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Fotodynamicka terapie (PDT) je jednou z novych metod IéCby nékterych nadorovych onemocnéni.
Spociva v aplikaci fotosenzitivni Iatky (senzitizéru) a ozareni bunék zdrojem svétla za pritomnosti
kysliku, coz vede k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), které zpUsobuji bunécnou smrt. Soucasné
je posSkozeno cévni zdsobeni tumoru a ten odumird. Fotosenzitivni ldtka musi splfovat urcité
vlastnosti — primarné se hromadi v nejrychleji proliferujicich (nadorovych) burnikach a zaroven je rychle
odstranovana z bunék zdravé tkané, sama o sobé neni cytotoxicka a jeji absorpéni maximum odpovida
vinové délce pouzitého zareni. Zareni s vyssi vinovou délkou prostupuje do tkané hloubéji nez zareni s
nizsi vinovou délkou, presto ¢ervené svétlo (na hranici s infracervenou oblasti) pronikd maximalné 1
cm do hloubky tkané. PDT je tak vyuzivana hlavné v dermatologii a dokonce i pro tzv. purging (isténi)

kostni dfené pfi autologni transplantaci.

V cytoplazmé eukaryotickych bunék se nachazi vlidkna cytoskeletu. Vytvari trojrozmérnou sit, ktera
uréuje tvar a pruznost bunky a zajistuje jeji pohyb. Mezi vldkna cytoskeletu patti aktinova filamenta,
intermedidrni filamenta a mikrotubuly. BEhem fotodynamické reakce dochdzi k preskupeni vldken
cytoskeletu. Toto poskozeni zobrazujeme modernimi mikroskopickymi metodami, mikroskopii
atomarnich sil a fluorescencni konfokalni mikroskopii. Méfeni bylo provedeno na burikach karcinomu

délozniho Cipku, linie Hela, pouZity senzitizér TMPyP.

Metody studia Obr. 1 Princip mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) je metoda, vyznacujici AFM ;
svételny

se vysokou citlivosti, kterd umoZiuje zobrazovat Zivé laser s senzor

buniky v redlném case, v jejich fyziologickém prostiedi a

bez nutnosti dlouhé pfipravy vzorku. PFfi zobrazovani

pruzné

dosahujeme vysokého rozliseni snimkd, srovnatelného s %
hrot... '@meénko

elektronovou mikroskopii. Podstatou AFM je interakce

vzorek
mezi sondou mikroskopu a povrchem vzorku. Sonda se - —
=
sklada z hrotu, jenz je pfiblizen k buné¢nému povrchu na podlozka

vzdalenost, na kterou se projevuji sily mezi atomy hrotu a

atomy sloZzek plazmatické membrany buriky. Hrot je
Zdroj:http://www.aldebaran.cz/bulletin/2
012 44 _afm.php  8.4.2015



pfipevnén na pruzny nosnik, a ten se ohybd v zavislosti na sile plUsobici na hrot. Od nosniku se pak

odrazi laserovy paprsek, dopada na fotodetektor a podle jeho vychylek od plvodni polohy v pribéhu

celého skenovani je pak digitalni formou zpracovan trojrozmérny obraz povrchu buriky. Pfesna poloha

sondy pfi skenovani je zajisténa velmi citlivymi piezoelektrickymi polohovaci.

Obr. 2 Zobrazeni buriky mikroskopii AFM po
osetfeni fotodynamickou reakci

Zdroj: vlastni zpracovadni

Rozlisujeme Ctyfi zobrazovaci mody AFM: pfi
kontaktnim mddu je hrot v kontaktu s povrchem
vzorku a odpudivé sily zplsobi konvexni zakfiveni
nosniku. Pokud se v skenovaném poli nachazi
vyraznéjsi nerovnost, hrozi poruseni povrchu bunky
hrotem. Opakem je nekontaktni mdd, kdy se hrot
pohybuje v urcité vzdalenosti nad povrchem. V
kazdém bodé je udrZovano konstantni ohnuti
nosniku podle prednastavené hodnoty. K sestaveni
snimku se pouZije zména vzddlenosti hrotu od
vzorku v daném bodé pro zachovani konstantniho
ohnuti. Obdobou nekontaktniho je poklepovy madd,

ovSsem nosnik je rozvibrovdn vice a hrot se misty

muze dotknout vzorku. Nejvyhodnéjsi je pouZziti nekontaktniho médu s Upravou — nosnik je rozkmitan

a misto ohnuti méfime velikost amplitudy kmitu. Posledni, Peak Force Tapping mdd vychazi z

poklepového rezimu, kdy v kazdém bodé snimku navic méfi silové F-d (Force-distance) krivky, jejichz

rlzna matematicka interpretace umoznuje z jednoho signalu ziskat az 8 druht vysledka.

Vedle zobrazeni povrchu bunék mulZeme

prostfednictvim AFM vypocitat a zobrazit jejich
mechanické vlastnosti za pouZiti namérenych
silovych F-d kfivek. DMT modul pruzZnosti,
deformabilita, velikost adheznich sil, velikost
disipativnich sil a jejich zména oproti hodnotdm
u uréuji

nameérenym bunék pred terapii

efektivitu PDT. ZvySena tuhost bunécné

membrany souvisi se zménou struktury vldaken

cytoskeletu a je typicka pro odumirajici buriky.

Obr. 3 Trojrozmérné zobrazeni vysky
buriky po terapii
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Priprava a méreni: Bunky byly kultivovany ve 2 ml DMEM média po 24 h, poté byly vystaveny

plUsobeni senzitiséru 0,1 uM TmPyp po dobu 24 h pfi 37°C, nasledovalo proplachnuti médiem a

ozéafeni LED diodami (414 nm) po dobu 250 s, davka ozafeni 5 Jem™. Poté byly buriky inkubovany 20 h

v Cerstvém médiu. Méreni bylo provedeno mikroskopem Bruker BioScope Catalyst (AFM) spojenym s

invertovanym optickym mikroskopem Olympus I1X81, pouZity typ hrotu pyramidovy SisN, (DNP 0,12

Nm™, vrcholové zakfiveni hrotu 20 nm), pfi skenovaci rychlosti 0,2 Hz, mdd méreni PeakForce QNM,

Software NanoScope, prostiedi skenovani: tekuté médium DMEM. Snimky byly zpracovany

Softwarem Gwydion.

Obr. 4 Princip konfokalniho
mikroskopu
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Lepsiho zobrazeni zmén cytoskeletu dosdahneme pouzitim

konfokdlniho fluorescencniho mikroskopu. Jednd se o opticky
mikroskop, ktery umoznuje zobrazit jednotlivé fezy burikou. Zdroj
svétla generuje laserovy paprsek, ten poté prochazi pfes bodovou
clonu, objektiv a dopadd na vzorek. Vzorek je oznacen
fluorescenénim barvivem, které pohlcuje ¢ast dopadajiciho svétla
a nasledné je vyzafi jako emitované fluorescencni zareni, které
jde spolu s odrazenym svétlem zpét pres objektiv a odrazi se od
polopropustného zrcadla na bodovou clonu (ta odfiltrovéva svétlo
z jinych rovin) a dopada na fotonasobi¢. Takto ziskdame obraz

jednoho bodu, pro zobrazeni celé roviny se postup opakuje.

Priprava a méreni: Bunky byly oSetfeny stejné jako pfi pozorovani
AFM. Meéfili jsme pomoci mikroskopu ZEISS Observer Z1 (s
rotujicim diskem), Software Zen System 2012. Pro zobrazeni
aktinovych filament byl vzorek nabarven Phalloidinem (emituje v
zeleném spektru), aktivacni vinova délka laserového paprsku byla
488 nm. Pro zobrazeni bunécnych jader bylo pouZito barvivo DAPI
(emitujici zareni modré) a méreni provedeno pfi vinové délce 405
nm. Ddle byly zobrazeny mikrotubuly, které byly oznaceny
protilatkami a-tubulinu (emituje v ¢erveném spektru), s aktivacni

vinovou délkou 561 nm.



Vysledky méreni

Mérenim pomoci mikroskopie atomarnich sil bylo prokdzdno, Ze pred oSetfenim fotodynamickou
reakci buniky tvori témér konfluentni vrstvu, po aplikaci PDT terapie se oddaluji a maji mezi sebou vice
prostoru. Méni se také jejich rozméry, bunky se vlivem snizujici adheze zkracuji a zvySuji. Modul
pruznosti, vypocteny z F-d kfivky, narlsta. Z toho plyne, Ze buriky oSetfené fotodynamickou reakci
maji nizsi elasticitu a vyssi tuhost. PFi zobrazovani pomoci konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie je
patrné, Ze u bunék pred terapii jsou aktinova filamenta lokalizovana na periferii buniky. Po ozareni v
rdmci PDT se jiZ po péti minutach objevuji v perimembranovém prostoru a mezibunécna interakce je
inhibovana.

Obr. 5 a 6 Zobrazeni aktinovych filament fluorescencni mikroskopii pred (vlevo) a po fotodynamické
reakci (vpravo)

Zdroj: vlastni zpracovani

Mikrotubuly neosetfenych bunék tvofi sit kolem bunééného jadra. Po PDT se ¢ast mikrotubuld rozlozi
na tubulin, ktery se nahromadi v perinukledrni oblasti. Zaroven, kvuli celkovému rozvolnéni
cytoskeletu dochazi k tzv. blebbingu, kdy se vytvori nepravidelné zahyby cytoplazmatické membrany

(bleby), které obsahuiji tubulin.



Obr. 7 a 8 Zobrazeni mikrotubulll (Cervené) a bunécnych jader (modre) fluorescencni mikroskopii pred
fotodynamickou reakci (vlevo) a po ni (vpravo)

( vlastni zpracovani)
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