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Autor: Oliver Urban 4. Priprava bunék v Petriho misce pro analyzu pomoci AFM (BioScope§3. Analyza povrchu HelLa bunék pred a po PDT pomoci mikroskopie
l Skolitel: Mgr. Lukas Malina, Ph.D. Catalyst, Bruker) zahrnovala pridani fotosensitizéru o koncentracif]  atomarnich sil detailné zobrazuje morfologicke zmeny, které vlivem
Ustav lékarské biofyziky, LF UP v Olomouci IC,, inkubaci 24 hodin, ozareni (525 nm, davka zareni 5 J/cm?) afl  terapie nastaly Nejenze je patrna ztrata typického tvaru HelLa buneék,
opetovnou inkubaci po dobu 24 hodin. Pro nasledné meéreni byl pouzit ale lze také pozorovat ztratu bunécnych spoju a wyliti obsahu
Uvod: 8 hrot TAP150 (konstanta pruznosti: 5 N/m) pri rychlosti 0,2 Hz. / poskozenych/usmrcenych bunék.
Vysledky: “

B Fotodynamicka terapie (PDT) je terapeuticka metoda zalozena na tvorbe|
1. Vysledky viability z MTT testu byly vlozeny do programu Phototox 2.0, i

yreaktivnich forem kysliku (ROS) pri reakci svetla o urcité vinové délce
s fotosensitivni latkou (fotosensitizérem). Vyuziti PDT nezahrnujef

ol nouze Lécbu malignich onemocnéni, ale i [6Ebu koZnich onemocnéni, jako||  Ktery vypocital hodnotu ICg, - 0,74487 pM. )
je akné nebo psoriaza. V soucasnosti také probihd mnoho studii, které 120
zkoumaji dalsi vyuziti, napr. u trombolyzy. Fotosensitizér Rose Bengal 100
W (RB;  4,5,6,7-tetrachlor-2'4' 5" 7'-tetrajodfluorescein)  je hydrofilm’h 2 g
xanthenové barvivo, znamé predevsim antibakterialnimi dcinky, pricemz S 40
jeho vliv na bunecné linie je stale predmetem vyzkumu. Rakovina|| & ,
delozniho cCipku (Hela linie) je 3. nejcastejsi nadorove onemocneni zen,|| = o
jehoz hlavni pricinou je chronicka infekce lidskym papilomavirem (HPV). :
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1. Urcit hodnotu IC;, pomoci MTT testu a overit tvorbu ROS u bunécne
linie HeLa po pouziti fotosensitizéru RB a davky zareni 5 J/cm?.

o 2. Pozorovat morfologické zmény u nadorove bunécne linie HelLa pred ak

po PDT pomoci mikroskopu atomarnich sil (AFM).

Graf €. 1: Graf zavislosti viahility na koncentraci fotosensitizéru

2. Nameérené hodnoty detekovanych ROS jsou v grafu uvedeny jako
| narust vuci kontrole. Ze zjisténych vysledku je jasne patrny |
procentudlni narust reaktivnich forem kysliku (v nejvyssi koncentraci
az 160 %), coz potvrzuje nejen schopnost fotosensitizéru Rose Bengal
tyto ROS tvorit, ale také jeho celkovy potencial v ramci fotodynamickeé
terapie jako takoveé.

Material a metody:

1. Pro MTT test a detekci ROS byl k HeLa bunkam v 96jamkove desce
pridan fotosensitizér (v tripletu) o koncentraci 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; |
0,312 a 0,156 uM s naslednou inkubaci (5 % CO,; 37 °C) po dobu 24 hod.

2.V ramci MTT testu byl po ozareni (525 nm v celkové davce 5 J/cm?) a

e
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L Obrazek . 1: Zobrazeni HeLa bunék pomoci AFM
200 A - 2D zobrazeni bunék pred PDT; B - 2D zobrazeni bunék po PDT; C - 3D

inkubaci po dobu 24 hodin pridan k bunkam roztok Thiazolyl Blue ; zobrazeni bunék pred PDT; D - 3D zobrazeni bunek po PDT (Zdroj: vlastni)
Tetrazolium Bromidu, se kterym byly inkubovany 4 hodiny. Vzniklé § 52 190 24
fialové krystalky formazanu v Zzivych bunkach byly nasledné§ < g0 WA . e _ , ,
rozpudtény v DMSO a detekovény méfenim absorbance pomocil] & Prokaz_all jsme, ze fotosensitizer Rose B_engal Je v__da.r_lem nastaven!
resceinn ey e it 20501 0 m oo |
k2 prlpadev d,etekcv:e B bunkgm o e te?td'fna HelLa bunécné linii Pomocfmikrojskg ie atomarnich sil' isme byli
fluorescencni znacky CM-H,DCFDA, kterd interaguje s ROS za vzniku K 0156 0312 0625 125 25 ; 0 ' | Bl >AOp , , 1oE DY
fluorescence. Po inkubaci 25 minut byly bufiky ozafeny (525 nm. _50 koncentrace [uMI schopni zachytit morfologicke zmeny bunek, ke kterym dochazi vlivem

PDT. Na zakladé ziskanych snimku lze také usuzovat, Ze se v pripadé

Graf C. 2: Procentualni narust ROS v porovnani s kontrolou analyzovanych bunék jednalo nejspise o nekroticky typ bunecné smrti.
Podporeno grantem IGA_LF_2024_070F

davka zareni 5 J/cm?) a ihned vlozeny do readeru pro zmeéreni
vznikajici fluorescence pri 480 nm.




	Snímek 1

