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Fotodynamicka terapie (PDT)

e k lécbé nenadorovych (terapie revmatoidni artritidy) i nadorovych (terapie nadori
napf. mocového meéchyre, prostaty, plic, oblasti hlavy ) onemocnéni, posledni roky
pronika i do fady jinych lékarskych disciplin

e vzrista zajem v mikrobialni oblasti, pfedevSim k Iécbé lokalnich infekci (dlivodem je
rezistence bakterii viici fadé antibiotikiim)

e nahradni moznost terapie namisto antibiotik (vyhodou je moznost opakovani a nulové
riziko vzniku rezistence oproti antibiotikalni I1écbé)

Cil prace

1) najit vhodné koncentrace a davky ozareni pro jednotlivé bunécné linie i bakterialni
kmeny

2) porovnat ucinnost fotosensitizera (zredukovani rastovych krivek)
Praktické vyuziti

Nenadorova linie — terapie revmatoidni artritidy: buriky vlastniho imunitniho systému po
propuknuti nemoci zacinaji napadat vystelku kloubniho pouzdra — tzv. kloubni eroze. Ta
se podili na omezeni pohyblivosti kloubu a v pozdéjsich fazich i na zplsobeni deformit

Nadorova linie — terapie nadorl napf. mo¢ového méchyre, prostaty, plic, oblasti hlavy ...

Bakterialni kmeny — nahradni moznost terapie namisto antibiotik (vyhodou je moznost
opakovani a nulové riziko vzniku rezistence oproti antibiotikalni Iécbé)



Postup pri aplikaci PDT

1) Inkubace fotosensitizeru
Zinek-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonafenyl) porfyrin
- ZnTPPS,
5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)porfyrin
- TM porfyrin
2) Ozareni a aktivace fotosenzitizeru

e zareni vhodné vinové délky s absorpcnim maximem
fotosensitizeru (LED 414 nm)

3) Detekce smrti bunécnych linii a bakterii

* NIH3T3 (mysi fibroblasty) * S. aureus (Gram - pozitivni)
* Hela (karcinom délozniho Cipku) * P. aeruginosa (Gram — negativni)




Cyklodextriny

e cyklické oligosacharidy, bézné ve 3 formach a-CD, 3-CD a y-CD
* kuzel s vnitrni dutinou (vazba latek)

Funkce

* netoxické prenasece sloucenin pro transport do cilového mista
e podpora priuniku do pozadovaného mista zajmu

Obr. Struktura a,8,y-cyklodextrinu
http://en.wikipedia.org/wiki/Cyclodextrin
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Obrazek 2: bunécna nendadorova linie NIH3T3 pred terapii Obrazek 4: Petriho miska s krevnim agarem pro kultivaci bakterii
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bakterie



Experimenty

bunécné linie: nadorova (Hela), nenadorova (NIH3T3)
bakterialni kmeny: Gram-pozitivni S. aureus a Gram-negativni
P. aeruginosa

pouzité 2 fotosensitizery: ZnTPPS, a TMPyP +/- hp-p-
cyklodextrin (CD)

testované koncentrace: 0,5; 1; 5; 10 a 50 uM (bunécné linie) a
0,78; 1,56; 3,1; 6,25; 12,5 ; 25; 50 a 100 uM (bakterie)

pouzité pomery fotosensitizer:CD - 1:4, 1:1, 2:1

davky ozareni: 0, 1, 5 a 10 J/cm? (bunécné linie) a 0, 100, 125 a
150 J/cm? (bakterie)

provedena fotograficka dokumentace (fluorescencni i klasicka)



Detekce redukce zivotnosti
bunéecnych linii

kultivace bunécnych linii s fotosensitizery (+/- 2-hydroxypropyl-
B-CD) po dobu 24 hodin

vzdy pouzita kontrola s PBS, a také neozarena deska se stejnym
rozlozenim chemikalii a bunécnych linii

ozareni svetlem o vinové délce 414 nm

provedeni detekce ROS (fluorimetr Synergy HT)

inkubace v zivném mediu dalsich 24 hodin

provedeni MTT testu

mikroskopicka detekce



Vysledky PDT na bunécnych liniich
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Graf 1: Zavislost RFU na koncentraci fotosensitizeru TMPyP pro

Graf 3: Zavislost RFU na koncentraci fotosensitizeru TMPyP pro
bunéénou nadorovou linii Hela pfi davce ozareni 1 J/cm?

bunéénou nenadorovou linii NIH3T3 pfi davce ozafeni 1 J/cm?
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Graf 2: Zavislost Zivotnosti bunécné nadorové linie HelLa na koncentraci

Graf 4: Zavislost Zivotnosti bunécné nenadorové linie NIH3T3 na
fotosensitizeru TMPyP pfi davce ozareni 1 J/cm?

koncentraci fotosensitizeru TMPyP pfi davce ozareni 1 J/cm?



Dokumentace z fluorescencniho

mikroskopu

Obrazek 1: koncentrace 5 uM pro fotosensitizer TMPyP u Obrazek 2: koncentrace 5 uM pro fotosensitizer TMPyP u bunécné
bunééné linie NIH3T3 a davce ozareni 5 J/cm? linie NIH3T3 a ddvce ozareni 1 J/cm?

Obrazek 3: koncentrace 5 pM pro fotosensitizer TMPyP u bunécné
linie Hela a davce ozareni 5 J/cm?



Detekce redukce zivotnosti
bakterialnich kmenu

kultivace bakterialnich kmenu s fotosensitizery
(+/- 2-hydroxypropyl-B-CD) po dobu 90 minut

vzdy pouzita kontrola s PBS, a také neozarena deska se stejnym
rozlozenim chemikalii a bakterii

ozareni svetlem o vinové délce 414 nm

proméreni ihned po ozareni, a poté behem 24 hodin pro
sestrojeni rustové krivky bakterii z namérenych hodnot
absorbanci (pri vinové délce 630 nm)

vyhled: mikroskopické ovéreni



Vysledky PDT na bakterialnich
kmenech
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Graf 1: ristova krivka S. aureus pro TMPyP v poméru s CD 2:1 a davce

. Graf 2: ruistova kfivka S. aureus pro TMPyP v poméru s CD 2:1 a davce
ozareni 125 J/cm?

ozareni 150 J/cm?
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Graf 3: rlistova kfivka S. aureus pro TMPyP v poméru s CD 1:1 a davce Graf 4: rlistova kfivka S. aureus pro ZnTPPS4 v poméru s CD 2:1 a

ozareni 150 J/cm? davce ozareni 150 J/cm?



Predbézna statistika k vysledkum
aplikace PDT na bunécné linie

Byly porovnany poméry fotosensitizer:CD a typy bunécnych linii vici sobé

Pouzité testy:

testy normality Shapiro-Wilk + parametrické dvouvybérové t-testy a U-testy
(neparametrické metody Mann-Whitney), také byly porovnavany bunécné linie
neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem

Mann-Whitney U-testy byly prokazany statisticky vyznamné vyssi hodnoty
zivotnosti u bunék Hela p¥ri koncentraci 5 (p = 0,001), 10 (p = 0,002) a 50 (p =
0,039) um

Kruskal-Wallisovy testy prokazaly statisticky vyznamné rozdily mezi pomeéry pri
koncentraci 1 pM. Nasledné byly provedeny testy mnohonasobného porovnani
Mann-Whitney U-testy s Bonferroniho korekci - statisticky vyznamné rozdily
mezi skupinami dle poméru neprokazaly

pouze mezi pomeéry 1:4 a 2:1 je pozorovan urcity trend - pfi poméru 1:4 jsou
vyssi hodnoty, hladina dosazené statistické vyznamnosti je snizena p = 0,054



Shrnuti a vvhodnoceni vysledku

Bunécné linie: potvrzena ucinnost fotosensitizeru TMPyP na obou typech

e Zivotnost poklesla u NIH3T3 na 8% u 50 uM a na 6% u 5 uM
koncentrace, pro Hela na 8,5% u 50 pM a na 16,5% u 5 uM koncentrace

* hodnoty RFU jsou u NIH3T3 2579 pro 50 uM a 4741 pro 5 uM, pro Hela
3072 pro 50 uM a 2293 pro 5 uM

Bakterialni kmeny: z predbéznych studii potvrzena ucinnost fotosensitizeru
TMPyP a ZnTPPS, na S. aureus (gram — pozitivni bakterie)

Vyhubeni bakterii: pro nejvyssi koncentrace uplné, pro nizsi koncentrace
pod 50%

 TMPyP:CD v poméru 2:1, ozareni 125 a 150 J/cm?, koncentrace 100, 50
a25 uMm

 TMPyP:CD v poméru 1:1, ozareni 150 J/cm?, koncentrace 100, 50 a 25
UM

* ZnTPPS4:CD 2:1, ozareni 150 J/cm?, koncentrace 100 a 50 uM



Ny

Pro zajemce jsou dalsi vysledky této prace v rozsSirené
podobé na posterv

Dekuji za pozornost

Prace vznikla za podpory projektti 2192/2011/G3, 303/09/H048, CZ.1.05/2.1.00/01.0030 a
LF_2011_009



