tak ve vodném roztoku. T́ımto byla znemožněna detekce ńızko
koncentrovaných vzork̊u. Pozorovaný jev byl v př́ıtomnosti Intralipidu potlačen, jak je
ilustrováno na obrázku 5.10 a bĺıže rozebráno v odd́ılu 4.1.1. Výše uvedená fluorescenčńı
spektra PpIX-agaróza a DHE-agaróza ve dvoj́ım koncentračńım zastoupeńı, a zejména
pak spektra bez odečtu pozad́ı, vykazuj́ı značný signálńı př́ıspěvek slepého vzorku (čistá
agaróza), který znesnadňuje detekci ńızko koncentrovaných vzork̊u (< 10 µM). Z graf̊u
u nichž byla provedena subtrakce pozad́ı, jsou tvary emisńıch spekter jednotlivých složek
dobře rozlǐsitelné, jak je vidět na grafech (b) obrázk̊u 5.8 a 5.9. Nicméně pozice emisńıho
maxima PpIX na 622 nm a ńızká fluorescenčńı intenzita poměrně vysoké koncentrace
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PpIX (50 µM) potvrzuje existenci vyšš́ıho pod́ılu agregovaných molekul PpIX v agarózovém
základu. Zlepšeńı detekce signálu PpIX nastalo v př́ıpadě agarózového základu s obsahem
obou složek (DHE+PpIX), kde byl peak na 625 nm výrazně vyšš́ı, než v agarózovém
základu bez DHE, jak je vidět na zvětšené oblasti emisńıch spekter v obrázku 5.10.
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Obrázek 5.10: Srovnáńı fluorescenčńıch spekter PpIX (λex = 405 nm) začleněného do
agarózového základu po odečtu čisté agarózy. Graf v pravo představuje zvětšenou oblast
emisńıch spekter PpIX v agarózovém základu s dihydroethidiem (DHE, čevená křivka) a
bez DHE (zelená křivka).
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V druhé fázi pilotńı studie byla hodnocena časová stabilita jednotlivých složek pro bez
osvitové podmı́nky, kdy byla v časových intervalech 5 minut sńımána emisńı spektra
pro každou složku samostatně začleněnou do agarózového základu (PpIX-agaróza, DHE-
agaróza) a současně měřena spektrálńı odezva EOH v systému DHE-agaróza. Bezosvitová
spektrálńı charakteristika použitých sloučenin umožňuje vyloučit p̊usobeńı jiných vliv̊u,
než produkci reaktivńıch kysĺıkových forem v návaznosti na osvit fluorescenčńıho mo-
delu (DHE-PpIX), které by mohly přisṕıvat k signálńım změnám v ozařovaných vzorćıch.
Celý experiment byl zopakován i pro agarózový základ obsahuj́ıćı obě komponenty (PpIX-
DHE-agaróza).
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Obrázek 5.11: Emisńı spektra referenčńıch (neozařovaných) vzork̊u (a) DHE-
agaróza(λex = 350 nm), (b) PpIX-agaróza (λex = 405 nm) a (c) EOH (λex = 480 nm,
měřeno v DHE-agaróza) sńımaná v časových intervalech. Koncentrace DHE a PpIX byla
50 µM.
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Výše uvedená fluorescenčńı spektra referenčńıch (neozařovaných) vzork̊u, měřená v čase
po př́ıpravě (t=0 min) a v časovém odstupu od př́ıpravy, prokázala minimálńı pokles v
intenzitě fluorescence dihydroethidia a protoporfyrinu IX. Naopak vyšš́ı úbytek intenzity
signálu DHE byl pozorován v systému PpIX-DHE-agaróza (koncentrace DHE – 20 µM),
kde po jedné hodině bez osvitu nebyl signál DHE detekovatelný. Naopak samotné DHE
v agaróze, tzn. bez př́ıtomnosti PpIX, vykazovalo vyšš́ı stabilitu, jak je patrné z grafu (a)
obrázku 5.11, kdy signálńı odezva byla měřitelná i po jedné hodině bez osvitu. S pozoro-
vanými změnami souviśı i detekovatelnost signálu EOH, reakčńıho produktu DHE, kdy v
př́ıpadě absence mateřské molekuly (DHE) neńı možné měřit nár̊ust signálu generovaného
EOH v odezvě na osvit, i když je fotosenzitivńı látka stále př́ıtomná. Na druhou stranu
nebyl úbytek signálu DHE v bez osvitových podmı́nkách spojen s nár̊ustem signálu EOH,
jak dokládá graf (c) obrázku 5.11, což je pro detekci tohoto fotoproduktu v systému DHE-
PpIX d̊uležitá charakteristika. Na základě zmı́něné charakteristiky lze propojit osvitové
podmı́nky s poklesem intenzity PpIX a nár̊ustem signálu EOH, jak dokládaj́ı odd́ıly 5.5.2
a 5.5.3. Snahou výše provedeného měřeńı bylo mimo jiné i určeńı optimálńı koncentrace
DHE pro následná měřeńı, která by poskytovala odezvu na osvit vzork̊u obsahuj́ıćıch kom-
binaci všech tř́ı složek (PpIX-DHE-agaróza). Jelikož je dihydroethidium fotocitlivá látka,
podléhaj́ıćı oxidativńım změnám, je vhodné volit pro experimenty vyšš́ı koncentračńı za-
stoupeńı (> 100 µM) a dbát na sńıžené světelné podmı́nky při př́ıpravě zásobńıch roztok̊u.
Fotochemická degradace DHE je taktéž podpořena v pr̊uběhu samotné spektrálńı akvi-
zice, proto bylo pro daľśı měřeńı využito převážně bodové sńımáńı intenzity signálu. Na
základě źıskaných charakteristik jednotlivých látek, byla v následuj́ıćıch experimentech
s tkáňovým modelem použita koncentrace DHE 200 µM. Tuto volbu současně podpořil
i rychlý úbytek DHE v ozařovaném prostřed́ı, který by znemožnil detekci fotoproduktu
v deľśım časovém úseku. Naopak d́ıky př́ıtomnosti Intralipidu, který významně podpořil
detekovatelnost signálu PpIX (viz obrázek 5.10) i v ńızkém koncentračńım zastoupeńı,
byl v experimentech s tkáňovým modelem zvolen koncentračńı rozsah PpIX 5 - 30 µM.
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5.5.2 Vliv optického výkonu na vývoj signálu fotoproduktu
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Obrázek 5.12: Emisńı spektra protoporfyrinu IX (PpIX, λex = 405 nm) a dihydroethidia
(DHE, λex = 350 nm) v ozařovaných tkáňových modelech. Osvitový zdroj 0.5, 1 a 4 mW,
koncentrace PpIX 10 µM a DHE 200 µM.
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Obrázek 5.13: Emisńı spektra DHE-fotoproduktu (EOH, λex = 480 nm) v ozařovaných
tkáňových modelech. Osvitový zdroj 0.5, 1 a 4 mW, koncentrace PpIX 10 µM a
DHE 200 µM.
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Obrázek 5.14: Časový pr̊uběh fluorescence (a) EOH a (b) PpIX měřené bodově na vl-
nových délkách λex(PpIX) = 635 nm, λex(EOH) = 600 nm v ozařovaných tkáňových mo-
delech pro optické výkony osvitového zdroje 0.5, 1 a 4 mW. Koncentrace PpIX 10 µM
a DHE 200 µM. Normalizováno na maximum emise, data pro tři vzorky s pr̊uměrnými
hodnotami ± SD.
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Obrázek 5.15: Vzájemná závislost signál̊u PpIX a EOH v ozařovaných tkáňových modelech
s koncentraćı PpIX 10 µM a DHE 200 µM pro tři optické výkony (a) 0.5 mW, (b) 1 mW
a (c) 4 mW. Vynesená data jsou pr̊uměrnou hodnoutu tř́ı měřeńı.
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Z graf̊u obrázku 5.12, kde jsou zachycena emisńı spektra protoporfyrinu IX (10 µM) a
dihydroethidia (200 µM) začleněných do tkáňového modelu (agaróza + Intralipid 1 % +
inkoust 0.2 %), který byl ozařován světelným zdrojem (405 nm) s proměnným optickým
výkonem (0.5, 1 a 4 mW), je zřetelný strmý pokles intenzity fluorescence v prvńıch čtyřech
minutách osvitu pro všechny tři osvitové podmı́nky. Tento trend je možné pozorovat i
v př́ıpadě vodných roztok̊u obsahuj́ıćıch PpIX. Strmý pokles v intenzitě fluorescence v
prvńıch fáźıch osvitu je přisuzován počátečńı koncentraci kysĺıku v ozařované oblasti,
která v d̊usledku kontinuálńıho osvitu v návaznosti na tvorbu reaktivńıch kysĺıkových
forem klesá. [44] Následné prodloužeńı délky osvitu nevedlo k tak výrazné změně. Strmý
pokles byl zaznamenách i v př́ıpadě DHE, u kterého byl signál na konci osvitu (10. minuta)
zdrojem o výkonu 4 mW minimálńı. Na grafech obrázku 5.13 zobrazuj́ıćıch emisńı spektra
DHE-fotoproduktu (EOH) sńımaná při excitaci 480 nm, je znatelný peak na 635 nm v
počátćıch osvitu, nálež́ıćı pravděpodobně PpIX.

V grafech časových pr̊uběh̊u vývoje intenzity fluorescence PpIX a DHE-fotoproduktu
(EOH) na obrázku 5.14 při osvitu r̊uznými optickými výkony je viditelný rychleǰśı pokles
pro 4 mW zdroj oproti nižš́ım optickým výkon̊um (0.5 a 1 mW). Současně je možné pozo-
rovat rychleǰśı nár̊ust signálńı odezvy generovaného fotoproduktu (graf (a) obrázku 5.14),
který je úměrný použitému optickému výkonu. Na vývoji signálu EOH v témže grafu pro
4 mW světelný zdroj je dále možné vidět zastaveńı r̊ustu odezvy EOH kolem páté minuty
osvitu, která je spojena se značným úbytkem DHE v ozařovaném modelu, viz graf (f)
obrázku 5.12. Na vzájemném srovnáńı pokles̊u intenzity PpIX v grafu (b) obrázku 5.14 s
ohledem na výkon světelného zdroje, je vidět výrazně vyšš́ı pokles v př́ıpadě 4 mW zdroje
oproti 0.5 a 1 mW optickým výkon̊um.

Grafy obrázku 5.15 zobrazuj́ıćı vzájemnou korelaci pr̊uběh̊u fluorescenčńıch signál̊u PpIX
a EOH, to znamená nár̊ust intenzity signálu EOH ve vztahu k poklesu intenzity signálu
PpIX, vykazuj́ı dobrou korelaci v př́ıpadě nižš́ıho optického výkonu (1 mW, R2 = 0.97).
Photobleaching PpIX a nár̊ust odezvy EOH nebyl v př́ıpadě vyšš́ıho (4 mW) a nejnižš́ıho
(0.5 mW) použitého výkonu lineárńı, jak dokládaj́ı grafy (a) a (c) v 5.15. Zapojeńı nižš́ıch
optických výkon̊u pro osvit sledované oblasti, ve které je meřen pokles intenzity fotosenzi-
tivńı látky a nár̊ust intenzity fluorescenčńı značky, byl potvrzen i ve studii [37]. Co je však
v rozporu s pozorovanými změnami ve zmı́něné studii, je rychleǰśı pokles intenzity fluo-
rescence fotosenzitivńı látky (PpIX) v př́ıpadě vyšš́ıho optického výkonu, který je dobře
vidět v grafu (b) obrázku 5.14. Předpokládaným jevem, ke kterému docháźı v ozařované
oblasti při zapojeńı nižš́ıch optických výkonu je pomaleǰśı spotřeba kysĺıku v základńım
stavu, tud́ıž i vyšš́ı možnost interakce př́ıtomného kysĺıku s fotosenzitivńı látkou.

Na základě naměřených časových hodnot pr̊uběh̊u fluorescence jednotlivých složek oza-
řovaných tkáňových model̊u, a zejména d́ıky dobré korelaci poklesu intenzity PpIX a
nár̊ustu fluorescenčńıho signálu fotoproduktu, byl pro následuj́ıćı měřeńı zvolen světelný
optický výkon 1 mW.
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5.5.3 Vliv koncentrace PpIX na vývoj signálu fotoproduktu

Fluorescenčńı spektra pěti ozařovaných vzork̊u byla měřena v časových intervalech při
excitaci 350 nm (DHE), 405 nm (PpIX) a 480 nm (EOH) před a po ukončeńı osvitu. Vy-
braná spektra jednoho vzorku, respektive jednotlivých součást́ı reprezentativńıho vzorku,
jsou zobrazena na obrázku 5.16. Současně bylo provedeno měřeńı i pro referenčńı vzorky
bez osvitu. Během osvitu byla bodově měřena intenzita fluorescence na vlnových délkách
415 nm (DHE), 635 nm (PpIX) a 600 nm (EOH), naměrené hodnoty pro PpIX a EOH
jsou vyneseny v grafech (a) a (b) obrázku 5.17.
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Obrázek 5.16: Emisńı spektra DHE-fotoproduktu (EOH, λex = 480 nm) a protoporphy-
rinu IX (PpIX, λex = 405 nm) v neozařovaných (a, c,) a ozařovaných (b, d) tkáňových
modelech. Osvitový zdroj 1 mW, koncentrace PpIX 20 µM a DHE 200 µM.
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Obrázek 5.17: Časový pr̊uběh fluorescence (a) EOH a (b) PpIX měřené bodově na vl-
nových délkách 635 nm (PpIX), 600 nm (EOH) v ozařovaných tkáňových modelech s
koncentraćı PpIX 5, 10, 15, 20, 30 µM a DHE 200 µM. Optický výkon 1 mW. Normali-
zováno na maximum emise, data pro tři vzorky s pr̊uměrnými hodnotami ± SD.

Dı́ky vysoké koncentraci dihydroethidia začleněného do tkáňového modelu, která byla zvo-
lena z d̊uvodu značné citlivosti DHE na osvitové podmı́nky, bylo možné hodnotit nár̊ust
intenzity signálu DHE-fotoproduktu v odezvě na osvit i v deľśıch časových intervalech.
Vyšš́ı citlivost DHE na osvitové podmı́nky v porovnáńı s PpIX je dobře pozorovatelná ve
všech grafech zachycuj́ıćıch emisńı spektra DHE sńımaná v časových rozestupech, viz grafy
(b, d, f) obrázku 5.12. Stejně jako v př́ıpadě PpIX je i u DHE viditelný strmý pokles in-
tenzity v počátćıch osvitu. Na bodových pr̊uběźıch intenzit fluorescence měřených během
osvitu vzorku na obrázku 5.17 (b) je znatelný rychleǰśı intenzitńı pokles fluorescence PpIX,
který je úměrný koncentraci PpIX. Tento jev je v souladu s měřeńım provedeným na mo-
delu mozkové nádorové tkáně ve studii [71]. Pro r̊uzné koncentračńı zastoupeńı PpIX v
agarózovém základu s konstantńım pod́ılem DHE, dále plat́ı rychleǰśı nár̊ust intenzity
signálu EOH v odezvě na osvit v modelech s vyšš́ı koncentraćı PpIX, jak je vidět na
obrázku 5.17 (a). Současně je možné pozorovat, že doba, za kterou dosáhne intenzita flu-
orescenčńıho signálu EOH svého maxima je pro modely s vyšš́ı koncentraćı PpIX kratš́ı,
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než pro vzorky s nižš́ı koncentraćı PpIX. Dobrá korelace vývoj̊u obou signál̊u (PpIX a
EOH), která je patrná z graf̊u obrázku 5.18, byla zaznamenána pro všechny čtyři vzorky
s koncentraćı PpIX 5, 10, 15 a 20 µM, ozařované světelným zdrojem o výkonu 1 mW.
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Obrázek 5.18: Vzájemná závislost signál̊u PpIX a EOH v ozařovaných tkáňových modelech
s koncentraćı PpIX 5, 10, 15 a 20 µM a DHE 200 µM. Vynesená data jsou pr̊uměrnou
hodnoutu tř́ı měřeńı.
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Kapitola 6

Diskuze

Vodné roztoky obsahuj́ıćı fotosenzitivńı látku (PS) jsou prostřed́ım, kde neńı molekulárńı
pohyblivost omezena, což znesnadňuje měřeńı procesu photobleachingu jako pr̊uvodńıho
jevu generace reaktivńıch kysĺıkových forem. [71] Jestliže je snahou studovat a vyhodno-
covat proces degradace fotosenzitivńı látky, je s výhodou využ́ıváno hydrogelové prostřed́ı
obsahuj́ıćı fotosenzitivńı složku. Spektroskopická studie fotosenzitivńıch látek zaměřená
na popis tohoto jevu,a zejména pak UV – VIS fluorescenčńı spektroskopie, je v př́ıpadě
vodných roztok̊u PS ovlivněna molekulárńımi pohyby v roztoćıch. Excitačńı paprsek in-
teraguje pouze s omezeným objemem roztoku v kyvetě, tud́ıž může docházet k excitaci
molekul fotosenzitivńı látky, která nebyla vystavena p̊usobeńı reaktivńıch forem kysĺıku.
Tento fakt je podpořen i nehomogenńım osvitem vodného roztoku, č́ımž docháźı ke ge-
neraci singletńıho kysĺıku pouze v omezeném objemu. Tkáň nebo v tomto př́ıpadě mo-
delové tkáňové prostřed́ı umožňuje fotodynamicky p̊usobit na lokalizovanou oblast, v ńıž
se nacháźı fotosenzitivńı látka, a kde nedocháźı k výrazným změnám v lokalizaci foto-
senzitivńıch molekul. V ideálńım př́ıpadě se v dráze excitačńıho paprsku nacházej́ı pouze
molekuly, které byly vystaveny světelnému zdroji, a poskytuj́ı tak přesněǰśı výpovědńı
hodnotu, než je tomu ve vodném prostřed́ı. Proces degradace PpIX v měřených vodných
roztoćıch byl obt́ıžně proveditelný i z d̊uvodu chemické povahy PpIX, d́ıky které docházelo
k tvorbě agregovaných forem, jejichž přitomnost byla doložena ńızkou detekčńı schopnost́ı,
vyšš́ı fotostabilitou systému a pozićı emisńıho peaku PpIX v oblasti okolo 622 nm. [58, 59]
Možnost detekce poklesu intenzity PpIX v ozařovaných roztoćıch byla pravděpodobně
umožněna d́ıky ńızkému pod́ılu agregovaných forem a v některých př́ıpadech i použit́ım
vyšš́ıch koncentraćı PpIX. [43] V odd́ılech 4.5.2 a 4.5.3, kde byl pokles intenzity PpIX v
návaznosti na osvit vodného roztoku pozorován i pro nižš́ı koncentrace PpIX (1, 5, 10 µM)
a kde nebyl použit antiagregant, hrála pravděpodobně roli př́ıtomnost DHE v roztoku.
Tato doměnka vycháźı z pozorovaného mı́rného nár̊ustu signálu PpIX v př́ıtomnosti DHE
doloženého v grafu obrázku 5.10 a z pozice emisńıho maxima, které je v̊uči prostřed́ı bez
DHE posunuto do červené oblasti spektra.

Fluorescenčńı měřeńı provedená na roztoćıch dále prokázala nižš́ı časovou stabilitu PpIX
v neozařovaném prostřed́ı a vysokou stabilitu PpIX v neozařovaném agarózovém základu.
Naopak bylo možné pozorovat výrazně rychleǰśı pokles v intenzitě signálu DHE, a to
zejména v kombinaci DHE-PpIX-agaróza, oproti intenzitě signálu DHE-vodné prostřed́ı,
ve kterém byly využity i nižš́ı koncentrace DHE (∼ 20 µM). Z tohoto d̊uvodu a pro
možnost detekovat nár̊ust fluorescenčńıho signálu generovaného fotoproduktu v deľśım
časovém úseku (∼ 10 min), byly pro měřeńı ve fantomu použity vysoké koncentrace DHE
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(200 µM). Použit́ı takto vysoké koncentrace v buněčném systému by nebylo možné, nebot’

cytotoxický učinek dihydroethidia je uváděn pro koncentrace nad 45 µM. [62] Na dru-
hou stranu, je-li primárńım ćılem prokázat v modelovém systému produkci reaktivńıch
kysĺıkových forem, neńı volba vyšš́ı koncentrace DHE špatná. Obecně lze ř́ıct, že sta-
bilita použitých sloučenin (PpIX a DHE) byla výrazně vyšš́ı v hydrogelovém prostřed́ı,
než v roztoćıch za bez osvitových podmı́nek, což může být přičteno nižš́ı difúzńı schop-
nosti kysĺıku do agarózového základu. [76] Naopak fotodegradace byla v agarózovém
ozařovaném prostřed́ı vyšš́ı, než v roztoćıch, a to pravděpodobně v d̊usledku omezené
molekulárńı pohyblivosti jednotlivých složek v tomto prostřed́ı.

Propojeńı fluorescenčńıho signálu PpIX při osvitu modelu s odezvou fluorescenčńı sondy
(DHE) potvrdilo proveditelnost tohoto typu měřeńı v laboratorńıch podmı́nkách, kdy
zejména pro ńızké optické výkony (1 mW) bylo dosaženo lineárńı korelace obou signál̊u.
Na druhou stranu je potřeba zvážit pod́ıl př́ıspěvku ROS na pokles intenzity fluorescence
PpIX a odpov́ıdaj́ıćı nár̊ust intenzity fluorescence značky. [47, 48] Jak bylo doloženo ve
studii [37] je možné propojeńım signálńı odezvy fotosenzitivńı značky s odezvou buněčného
systému určit minimálńı světelnou dávku potřebnou k usmrceńı daného populačńıho roz-
sahu. Jak autoři doplňuj́ı, je pro využit́ı tohoto př́ıstupu v praxi potřeba zajistit shodnou
lokalizaci obou sloučenin (fotosenzitivńı látky a fluorescenčńı sondy) v buňce a ověřit
pod́ıl reaktivńıch kysĺıkových forem na aktivaci fluorescenčńı sondy a následné buněčné
smrti.

Vzhledem k tomu, že jsou fotochemické vlastnosti protoporphyrinu IX závislé na pH
prostřed́ı, jehož hodnota nebyla při experimentech na agarózových modelech stanovena,
lze na podobné chemické vlastnosti nádorové tkáně a agarózového modelu usuzovat z
fluorescenčńıho spektra PpIX. Pozice emisńıho maxima PpIX na 635 nm začleněného
do agarózového modelu odpov́ıdá hodnotě źıskané z mozkové nádorové tkáně. [71] Pro
budoućı měřeńı by však bylo vhodné provést stanoveńı pH agarózového základu, např́ıklad
pomoćı fluorescenčńıch pH senzor̊u.
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Závěr

Jedńım z hlavńıch ćıl̊u práce bylo navrhnout model lokalizované nádorové tkáně, na němž
by bylo možné sledovat produkci reaktivńıch kysĺıkových forem (ROS) během osvitu.
Pro tento účel byly vytvořeny fluorescenčńı modely sestávaj́ıćı z agarózového základu s
obsahem rozptylové a absorbuj́ıćı složky. Do vytvořených model̊u byla začleněna fluo-
rescenčńı značka dihydroethidium (DHE) spolu s fotosenzitivńı látkou (PpIX). Pomoćı
metod fluorescenčńı spektroskopie byla provedena charakterizace obsahových složek nej-
prve vodného, a následně modelového systému. Na základě provedených charakteris-
tik bylo potvrzeno rozd́ılné chováńı PpIX v jednotlivých prostřed́ıch v rámci jeho flu-
orescenčńıch vlastnost́ı. Detekce reaktivńıch kysĺıkových forem byla provedena s využit́ım
fluorescenčńı sondy dihydroethidia, reaguj́ıćıho s ROS za vzniku specifického fluorescen-
čńıho fotoproduktu. Ve spojitosti se vznikem fotoproduktu byla současně měřena degra-
dace fotosenzitivńı látky v ozařovaném prostřed́ı. Trend nár̊ustu fluorescenčńı odezvy
generovaného fotoproduktu v návaznosti na produkci reaktivńıch kysĺıkových forem, byl
zaznamenán v obou ozařovaných systéméch obsahuj́ıćıch PpIX a DHE.

Navržený model lze v budoucnu využ́ıt pro studium vlivu r̊uzných osvitových schémat
v návaznosti na zvolený typ fotosenzitivńı látky, př́ıpadně fluorescenčńı značky. Pomoćı
źıskaných charakteristik je následně možné stanovit optimálńı osvitové a detekčńı pod-
mı́nky pro vývoj technik selektivńıho ozařováńı tkáně. Využit́ı dozimetrického př́ıstupu
zapojuj́ıćıho fluorescenčńı signalizačńı sloučeniny ve fotodynamické terapii, které by po-
skytovaly měřitelnou odezvu na osvit tkáně, je perspektivńı alternativou k již existuj́ıćım
dozimetrickým postup̊um. Data źıskaná z modelového systému lze přenést na buněčné
nebo tkáňové vzorky, u nichž by odezva na aplikovanou dávku, kvantifikovaná v podobě
počtu usmrcených buněk, odpov́ıdala množstv́ı vyprodukovaných kysĺıkových forem.
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Obrázek A.1: Elektronické schéma obvodu jedné větve LED diod.
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Obrázek A.2: Uživatelské rozhrańı pro ř́ızeńı optického výkonu čtyř pár̊u LED diod, spolu
s tabulkou pro záznam teplotńıch trend̊u sńımaných pomoćı dvou teplotńıch čidel.
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