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Fotodynamicka terapie (PDT)
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aplikace PS nespecificka lokalizace PS fotodynamicka zniceni
distribuce PS v cilové tkani reakce nadoru

upraveno podle: Celli et al, 2012



Fotosensitizery

Latka (leCivo), kterd se akumuluje prednostné
v nadorovych bunkdch, je aktivovana svetlem

v pritomnosti kysliku a za téchto podminek tvori velmi
reokhvm cytotoxické Casftice.

derivaty porfyrinu

TMPyYP a.,,v,6 -Tefrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphyrin
p-Toluenesulfonat

« AbsorpCni maximum pri 422 nm

CIAIPcS, chloroaluminium ftalocyanin disulfonat
« Absorpcni maximum pri 670 nm

ClAIPcS,
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Prevzato z: Krestyn E.: Vliv fyzikalnich a chemickych

Prevzato z: . . faktorti na nadorové buriky, diserta¢ni prace, 2009
http://www.tciamerica.com/catalog/A5014.html




Stress response geny

PDT muze vyvolat fadu bunécnych a molekuldrnich zmén,
predevsim mad vyvolavat bunécnou smrt.

C-fos spolu s proteinem c-jun tvori transkripcni faktor AP1. AP-1
se podili na rfizeni bunécneho cyklu, bunecné proliferace,
diferenciace, odpovéedi na stres a spousténi apoptozy pres
signaini drahu MAPK (mitogen-activated pro’rem kinase).

C-myc je franskrip&nim faktorem fady genu fidicich bunécny
cyklus (pozdni G1_cykliny a cyklin dependentni kindzy). Rovnéz
je dulezitym spoustécem apoptdzy, fungujici pres vnitrni
mitochondridlni apoptotickou drdhu.

Dusp1 (dual specificity phosphatase 1) je enzym, ktery
defosforyluje threoninové a tyrosinove zby’rky na proteinech.
Patfi mezi dUlezité fidici prvky hlavnich signdlnich drah.

aktivuji se v odpoved na oxidacni nebo teplotni stres, pod
vlivem poskozeni DNA nebo jinych bunecnych komponent
ROS, UV nebo jinymi fyzikalnimi a chemickymi faktory — po PDT



Metodika

Bunky: MCF7 (karcinom prsu)
Inkubace: 37°C, 5% CO,, médium DMEM
Fotosensitizery: TMPyP a CIAIPcS,, koncentrace 0,5 - 10 umol/I

Ozdreni: 414 nm (pro TMPyP) a 660 nm (pro CIAIPcS,), davka
ozdareni 1; 5a 10 J/cm?

MTT test: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)- 2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromid, absorbance 570 a 690 nm (fluororeader Synergy HT)
Detekce reaktivnich kyslikatych ¢astic (ROS): sonda CM-
H,DCFDA (invitrogen), fluorescence 485/540 nm (fluororeader
Synergy HT)

Detekce bunééné Smrﬁ: Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma Aldrich),
fluorescencni mikroskop Olympus 1X81

Exprese genu: izolace celkové RNA (ot gna puiication i, Norgen), FT€VEIZNI
TI’O nSknpce (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche), I’eC]HIme PCR (FastStart Tag DNA

Polymerase, dNTPack, Roche; TagMan sondy, Applied Biosystem:s)

o sledované geny DUSP1, C-MYC a C-FOS
o referencni gen PSMB2



Detekce zivotnosti bunék —
MTT test
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Detekce reaktivnich kyslikatych
castic (ROS)

TMPyP - pocatecni hodnoty CIAIPCcS, - pocatecni hodnoty
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Detekce bunecne smrti - TMPyP

TMPyP - 0 J/cm?
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Detekce bunecne smrti — CIAIPcS,

CIAIPcS, - 0 J/cm?
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Detekce bunecneé smrti

1pM CIAIPCS, + 5 J/em? g o 104M TMPYP + 10 J/cm?




relativni pomér exprese [comp. conc. target

genu/comp. conc. PSMB2]

Exprese stress response genu

Exprese 1 h po PDT s TMPyP

m DUSP1
C-MYC
m C-FOS

Exprese 1 h po PDT s CIAIPcS,

m DUSP1
C-MYC
m C-FOS
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relativni pomér exprese [comp. conc. target genu/

terapie



Shrnuti

Zivotnost bunék klesd a produkce ROS i rychlost
jejich tvorby roste se stoupajici koncentraci
fotosensitizeru v kombinaci se zvysujici se ddavkou
ozareni.

o Oba sensitizery se jevi jako efektvni.

Bunky po aplikaci PDT zanikaiji prevdazné nekrozou.

Po PDT s CIAIPCS, se projevila overexprese genu
C-FOS.
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