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Abstrakt: Predkladand prace pojednéva o fotodynamické terapii (PDT) a jeji
aplikaci pro diagnostiku rakoviny. Princip PDT je zalozen na produkci reaktiv-
nich forem kysliku (ROS) pomoci fotosenzibilizatora (PS). PS jsou pfednostné
akumulovany v nezdravé tkani, kde vznikajici ROS zptisobuji selektivni destrukeci
cilové tkané, zatimco okolni zdrava tkan zistava neporusena. Fotodynamicka di-
agnostika vyuziva fluorescence PS pro digitalni a spektralni zobrazovani. Tato
prace je zamérena na detekci nadori ze spektralnich charakteristik fluorescence
protoporfyrinu IX, jenz je ve tkani indukovan pomoci methylesteru kyseliny ami-
nolevulové. Hlavni ¢ast vyzkumu byla provedena na jizvach potkani in vivo, ex-
perimenty byly provedeny i na roztocich homogenizatu mysich fibroblasti. Byla
nalezena metoda umoznujici rozlisit zdravou tkan od nezdravé pomoci méfeni
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Uvod

Fotodynamicka terapie je slibna moderni metoda, ktera je pouzivana prevazné
pro lé¢bu zavaznych onemocnéni onkologického charakteru. Uplatnéni ale na-
chéazi napiiklad i pri lécbé lupénky, aktinické keratézy, ohranicenych infekci, veé-
kem podminéné degenerace makuly ¢i v estetické mediciné. Princip fotodyna-
mické terapie spocCiva v pouziti specidlniho barviva, fotosenzibilizatoru, které po
ozareni svétlem urcité vinové délky muze diky svym tripletnim staviim vytvaret
vysoce reaktivni formy kysliku. Diky odlisnostem v morfologii nebo metabolismu
nezdravych bunék dochazi k hromadéni fotosenzibilizatoru pravé v cilové tkani,
zatimco zdrava okolni tkan je schopna fotosenzibilizator odbouravat ¢i vylucovat.
Fotosenzibilizator, aktivovany svétlem vhodné vinové délky, pak v mistech nahro-
madéni miize vytvaret reaktivni formy kysliku, které zptisobi selektivni destrukci
postizené tkané, zatimco okolni zdrava tkan ztistane neporusena.

Fotosenzibilizatory jsou casto dobrymi fluorofory, v misté zvysSené koncent-
race lze pozorovat jejich fluorescenci, ktera je vyuzivana metodami fluorescencni
diagnostiky. Fluorescence fotosenzibilizatort je mozné vyuzit k lokalizaci 1ézi zob-
razovacimi metodami, citliva spektroskopickd méteni pak poskytuji kvalitativni
i kvantitativni obraz charakteru tkané. Vcasna a pfresna diagndza pritom hraje
klicovou roli pro tspésnou lécbu malignich onemocnéni.

Unikatni spektroskopicka aparatura postavena na MFF UK dovoluje mérit lu-
miniscenci pochazejici od fotosenzibilizatoru a singletniho kysliku soucasné z jed-
noho mista s paralelnim spektralnim a casovym rozliSenim. Cilem predkladané
préace je prozkoumat moznosti luminiscen¢ni diagnostiky a s pomoci fotosenzibi-
lizatoru ovérit, zda je spektroskopicky mozné odlisit zdravou tkan od nemocné.

Predkladana diplomové prace zahrnuje nasledujici tikoly:

e Zvladnuti zakladni obsluhy vlaknového spektrometru Avantes.
e Seznameni se s ovladanim argonového iontového laseru a diodovych lasert.
e Reserse dosud publikovanych vysledki.

e Navrh a testovani metody pro meéfeni luminiscencniho signalu z ktize po-
kusnych zvirat a pfipadné i pacientt.

e Nalezeni vhodné metody pro zpracovani namérenych dat vzhledem k dia-
gnostickym moznostem.

e Posouzeni vhodnosti tohoto zafizeni pro praktické vyuziti v diagnostice 1ézi.



1. Teorie

1.1 Elektronova struktura molekul

Z teseni Diracovy rovnice plyne existence jemné struktury jednoelektronovych
atomi a iontt, kterou je mozno popsat jako stépeni hladin energie se stejnou
hodnotou hlavniho kvantového ¢isla n na podhladiny, podle hodnot kvantovych
¢isel orbitalniho a spinového momentu elektronu.

néni, které popisuje pripad pro vice elektronti. Takové zobecnéni je dano Brei-
tovou rovnici, kde vystupuji ¢leny Coulombovské interakce, Darvinovy korekce,
korekce zpozdovani coulombovské interakce v dusledku kone¢né rychlosti svétla,
spin-orbitalni interakce a dipdl-dipdlové interakce. Schrédingerova rovnice pro
systém elektronti a jader tak predstavuje komplikovany problém. ZjednodusSeni
tohoto problému lze dosdhnout prijetim dodatecnych predpokladii, umoznujicich
fesit pak rovnice v dané aproximaci. Prvni, nejjednodussi aproximaci je zanedbani
pohybu jader vzhledem k pohybu elektront v adiabatické aproximaci. Hmotnost
jader je totiz mnohondsobné (103-10* krat) vétsi nez hmotnost elektronii a po-
hyb elektronii a jader je mozné diky tomu oddélit. V pripadé molekul je tieba
zahrnout i vibra¢ni strukturu v Born-Oppenheimerové pfiblizeni. Transforma-
cemi soutadnic lze dosdhnout separace transla¢niho a rota¢niho pohybu molekuly
a v harmonickém pfiblizeni i vibra¢niho pohybu molekuly. Celkovou energii mole-
kuly potom lze popsat jako soucet kinetické energie molekuly, jeji rotacni energie,
energie kmitt kolem rovnovaznych poloh a elektronové energie. Translac¢ni energie
se lze zbavit pfechodem do tézistové soustavy a rotacni pohyb velkych molekul
lze casto zcela zanedbat pro malou statistickou pravdépodobnost prechodt mezi
rota¢nimi hladinami, jejichz energetické rozdily jsou o fad az dva mensi nez roz-
dily vibrac¢nich hladin [1]. Dominantni jsou tedy ptfechody mezi elektronovymi
hladinami a pfiblizné o fad mensi rozdily vibra¢nich hladin.

Schematicky lze tyto hladiny a pfechody mezi nimi vyjadfit pomoci Jablon-
ského diagramu. V Obrazku 1.1 je zakreslen Jablonského diagram pro obecnou
mnohoatomovou molekulu se sudym po¢tem elektront. Cisté elektronové hladiny
jsou zakresleny tu¢nymi carami a k nim pfislusné elektronové-vibracni hladiny
jsou vyznaceny tenkymi liniemi. V rameccich na okrajich je znazornéna elektro-
nova konfigurace molekulového orbitalu, vystihujici obsazeni a spin dvou elek-
tront s nejvyssi energii. Celkovy spin molekuly urcuji praveé tyto dva nejvyse
posazené elektrony, protoze ostatni elektrony zlistavaji sparovany a neprispivaji
k celkovému spinu. VSechny skupiny elektronové-vibra¢nich hladin se tedy mo-
hou nachézet v singletnim stavu S s celkovym spinem rovnym nule, ¢ tripletnim
stavu T s celkovym spinem rovnym jedné. Nejnize polozena elektronova hladina
se nazyva zakladni, vSechny vyssi hladiny jsou excitované. Vétsina latek je v za-
kladnim stavu singletni jako v Jablonského diagramu zdkladni hladina Sq [1,2].
Vyjimku tvori napiiklad molekula kysliku, jejiz zakladni hladina je tripletni.

V Obrazku 1.1 jsou také svislymi ¢arami se Sipkami znézornény ptechody
molekuly mezi riznymi energetickymi hladinami. Absorpci fotonu s dostate¢nou
energii prejde molekula ze zdkladniho stavu Sg do nékteré z vibrac¢nich hladin
excitovaného stavu Sy, ..., S,. Tento proces, v obrazku vyznaceny plnou carou se
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Obréazek 1.1: Jablonského diagram energetickych hladin a pfechodt mezi nimi [2].

sipkou A, nazyvame singlet-singletni absorpci. K absorpci miize dochazet i z tri-
pletni hladiny T; do nékteré vyssi excitované hladiny T, ..., T,. Takova absorpce
se nazyva triplet-tripletni. Popsané absorpce zachovavaji spin, a proto jsou tyto
prechody spinové dovolené.

Deexcitace molekuly je realizovana bud zafivymi prechody, oznacovanymi jako
luminiscence, nebo nezatrivymi prechody. Zarivé deexcitace jsou charakteristické
uvolnénim energie ve formé kvanta zareni. Nezarivé prechody se dé€li na izoener-
getické, kdy nedochézi k uvolnéni energie, a na prechody se zménou energie.

Nezarivé prechody

Vnitfni konverze je izoenergeticky vnitromolekulovy prechod mezi hladinami
se stejnou multiplicitou a je tudiz spinové dovoleny. V Obrazku 1.1 je vnitini
konverze znazornéna vodorovnou c¢arkovanou c¢arou se Sipkou kyk.

Mezisystémova konverze je izoenergeticky vnitromolekulovy prechod mezi
stavy o rtizné multiplicité. Z hlediska spinu jde o zakazany prechod, pfesto
k nému vlivem spin-orbitalni interakce casto dochazi. V Obrazku 1.1 je me-
zisystémova konverze znazornéna vodorovnou cerchovanou carou se Sipkou

Vibracni relaxace je proces, pii kterém se nadbytek vibrac¢ni energie molekul
meéni na pohybovou energii. Vibracni relaxace je v kondenzované fazi pod-
statné rychlejsi nez ostatni deaktivacni procesy, a proto se tyto pomalejsi
prechody uskutecnuji zpravidla ze zakladniho vibra¢niho stavu. Ve velmi
ziedéné plynné fazi nastava opacny pripad, kdy molekula nestihne rela-
xovat a lze tak pozorovat charakteristické spektroskopické projevy plynné
faze. V Obréazku 1.1 jsou vibra¢ni relaxace znazornény svislou teckovanou
carou se Sipkou kg.

Zarivé prechody
Fluorescence je spinové dovoleny prechod z energeticky vyssiho stavu do nizsiho
stavu, pricemz se neméni spin molekuly. Zpravidla dochazi k fluorescenci

z nejnizsi vibraéni hladiny prvniho excitovaného stavu S; do nékteré z vib-
racnich hladin zakladniho stavu Sg. Tato zdkonitost se oznacuje jako Ka-



shovo pravidlo. Existuji latky, jako napt. azulen a jeho derivaty, které vyka-
zuji dvoji luminiscenci i pfechodem z S, do Sg a vymykaji se tak Kashovu
pravidlu. V Obrazku 1.1 je fluorescence zakreslena svislou plnou ¢arou se
sipkou F.

Fosforescence je spinové zakazany prechod z energeticky vyssiho stavu do
nizsiho stavu, pricemz dochazi ke zméné spinu molekuly. U vétsiny orga-
nickych molekul dochéazi k fosforescenci prechodem z nejnizsiho tripletniho
excitovaného stavu T; do zdkladniho singletniho stavu Sg. Fosforescence
mé ve srovnani s fluorescenci dlouhou dobu dohasinani. V Obréazku 1.1 je
fosforescence zakreslena svislou plnou ¢arou se Sipkou P.

Zpozdéna fluorescence je spinové dovoleny prechod z S; do Sy, charakteris-
ticky dobou dohasinani srovnatelnou s fosforescenci stejné molekuly. Delsi
doba dohasinani je dana c¢asem, po ktery molekula setrva v metastabilnim
tripletnim stavu. Molekula totiz piejde mezisystémovou konverzi do stavu
T a zpét do S;, odkud pak dojde k zarfivému prechodu do Sy jako pfi
fluorescenci.

Excitace a deaktivace molekuly miize byt uskutecnéna i mechanismem bez
ucasti fotonu. K takovym procestim patii Forstertiv rezonan¢ni pfenos energie,
Dextertiv mechanismus, singlet-singletni ¢i triplet-tripletni anihilace. Tyto me-
chanismy patii do 8irsi skupiny zhésecich procesti [3]. Existuje navic fada dalsich
zpusobt excitace, kdy se prenosu energie tcastni vice nez jeden foton.

1.2 Singletni kyslik

Kyslik je jednim z nejbéznéjsich prvki vyskytujicich se na Zemi a pfesto se od
vétsiny ostatnich latek zasadné lisi. Zvlastni chovani kysliku bylo pozorovano
jiz v roce 1848 Michaelem Faradayem. Jeho experimenty prokézaly, Zze na roz-
dil od ostatnich plynd vykazuje kyslik paramagnetické vlastnosti. V roce 1925
tuto neobvyklou vlastnost vysvétlil Robert Mulliken pritomnosti nesparovaného
elektronového paru v zakladnim stavu molekuly.

1.2.1 Elektronova struktura O,

Zékladni hladina molekuly kysliku, pro niz bylo zavedeno oznaceni 329_, je tri-
pletni. Dva nejnizsi excitované stavy jsou pak singletni, stav 'Ay s energii pie-
chodu 95kJmol™" a stav 'Xf s energii 158 kJmol ™" [4].

V Obrazku 1.2 je zakreslena elektronova konfigurace atomovych a molekulo-
vych orbitali kysliku pro stav zakladni a dva excitované stavy. Jednotlivé stavy
se lisi pouze elektronovym obsazenim nejvyssich antivazebnych orbitalti. Prechod
kysliku ze singletniho stavu A, do zédkladniho tripletniho stavu je u izolované mo-
lekuly striktné zakazany z hlediska spinu, symetrie a parity, takze tento prechod
mé relativné dlouhou dobu dohasindni. Piechod z 'S} do *¥] je také spinové
zakazany, castéji dochéazi k spinové povolené relaxaci do prvni excitované hladiny
'A4 a nasledné k vyse zminéné fosforescenci. Z tohoto diivodu je spinové zaka-
zand fosforescence singletniho kysliku ze stavu 12; podstatné slabsi nez ze stavu
'Aq. Zjednodusené mizeme hovofit o zékladni hlading jako o tripletnim stavu 3O2

5
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Obréazek 1.2: Elektronové obsazeni orbitalti molekuly kysliku [2].

a o prvni excitované hladiné jako o singletnim stavu 102. Doba zivota singletniho
kysliku zavisi na okolnim prosttedi, v kondenzované fazi se uvadi 1076-1073s [4].
Singletni kyslik je siln€ reaktivni a spolu s kyslikovym radikalem, superoxidovym
aniontem, excitovanym karbonylem a peroxidem vodiku tvoti skupinu reaktivnich
forem kysliku (ROS, reactive oxygen species) [4].

1.2.2 ZhéSeni '0,

Nachazi-li se molekula kysliku v singletnim excitovaném stavu, mtze byt mimo
zativych a nezafivych pfechodti zminénych vyse deaktivovana také zhasecimi pro-
cesy. Zhaseni 102 molekulou zhasece je realizovano fyzikalni nebo chemickou ces-
tou.

Fyzikalni zhaseni ma za nasledek pouze deaktivaci singletniho kysliku podle
rovnice

0, +72 —30,+2Z, (1.1)

pritom se chemicky neméni ani molekula kysliku ani molekula zhéasece a ne-
vznika zadny produkt. Fyzikalni zhaSeni miize probihat prostfednictvim
vymeény energie a naboje.

Chemické zhaseni probiha podle rovnice
'0, +Z — produkty, (1.2)
kde zhasec¢ reaguje se singletnim kyslikem za vzniku produkti.

V zZivych organismech mohou reaktivni formy kysliku zptsobovat oxidativni pos-
kozeni aminokyselin, peptidi a proteint, a to hlavné chemickou cestou [5]. ROS
reaguji také s nenasycenymi mastnymi kyselinami v lipidech i s DNA [6]. Proto
se organismy brani oxidaci fadou zptisobt, mezi néz patii snizovani koncentrace
ROS pomoci enzymii. Enzymy, jako jsou superoxid dismutasy, katalasy a peroxi-
désy, katalyzuji pfeménu ROS na neskodné formy [7]. Obecné se vSechny latky,
které zabranuji oxidativnimu poskozeni bunek, nazyvaji antioxidanty.



1.2.3 Tvorba '0,

Podobné jako zhaseci procesy, déli se i zptsoby tvorby singletniho kysliku na
fyzikalni a chemické. V biologickych systémech je 'O, vytvafen chemickou ces-
tou pomoci zvlastnich enzymi, jako napt. NADPH-oxidaza, myeloperoxidaza
nebo NO-syntetaza [8]. Uéelem tvorby 102 v bunkach pfirozenym zptisobem je
obranny mechanismus proti riznym patogentim, napiiklad virim [9]. P¥ikladem
laboratorni metody tvorby singletniho kysliku je terméalni dekompozice endope-
roxidi [9]. K fyzikdlnim metodam patii pfimé absorpce, kterd je mozn4 jen za
specifickych podminek, metoda pulzni radiolyzy a dalsi. V predkladané praci se
omezime na popis tvorby singletniho kysliku fotosenzibilizaci pomoci fotosenzibi-
lizatoru (PS). Fotosenzibilizator je molekula schopna po absorpci fotonu o vhodné
vlnové délce predat svou energii kysliku v zakladnim stavu a tim jej excitovat do
singletniho stavu. Princip této metody je detailnéji vylozen v kapitole 1.4.4.

1.2.4 Vyuziti ROS

Rané experimenty se singletnim kyslikem prokazaly jeho vysokou reaktivitu a oxi-
dac¢ni vlastnosti, prevysujici molekulu kysliku v zakladnim stavu. Této vlastnosti
se v dnesni dobé vyuziva v fadé aplikaci, ale existuji i oblasti, kde je tieba oxidaci
minimalizovat, protoze je nezadouci. Vyuziti nachézi *O, pii syntéze ¢istjch che-
mikalii nebo pfi ¢isténi odpadnich vod, kde oxiduje toxické latky, napiiklad fenoly
¢ merkaptany [10]. Velmi povzbudivych vysledkii dosahuje pouziti 'O, v lékai-
stvi pri lécbé fady zavaznych onkologickych onemocnéni i v estetické mediciné
napft. pfi odstranovani jizev. Terapie vyuzivajici produkci ROS pomoci fotosen-
zibilizatoru se oznacuje jako fotodynamicka terapie. Fotodynamickou terapii se
podrobné zabyva kapitola 1.4.

V potravinaiském primyslu oxidace zptsobuje zkraceni trvanlivosti potravin,
pri vyrobé polymert mize dochazet k jejich fotodegradaci, mechanismus vzniku
10, se také podili na blednuti barev [11,12]. Proto studium tvorby a zhégeni 'O,
muze vyznamné prispét, mimo jiné, ke zlepseni kvality a trvanlivosti potravin
a barviv ¢i vlastnosti polymerti.

1.3 Zaklady optické spektroskopie

Zékladni spektralni charakteristikou optického zafeni je frekvence kmiti v vek-
tora elektromagnetického pole. Elektromagnetické zafeni miizeme popsat v nej-
jednodussim pripadé jako rovinnou harmonickou vinu

(7, t) = Ree® ok et = 27w, (1.3)

kde k oznacuje vlnovy vektor a w thlovou frekvenci.

1.3.1 Spektralni charakteristiky zareni

Vinova délka zareni \ je definovana jako

N
Ao 2wl (1.4)
L -



kde |0] predstavuje fazovou rychlost viny, ktera ve vakuu dosahuje rychlosti svétla
c = 2,998 x 108 ms~!. V optickém prostiedi je fdzova rychlost nizs nez ¢, coz

vystihuje index lomu n
c

n=-—. (1.5)
|0
Alternativni spektralni charakteristikou je energie fotonu F
E =hv, (1.6)

kde h = 6,6 x 1073 J s je Planckova konstanta [1].

Mnozstvi zafeni se v optické spektroskopii popisuje objektivnimi fotometric-
kymi veli¢inami, z nichZ nejcastéji uzivanou veli¢inou je plosnéa hustota zatrivého
toku, neboli intenzita [

_dw

©dS,dt’
kde W je energie pfenasena optickym zarenim a S, je normalova plocha, kolma ke
sméru paprsku. Pro velmi slaba zafeni je vyhodnéjsi charakterizovat mohutnost
optického zafeni, namisto zafivé energie W, pomoci poc¢tu fotontt N;. Dostavame
tak fotonovy tok J

(1.7)

~dVg
CdS,dt
Prichodem optického zareni absorbujcim prostfedim dochézi ke snizovani in-
tenzity zareni. Velikost tlumu se vyjadiuje pomoci absorbance, neboli optické

hustoty A, definované jako
IO
A =log (—”) , (1.9)
I,
kde I, je velikost intenzity zafeni po priichodu latkou a I? jeji poc¢ateéni hodnota.

Podle Lambertova zakona je absorbance pfimo timérna draze x, kterou svétlo
urazi v prostfedi, tedy

(1.8)

Alv) =bv) x, (1.10)

kde b je latkova konstanta, nazyvana extink¢ni koeficient. Lamberttiv zakon plati
pro jednofotonovou absorpci v latkach, u kterych nedochéazi k naruseni termody-
namické rovnovahy vlivem prochéazejicitho zareni. V pripadé biologickych vzorkt
se Casto pracuje se silné ziedénymi roztoky absorbujicich molekul v neabsorbuji-
cim rozpoustédle. Za predpokladu, ze absorbujici molekuly spolu neinteraguji, je
extinkéni koeficient imérny molarni koncentraci C' téchto molekul, coz vyjadiuje
Beertiv zakon

b=eC, (1.11)

kde latkova konstanta e se nazyva molarni extinkéni koeficient. Rovnice (1.10)
a (1.11) se obvykle spojuji do Lambert-Beerova zdkona [1]

A(v) =¢e(v)Cx, neboli (1.12)
I, = I,10=WC= (1.13)



1.3.2 Zaklady emisni spektroskopie

Pro odliseni luminiscen¢niho zafeni od jinych optickych pochodi, jako je rozptyl
nebo Cerenkovovo zafeni se vieobecné uziva Vavilovovy definice: luminiscence
je prebytek zareni nad tepelnym vyzafovanim télesa v tom pripadé, méa-li toto
prebytecné zareni konecnou dobu trvani, jez podstatné prevysuje periodu sveé-
telnych kmitt [1]. V kapitole 1.1 jiz byl pojem luminiscence vyjasnén z pohledu
elektronové struktury jako zarivy prechod mezi dvéma energetickymi hladinami
luminiskujici molekuly. Nastava-li prechod z hladiny s energii £y do hladiny Fj,
muzeme podle vztahu (1.6) vyjadiit vlnovou délku emitovaného fotonu jako

he

A=
E,— E,

(1.14)

Ptitom pro vlnovou délku luminiscence vétsiny fluoroforti plati Stokestiv zakon

)\lum > >\exc> (115)

podle kterého je vlnova délka luminiscen¢ni emise vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho zafeni. Na zakladé kvantovych predstav jde o vyjadfeni zakona zacho-
vani energie pro luminiscenci, protoze se pfi emisi vyzari pouze ¢ast energie, ktera
byla luminoforem pohlcena pii absorpci. Na snizeni energie emitovaného zatreni
se v roztocich podili také dipdlové elektrostatické interakce luminiskujici mole-
kuly s rozpoustédlem, kdyz dochéazi ke zménam solvatace molekuly pti absorpci
a emisi svétla a tim k disipaci ¢asti excitacni energie. Spektroskopicky se lumi-
niscence charakterizuje intenzitou J podle rovnice (1.8). Spektralni slozeni Jy ¢i
J, je vyjadfeno spektralni hustotou fotonového toku luminiscence na jednotkovy
interval vlnovych délek ¢i frekvenci

INOE % & (1.16)
I, (v) = %. (1.17)

Déle je mozno luminiscenci charakterizovat jeji polarizaci, koheren¢nimi vlast-
nostmi a délkou dohasinani, ktera je dana dobou zivota excitovaného stavu, ze
kterého dochazi k emisi.

Jinou zakladni veli¢inou, popisujici luminiscenci, je kvantovy vytézek ¢, defi-
novany pro stacionarni luminiscenci jako

$=—"2 (1.18)

kde N, a N, jsou poc¢ty fotonti emitovanych a absorbovanych vzorkem za sekundu.
V pripadé, kdy luminiscence neni stacionarni, plati pro kvantovy vytézek latky
excitované v ¢asovém intervalu 0 az ¢; obecné definice

JT Nedt

= [ Nadt

(1.19)

Pro urceni kvantového vytézku luminiscence je tieba znat pocet svételnych kvant,
ktera jsou v latce absorbovana. Pokud zanedbame reflexi a rozptyl svétla na

9



kyveté, ve které se luminiscence roztokd méti v biofyzice nejcastéji, je tbytek
fotonového toku po priichodu drahy [ vzorkem dan absorpci podle Bouguerova-
Lambert-Beerova zakona (viz (1.13))

Jo = Jo(1 =107 (1.20)

Intenzita fluorescence J; emitované vzorkem je timérna intenzité absorpce J,,
nasobené kvantovym vytézkem fluorescence ¢

Jr =K Ja ¢t (1.21)

kde k je faktor zavisly na podminkach experimentalniho uspoiradani.

Dtilezitymi kvantovymi charakteristikami absorpce a emise jsou pravdépo-
dobnosti odpovidajicich optickych prechodt. Ty jsou dany Einsteinovymi koe-
ficienty spontannich a stimulovanych prechodi mezi zakladnim a excitovanymi
stavy molekuly. Pro pfipad idealni fluorescence, kdy k tbytku poc¢tu excitovanych
¢astic dochazi pouze zarivymi pfechody z rovnovazné vibracni hladiny excitova-
ného singletniho stavu do vSech vibra¢nich hladin zakladniho elektronového stavu,
muzeme pocet excitovanych molekul vyjadfit rovnici

Ne(t) = nege et (1.22)

kde nqo je pocet excitovanych molekul v ¢ase ¢ = 0, kdy byla excitace vypnuta
a A, je uplna pravdépodobnost spontannich prechodi, definovana jako soucet
pravdépodobnosti pfechodt do vsech vibra¢nich hladin v zakladnim stavu

Ae = Z AeO,Zn ) (123)

kde Ao, je Einsteinv koeficient spontanni emise z rovnovézné vibracni hla-
diny €0 do n-té vibra¢ni hladiny zakladniho stavu. Intenzita fluorescence Ji(t)
je tmérna rychlosti ubytku excitovanych ¢astic, a proto dohasina podle stejného
zékona jako ne(t) v rovnici (1.22). Stfedni hodnotu doby Zivota molekuly v ex-
citovaném stavu 7, mizeme v piipadé exponencidlniho dohasinani vyjadrit jako
prevracenou hodnotu tplné pravdépodobnosti spontanni emise A,

(1.24)

vvvvvv

pozorované doby dohasinani luminiscence mtzeme pak nepifimo urcit kvantovy
vytézek
.
¢=—. (1.25)

1.4 Fotodynamicka terapie

Fotodynamické terapie (PDT) je moderni metoda lééby povrchovych onemoc-
néni, zejména onkologického charakteru. U nadorovych onemocnéni byla potvr-
zena ucinnost PDT pfi 1é¢bé bronchogennich karcinomt, karcinomt mocového
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méchyte, jicnu, a zvlasté pak nadort kize [13]. V dermatologii se pomoci PDT
1é¢i zavazna nadorova onemocnéni, jako je napt. aktinickd keratoza, Bowentv
karcinom, bazaliom nebo maligni melanom, ale i fada dalsich onemocnéni, jako
je psoridza nebo virova onemocnéni zpusobend napt. lidskym papilomavirem [14]
nebo virem herpes simplex [15]. Uspéchii dosahuje PDT také pii 1é¢bé lokalizo-
vanych bakteridlnich infekci véetné kment bakterii rezistentnich vici antibioti-
kim a jinym léc¢iviim, jako je periodontitida ¢i acne vulgaris nebo pri sterilizaci
chronickych poskozeni tkani u pacientt s diabetem [16]. Stejnym zptisobem je
mozné vyuzit fotodynamicky efekt pro sterilizaci chirurgickych nastroji ¢i ope-
racnich salt. Prokazana byla moznost 1é¢it pomoci PDT odolnd houbova one-
mocnéni, zpusobena kvasinkou Candida albicans a fadu dalsich mikrobidlnich
onemocnéni, zptsobenych naptiklad parazitickym prvokem Plasmodium, nosite-
lem malérie [15]. Dalsi tspéchy zaznamenala PDT prii 1écbé vékem podminéné
degenerace makuly, kterd je hlavni pfi¢inou slepoty u seniort [16].

Odvétvi fotodynamické terapie je vénovano velké experimentalni Gsili a diky
tomu je stale rozsifovana oblast, ve které PDT dokéaze uc¢inné zastoupit ¢i na-
hradit konvenc¢ni lé¢iva a lé¢ebné metody. Zvlasté cenéna je pfitom jeji mini-
malni invazivnost a lokalizace pfimo do postizeného mista, bez poskozeni zdravé
okolni tkané. Kromé samotného terapeutického tucinku je navic PDT mozné sou-
Casné vyuzivat pro diagnostiku urcitych onemocnéni, protoze fotozenzibilizatory,
hromadici se v nezdravé tkani, vykazuji po ozareni svétlem, kromé tvorby sin-
gletniho kysliku, také fluorescenci. Fluorescenci je pak mozné pomoci digitalnich
zobrazovacich metod pouzit k lokalizaci a sledovani pribéhu onemocnéni nebo
spektroskopickymi metodami provadét velmi citlivou kvalitativni i kvantitativni
analyzu tkani [17-20]. Pro tyto ucely se nabizi i moznost vyuzit autofluorescence
tkani bez pouziti fotosenzibilizatori [17,21]. Diagnostickymi aspekty fluorescence
se podrobné zabyva kapitola 1.5.

Lécba fotodynamickou terapii probihé ve dvou krocich. Nejdrive je do téla pa-
cienta aplikovana lé¢iva latka, fotosenzibilizator (PS), jenz se po uré¢ité dobé na-
hromadi v nezdravé tkani. Nasleduje ozareni postizeniho mista svétlem o vhodné
vlnové délce, a tim dojde k aktivaci lé¢iva. V mistech s vysokou koncentraci fo-
tosenzibilizatoru zacne PS generovat singletni kyslik a dalsi ROS, zptisobi tak
v tomto misté oxidativni poskozeni, vedouci k apoptdze ¢i nekréze nemocné
tkané [22].

1.4.1 Fotosenzibilizatory v PDT

Idealnim fotosenzibilizatorem pro fotodynamickou terapii je chemicky cista a sta-
bilni latka se znamou chemickou strukturou, ktera se prednostné hromadi v ne-
zdravé tkani, je netoxickd pro organismus, nevyvolava lé¢ebny efekt, pokud pa-
cient neni vystaven svétlu, a nema vedlejsi i¢inky, jako napt. alergické reakce ¢i
hypotenze [6]. Mél by byt ze zdravych tkani organismu rychle vylucovan (plati
zv14$té pro oc¢i a kuzi) pro zkraceni doby, po kterou zistava pacient fotocit-
livy. Kvalitni fotosenzibilizator by mél silné absorbovat svétlo o vlnovych délkach
vétsich nez 630 nm, aby mohlo byt dosazeno dostatecné hloubky penetrace aktiva-
¢niho svétla do tkané, a také, aby se zamezilo fotosenzitivité pokozky pri ozatreni
sluneénim svétlem, jehoz intenzita klesd pro vlnové délky vétsi nez 600 nm [6].
Dilezitou vlastnosti PS je vysoky kvantovy vytézek tvorby 'O, a mald nachylnost
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k tvorbé agregatii, vedouci ke snizeni fotochemické tcinnosti fotosenzibilizatort.
Je vyhodné, pokud je molekula PS amfifilni, tedy rozpustna ve vodé, ale zaro-
ven obsahuje hydrofobni ¢ast, kterda napomahé PS pfi prostupovani bunéénymi
membranami.

Fotosenzibilizatory pouzivané v onkologii se obvykle déli do tii skupin podle
etap technologického vyvoje.

PS prvni generace

Prvni generace zahrnuje derivaty hematoporfyrinu (HpD) a jeho analogt, které
prdedstavuji nejstarsi pouzivané fotosenzibilizatory. Aktivni slozky s terapeutic-
kym tucinkem tvoii komplexni smés dimert a oligomerd HpD, spojenych etero-
vymi, esterovymi nebo uhlikovymi vazbami. Purifikovand PDT 1é¢iva z prvni
generace, zbavena monomertu pod komerc¢nim oznacenim Photofrin, byla homo-
logovana pro klinické pouziti v roce 1993 a pouzivana napi. pri 1écbé koznich
nadori, nadortt mocového méchyie a plic. Terapeutické davky téchto PS vyvola-
vaji kozni fotosenzitivitu, trvajici 4-12 tydni. Absorpénimi pasy mezi 440-650 nm
je urceno pouzitelné excitacni svétlo, jehoz hloubka priniku do tkani je omezena
pfiblizné na 5mm [4].

PS druhé generace

Nova skupina fotosenzibilizatori byla vyvinuta pro zlepseni vlastnosti 1é¢iv prvni
generace. Diky znamé chemické struktute téchto latek o jediné substanci je zjed-
nodusena interpretace experimentl a umoznéna reprodukovatelnost experimenti
i pfipravy léciva. Dalsi zlepseni se tyka posunuti absorpce k vyssim vinovym dél-
kam, do rozmezi 650-800 nm [23], coz umozni zvysit hloubku priniku excita¢niho
zéfeni na 1-2 cm do tkani [14]. Vyssi selektivita akumulace PS druhé generace do
patologické tkané snizuje fototoxicitu a nezadouci fotosenzitivita je vyrazné po-
tlacena diky rychlejsimu odbourdvani PS této generace z organismu [4]. Mezi PS
druhé generace patii derivaty porfyrini, ftalocyaniny, chloriny, purpuriny a dalsi.

Porfyriny s rtizné upravenymi postrannimi fetézci jsou pfirozenymi pokracova-
teli porfyrini a hematoporfyrinii prvni generace, od nichz se lisi hlavné tim, ze
jsou to cisté latky se znamou chemickou strukturou. Struktura porfyrinového ja-
dra je patrna z Obréazku 1.3a a priklad jeho modifikace na meso-tetrafenylporfyrin
(TPP) je zobrazen na Obrazku 1.3b. TPP je mozné snadno syntetizovat, ale pro
svou hydrofobicitu neni vhodny pro vodni prostiedi typické pro zivé organismy.
Jednoduchymi modifikacemi fenylovych postrannich skupin je mozné dosdhnout
lepsi rozpustnosti ve vodé [4] jako v pfipadé meso-tetra(4-sulfonatofenyl)porfyrinu
(TPPS,), jenz ma vSak nevyhodu ve své neurotoxicité [14]. Zasluhou ceskych
védc, jejichz modifikovana priprava TPPS, zahrnujici zavérec¢nou purifikaci pre-
paratu chromatografii na Sephadexu, byla jeho neurotoxicita minimalizovana
[24,25]. Vhodnymi substituenty lze také ménit naboj molekuly, a tim vznikd moz-
nost cilit lokalizaci derivatt porfyrint do urcitych mist v buiice [26]. Napfiklad
kladny ndboj meso-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porfyrinu (TMPyP) zptisobuje in-
terkalaci TMPyP s DNA v jadie buriky [27].

ALA Prvni komercné dostupny fotosenzibilizator druhé generace, homologovany
pro 1é¢bu aktinické keratozy v roce 1999 pod oznacenim Levulan, obsahuje kyse-
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(a) Porfyrinové jadro. (b) TPP.
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Obrazek 1.3: Priklady fotosenzibilizatorti druhé generace.
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linu 5-aminolevulovou (ALA), kterd sama o sobé nemé zadny terapeuticky Gci-
nek. V burice je v8ak ALA prekurzorem protoporfyrinu IX (PpIX), vlastniho
fotosenzibilizatoru, v draze biosyntézy hemu. ALA je tedy tzv. endogenni foto-
senzibilizator [13,28]. ALA i PpIX jsou latky pfirozené se vyskytujici v burikéch,
a proto jsou davky ALA do 20mgkg™! bez vedlejsich efektii, ve vyssich davkach
se vSak mohou projevit ptiznaky akutni porfyrie, jako je zvraceni, hypotenze nebo
porucha jaterni funkce [29]. Nevyhodou ALA je jeji silnd hydrofilita, ktera ji zne-
snadniuje prinik pres lipidni buné¢nou membranu, a pti povrchové aplikaci je pak
produkce PpIX omezena na hloubku 2-3 mm, coz mize byt pro tspésnou PDT
nedostacujici [28]. Proto byla vytvorena fada modifikaci ALA, z nichz zatim neji-
spésnéjsi jsou estery ALA. V roce 2001 byl v Evropské Unii pro PDT registrovan
pripravek Metvix, obsahujici methylester ALA (MAL), u néhoz byla prokdzana
schopnost pronikat hloubéji do 1ézi [30]. Pti povrchové aplikaci prokézaly hexyl-
a oktyl estery ALA jesté lepsi schopnost priniku pres svrchni vrstvu pokozky
nez MAL [31]. Chemicka struktura ALA, jejiho methylesteru a protoporfyrinu
IX je zobrazena v Obrazku 1.3. Doba fotosenzitivity ktize je proti prvni gene-
raci PS zkracena na 1-2 dny [6,13]. Podrobny popis metabolismu ALA a princip
hromadéni PpIX je uveden v kapitole 1.4.2.

Ftalocyaniny s maximem absorpce v rozmezi 650700 nm dovoluji pouziti exci-
ta¢niho zareni, které v porovnani s porfyriny pronika hloubéji do tkani. Maximéalni
koncentrace po intravendézni aplikaci je dosazeno jiz po 2—-3 hodinach, temné fo-
tocitlivost je zanedbatelna a polocas rozpadu dostateéné kratky [14]. Diky témto
vlastnostem je kozni fotosenzitivita minimalni. V bunce se lokalizuji prevazné do
mitochondrii a lyzozomi [6].

Chloriny jsou tetrapyroly, které se od porfyrint lisi v absenci dvojné vazby
v jednom z pyrolovych kruhti, maji absorpci vzhledem k porfyrinim posu-
nutou smérem k vétSim vinovym délkam. Do této skupiny se tadi meso-
tetra(hydroxyfenyl)chlorin (mTHPC), zastupce komerénich fotosenzibilizatort
pro 1é¢bu rakoviny, registrovany v roce 2001 pod znackou Foscan. Své predchtidce
pred¢i maximem absorpcni vinové délky na 652nm, coz umozni hlubsi prinik
excitacniho zareni do tkané. Jesté vetsi vyhodou je ale mimoradné nizké ozafeni,
potiebné pro PDT, které je ve srovnani s ALA asi 5-10 krat nizsi [13]. Kozni
fotosenzitivita, vyvolana mTHPC po 1é¢bé, je oproti prvni generaci snizena na
24 tydny.

PS treti generace

Jako nejnovéjsi generace fotosenzibilizatori se podle [4] oznac¢uji PS druhé gene-
race se schopnosti selektivni distribuce ptimo do nezdravé tkané pomoci cilenych
prenasect. Novéjsi literatura definuje PS tfeti generace jako komplex PS druhé
generace s nanocasticemi, které slouzi k primarni absorpci svétla a néasledné pre-
daji excitacni energii vlastnimu fotosenzibilizatoru pomoci Forsterova rezonanc-
niho pfenosu energie [16]. Definice fotosenzibilizatort tieti generace podle [23]
charakterizuje tyto PS vazbou na molekulu prenasece nebo konverzi prekurzoru
na fotosenzibilizator. V soucasnosti probihé intenzivni vyzkum této generace PS
s cilem maximalizovat specificitu PS pro cilové tkdné a minimalizovat tak aku-
mulaci PS do zdravych tkani. Pouziti pasivnich nanocastic, biodegradabilnich na-
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nocastic, kvantovych tecek a cilenych lipozomickych prenaseci se jevi jako slibna
metoda, stéle se vSak nachéazi ve stadiu vyzkumu [23]. Kromé zesileni terapeutic-
kého uc¢inku je mozné s pouzitim nanocasticovych fotosenzibilizatori mimoiradné
zlepsit 1 fluorescenéni diagnostiku [32].

Prevazné pro ostatni antimikrobidlni, antimykotické a protivirové fotoinak-
tivacni ucely, zminéné vyse, byla testovana pfirodni nebo uméla barviva, ktera
nejsou odvozena od tetrapyrolové struktury. Piikladem syntetickych PS je ben-
galska cervetl nebo toluidinova modi O [6]. Mezi pfirodni fotosenzibilizatory patii
napf. hypericin z tfezalky teckované [6], ktery je, mimo jiné, zodpovédny za hy-
pericismus dobytka po spaseni tfezalky, otravy projevujici se popaleninami po-
kozky po vystaveni slunci [33]. Hypericin ma kromé antidepresivniho ta¢inku také
protivirovou aktivitu, ktera byla zkouména v souvislosti s 1é¢bou HIV a dalsich
virovych onemocnéni. Vyuziti pro PDT nachazi v 1é¢bé psoriazy, bradavic a rako-
viny kize [33]. Nejnovéjsi vyzkum se zaméfuje na Géinky kurkuminu, pfirodniho
zlutého barviva, pouzivaného jako kotfeni. Prokazana byla ti¢cinnost kurkuminu pti
fotodynamické 1é¢bé infekce, zpiisobené odolnou kvasinkou Candida albicans [34].

1.4.2 Farmakokinetika a biodistribuce PS

Fotosenzibilizator je mozné pacientovi aplikovat tfemi zptisoby, v zavislosti na
povaze onemocnéni. PS lze podat lokalné masti ¢i injekéné pfimo do nadoru
(intralezionélné) nebo intravenézné, kdy je PS prenesen do celého téla pomoci
krevniho fecisté. Po aplikaci fotosenzibilizatoru dojde po urcité dobé k jeho na-
hromadéni v nezdravé tkani. Hromadéni PS v nadoru je zptisobeno tim, ze pro-
liferujici tkané maji zvysenou tendenci PS absorbovat z krve, nebo jej nedokazi
metabolizovat s takovou rychlosti jako zdravé tkané. Ackoliv detailni mechanis-
mus vedouci k hromadéni PS v nadoru nebyl jesté u fady 1é¢iv zcela objasnén,
jsou znamy cesty, jez mohou do této problematiky zasahovat.

Po intravendzni aplikaci je lé¢ivo rozpusténo v krvi, kde mutze dochazet
k desintegraci PS od prenasece nebo jeho deagregaci a vazbé na krevni bunky
(erythrocyty, leukocyty) nebo rtizné sérové proteiny. Nésledné se PS vaZe na cévni
sténu, jejiz variabilita mezi zdravou a nezdravou tkani a rozmanitost v riznych
organech mize byt diivodem odlisného sklonu k hromadéni PS. Déle fotosenzibili-
zator projde pfes cévni sténu a difuzi pronikne do cilové tkané, kde jesté miize byt
chemicky modifikovan metabolickymi enzymy. Diky zvysené produkci membrano-
vych receptori pro LDL lipoproteiny, ktera byla u nadori v nékterych pripadech
pozorovana, mohou byt PS, vazané casto pravé na lipoproteiny s nizkou hustotou,
niadorem vychytavany [35]. Dalsim dilezitym prvkem, ktery napoméha akumu-
laci PS v proliferujici tkani, je snizené intersticialni pH nadoru. Anionické PS,
které jsou za fyziologického pH ionizované, neutralizuji sviij ndboj ve snizeném
pH, coz jim napomahé pii prostupovani bunéénymi membranami v nadoru [36].
PS je z tkani vyloucen prevazné lymfatickou cestou, naddory vSak obvykle mi-
vaji zhorsenou lymfatickou drenaz a PS tak nemize byt G¢inné z nezdravé tkané
odstranén [37]. Kazda kombinace téchto prvki vede k vlastni biodistribuci a far-
makokinetice PS v organismu, jez musi byt pro tspésny prubéh PDT dukladné
prostudovany. Cas, ktery je potiebny pro vytvoreni nékolikanasobné vyssi kon-
centrace PS v cilové tkani oproti zdravé tkéani, je zavisly i na dalsich faktorech,
mezi néz patii typ PS, médium obsahujici PS nebo pfenase¢ PS, zptisob apli-
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kace i druh onemocnéni [37]. Fotosenzibilizatory mohou pronikat do bunéénych
organel jako je mitochondrie, lyzozom, endoplazmatické retikulum, Golgiho apa-
rat nebo plazmatickd membrana. Presna lokalizace PS v cilovych bunkach urcuje
typ a stupen poskozeni vyvolany PDT, protoze ROS diky své kratké dobé zivota
zpusobuji poskozeni pouze v blizkém okoli mista jejich tvorby. Porozuméni témto
principtim hraje klicovou roli pfi volbé nejvhodnéjsiho PS pro danou aplikaci.

Metabolismus a farmakokinetika ALA

Kyselina aminolevulova je prekurzor protoporfyrinu IX pii biosyntéze hemu.
ALA je endogenni fotosenzibilizator, terapeuticky ucinek je zprostfedkovan diky
zvyseni koncentrace PpIX v proliferujicich bunkach po exogenni aplikaci ALA.
Princip akumulace PpIX v nadorovych bunkéach je tedy odlisny od ostatnich fo-
tosenzibilizatord zminénych vyse.

Biosyntéza hemu zacind v mitochondrii kondenzaci glycinu a sukcinyl-CoA
za vzniku ALA [28], jak je naznaceno v Obrazku 1.4. Tento krok, regulovany
negativni zpétnou vazbou hemem (v Obrazku 1.4 vyznaceno zelenou ¢arkovanou
linkou), urcuje rychlost pfirozené syntézy hemu [14]. Nésleduje tvorba porfobili-
nogenu (PBG) a enzymatickd kondenzace ¢tyf molekul PBG na uroporfyrinogen
I a III, z néhoz dalSimi reakcemi vznika PpIX. Zabudovanim atomu Zeleza do
PpIX pomoci enzymu ferrochelatasa pak vznikd hem. Exogenni aplikaci ALA
dojde k preskoceni prvniho kroku syntézy hemu, a tim je znemoznéna prirozena
regulace tvorby PpIX. Koncentrace protoporfyrinu IX v butice vzroste, a diky
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tomu, ze proliferujici bunky vykazuji nizsi i¢innost ferrochelatasy a maji ome-
zené mnozstvi zeleza, zacne se PpIX v mitochondrii hromadit [14]. V nadorech
byla rovnéz pozorovana zvysena aktivita enzymt, vedouci k produkci PpIX, coz
urychli narist jeho koncentrace uvniti bunék. Vliv na produkci PpIX mize mit
podle nékterych studii i teplota tkdné, pH nebo dostupnost kysliku [28]. Zdravé
tkané dokazi terapeutické davky ALA metabolizovat.

Obvykle je ALA aplikovana intravenézné, povrchové masti nebo, v pripadé
rakoviny mocového méchyie, intravezikdlné. Na rozdil od jinych PS je mozné
i oralni podani ALA, které se jevi zvlast vyhodné pro 1é¢bu gastrointestinalniho
traktu [28]. Pti povrchové aplikaci ALA je penetrace do pokozky omezena svrchni
vrstvou zrohovatélych bunék (SC, stratum corneum), jez tvoii §patné prostup-
nou lipidni sit. Hloubka, do které ALA proniké, nepfesahuje podle fluorescen¢nich
méfeni 0,6 mm [28], mize se vSak ménit v zavislosti na pozici v ramci téla [38].
Pronikani povrchové aplikované ALA do epidermis, kde se pfevazné tvori indu-
kovany PpIX, lze zlepsit mechanicky odstranénim SC, pouzitim specialnich akce-
leranti transdermélni permeace [39] nebo chemickymi modifikacemi ALA, napft.
esterifikaci na MAL a dalsi estery [31].

1.4.3 Excitace PS

Pro aktivaci PS, lokalizovanych v néadorech, je mozné pouzit Sirokospektralni
zdroje svétla, napr. obloukovou lampu. Takové lampy jsou levné a jednoduché, ale
jejich svétlo se obtizné vaze do optickych vlaken a neni jednoduché spocitat efek-
tivni ozafeni dodané béhem PDT. Navic je potfeba odfiltrovat skodlivé UV zafeni
i infracervenou oblast spektra, kterd mize zptisobovat zahiivani tkani [13]. Ply-
nové vybojky nasly rovnéz v PDT vyuziti, ovSem i s témito zdroji zareni byla PDT
omezena na snadno dostupnéd mista, predevsim pii 1é¢bé koznich onemocnéni.
Pouziti laseri vybavenych optickymi vldkny mimotfadné rozsitilo moznosti foto-
dynamické terapie v medicing, nebot tak byl umoznén prenos excitacniho zaieni
endoskopicky, pomoci vlaken, na témét libovolné misto v téle. Lasery umoznuji
vybér presné vinové délky excitacniho zareni odpovidajici absorpénimu spektru
rozméry ve srovnani s vyse zminénymi zdroji, které ¢ini lasery relativné imobilni.
Pokrok v polovodi¢ové technice umoznil snizit cenu i rozmeéry zdroju laserového
zéfeni diky laserovym dioddm [14]. Pro klinické pouziti je mozné pouzit i LED
diody, které jsou levnéjsi a mensi nez ostatni zdroje, ale pfitom dostatecné vy-
konné (az 150 mW cm™?), a je mozné zvolit vinovou délku jejich emise v rozmezi
350-1100 nm [13].

Pro PDT je podstatné umét predpovédét prostorovou distribuci zareni v cilové
tkani. Vstupem do tkané je svétlo absorbovano a rozptyleno v poméru zavislém
na typu tkané a pouzité vinové délce. Rozptyl je zpiisobovan mikroskopickymi
nehomogenitami tkané, jako jsou makromolekuly, bunécné organely, organizo-
vané bunécné struktury aj. Hlavnimi slozkami tkani, které absorbuji svétlo, jsou
chromofory, jako hemoglobin, myoglobin a cytochromy. Hlavni omezeni pene-
trace zareni do vétsiny tkani zptsobuje zpravidla rozptyl, absorpce byva méné
vyznamna. Absorpce hemoglobinem na kratsich vlnovych délkdch v kombinaci
se snizujicim se rozptylem na delSich vlnovych délkach a absorpci zareni vodou
pro vlnové délky vétsi nez 1300 nm vytvari tzv. optické okno (terapeutické okno),
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moglobinu a melaninu v logaritmické skéle [6].

které omezuje vilnovou délku svétla pouzitelného pro excitaci PS ve tkani zhruba
do rozmezi 600-1200 nm [14, 37]. Absorp¢ni spektra hlavnich slozek tkani, které
vymezuji terapeutické okno, jsou zobrazena v Obrazku 1.5.

1.4.4 Fotofyzika a fotochemie PS

Terapeuticky tucinek fotosenzibilizatoru spociva ve schopnosti jeho excitované
formy generovat reaktivni formy kysliku. Excitace PS ze zékladniho S, stavu
do nékterého excitovaného singletniho stavu S, je zpravidla dosazeno jednofoto-
novou absorpci podle rovnice

PS(So) + hva ~2» PS(S,) (1.26)

kde ka je rychlostni konstanta pfechodu a v frekvence absorbovaného svétla.
Z vyssiho excitovaného stavu S, fotosenzibilizator relaxuje obvykle do prvniho
excitovaného stavu S;. Odtud mutze do zakladniho stavu Sq pfejit zarivym pre-

chodem )
PS(So) — PS(So) + A, (1.27)

kde kg je rychlostni konstanta fluorescence a vg frekvence emitovaného fotonu.
Fotosenzibilizator se mtze deaktivovat také nezafivym pfechodem do Sg vnitini
konverzi a naslednou vibrac¢ni relaxaci

PS(S1) 2k, ps(s,) (1.28)

kde kyk je rychlostni konstanta vnitini konverze a kg rychlostni konstanta vib-
ra¢ni relaxace. Dale miize PS mezisystémovou konverzi prejit z S; do tripletnich
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excitovanych hladin a nasledné relaxovat do hladiny T,

PS(S1) 2. PS(T,), (1.29)

kde kyk predstavuje rychlostni konstantu mezisystémové konverze.
Z prvni tripletni hladiny miize PS pfejit na zakladni singletni hladinu zafivymi
nebo nezarivymi procesy

PS(T,) <%~ PS(So) + hvp, nebo (1.30)
PS(T,) % PS(Sy), (1.31)

kde kp je rychlostni konstanta fosforescence a vp frekvence emitovaného fotonu.
Jinou moznosti je deaktivace PS pomoci molekuly zhasece podle rovnic

PS(Tl) +7Z — PS(So) + Z, nebo (132)
PS(T;) +Z — produkt. (1.33)

Nevznika-li produkt a zhasec¢ se chemicky neméni, jde o nefotochemické zhaseni
(1.32), v opa¢ném piipadé dochazi k fotochemickému zhéaseni (1.33). Doba zi-
vota tripletniho stavu PS je podstatné delsi (ps) nez singletniho stavu (ns) [4].
Dlouha doba zivota umoznuje tripletnimu stavu PS reagovat s okolnimi moleku-
lami dvéma zptisoby.

Fotoefekt I. typu je reakce PS v tripletnim stavu s molekulou v jeho okoli, kdy
dochézi k prenosu elektronu nebo protonu v zavislosti na rozdilu elektronegati-
vit obou molekul. Reakce prvniho typu vedou ke vzniku volnych radikald, které
mohou reagovat s kyslikem, za vzniku reaktivnich forem, jako je superoxidovy
aniont. Ten sam o sobé v bunikach nevytvari vyznamné oxidativni poskozeni,
ale mtize reagovat s dalsim superoxidovym aniontem a vodikovym kationtem, za
vzniku peroxidu vodiku [6]

203 +2H,0 22

H,0, + 0, (1.34)

Tato reakce miize byt katalyzovana enzymem superoxid-dismutézou (SOD). Su-
peroxidovy aniont se rovnéz podili na produkci vysoce reaktivniho hydroxylového
radikdlu HO® a reakci s nim pak muzZe tvofit singletni kyslik [6]. Hydroxylovy ra-
dikal nemtze byt z bunék odc¢erpan, protoze difuzi snadno prostupuje bunéénymi
membranami po spadu koncentra¢niho gradientu. Poskozeni zptisobené HO® je
limitovano jeho difuzni rychlosti v daném prostiedi. Tento vysoce reaktivni radi-
kal miize reagovat s organickymi molekulami, napt. hydroxylovat mastné kyseliny
nebo miize okolni molekuly oxidovat. Hydroxylované mastné kyseliny jsou opét
radikaly, stejné jako oxidované molekuly, které mohou déle reagovat napt. s kys-
likem, za vzniku peroxylového radikalu (ROO*®). Vznikajici radikaly tak mohou
dale tvorit dalsi radikaly v fetézové reakci. Takovyto typ fetézové reakce, obvykly
pro oxidativni poskozeni mastnych kyselin a dalsich lipid@, demonstruje zptisob,
jakym dosahuje poskozeni tkani vznikajicimi radikaly necekanych rozmeéri.

Fotoefekt II. typu je oznaceni pro jev prenosu energie z PS v tripletnim stavu
na molekulu kysliku, singletni kyslik tak vznika pfimou cestou

PS(T,) + 30, — PS(Sp) + 10, . (1.35)
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Obrazek 1.6: Princip tvorby 'O, fotosenzibilizaci.

Zminéné prechody mezi energetickymi stavy fotosenzibilidtoru jsou zobrazeny
v levé c¢asti Obrazku 1.6. V pravé ¢asti schématu jsou zakresleny energetické hla-
diny molekuly kysliku a déle je zde vyznacen prenos energie mezi obéma systémy.

1.4.5 Mechanismy bunéc¢né smrti pri PDT

P1i fotodynamické terapii mohou probihat reakce typu I a II soucasné, pfitom
pomér mezi témito procesy je dan druhem PS, jeho koncentraci a koncentraci
10, [6]. Typické molekula PS je schopna vyprodukovat 10°-~10° molekul 'O,, nez
je degradovana nékterym z procesi vybélovani PS [4]. V dusledku vysoké reak-
tivity a kratké doby zivota ROS mohou byt poskozeny pouze molekuly v oblasti
stfedni difuzni délky ROS, tedy v piipadé PDT v okoli PS. Doba Zivota 'O,
v biologickych systémech je kratsi 1,5ps, a proto vzdalenost mozného ptisobeni
singletniho kysliku se pohybuje do 20 nm [6,13].

V biologickém prostiedi napada 'O, nenasycené vazby mezi atomy uhliku,
neutralnimi nukleofily, jako jsou sulfidy a aminy, a diky své vysoké elektrofilité
také vSechny anionty [4]. VSechny reaktivni formy kysliku jsou oxida¢nimi ¢inidly
a mohou pfimo reagovat s fadou biologickych molekul. Aminokyseliny obsazené
v proteinech, zvlasté cystein, methionin, tyrosin, histidin a tryptofan jsou castym
cilem oxidace. Déle jsou nejcastéji oxidovany nenasycené lipidy a DNA muze
podléhat oxidativnimu poskozeni nukleovych bazi i cukrfosfatové kostry [14,37].

Singletni kyslik, vytvofeny v pribéhu fotochemické reakce, mtize nadorové
bunky usmrtit pfimo tim, ze vyvola jejich apoptézu, nekrézu a autofagickou
bunécénou smrt. Bylo zjisténo, ze pro vyvolani nekrézy tkané je potieba vytvorit
10'¥-10 molekul 'O, na cm?® [16]. Sou¢asné mize byt porusen i vaskularni sys-
tém nadoru a zdravé tkané, ktera ho bezprostifedné obklopuje. Diky tomu je nador
vystaven hypoxickému stresu a nedostatku zivin. Navic je pomoci PDT mozné
vyvolat imunitni reakci proti zbyvajicim nadorovym bunkam. Vysledek terapie
je zavisly na priibéhu vsech zminénych mechanismi, jejichz relativni prispévek se
meéni v zavislosti na lokalizaci a druhu PS v burice, na typu buiiky a davce oza-
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Obréazek 1.7: Bunééné signalni cesty vedouci k apoptdze tkané po PDT [37].

feni [37]. Nékteré zndmé bunééné a molekularni signélni cesty, tstici v apoptézu,
pozorované in vitro pii PDT, jsou znazornény v Obrazku 1.7.

1.5 PDT dosimetrie

Pribéh fotodynamické terapie zavisi na mnozstvi t¥1 hlavnich komponent v 1é¢ené
tkani; fotosenzibilizatoru, kysliku a svétla. V pribéhu terapie se méni koncentrace
PS i ROS, jejich luminiscence se béhem PDT vyviji slozitym zptisobem a rtizné
v odlisnych tkanich [38]. Aby byla lé¢ba touto metodou maximalné Gspésna a pii-
tom Setrna k pacientovi, je potieba hlavni slozky PDT monitorovat pred terapii
i béhem terapie a zajistit tak moznost okamzitého pfizptisobeni. Podle [16] jsou
mozné tii pristupy dosimetrie PDT: pfima dosimetrie singletniho kysliku, expli-
citni dosimetrie PS, kysliku a svétla nebo implicitni dosimetrie, napi. méfenim
vybélovani fluorescence PS.

Piiméa detekce fosforescence PS a 'O, je moznd, ale pro slabou intenzitu
vyzaduje méfeni citlivé a drahé vybaveni, navic pro dostateény pocet emitova-
nych fotonti pro detekei fosforescence 0, je potieba excitovat vétai objem tkand
(10mm?) [16]. To také znemoziuje piimou detekci singletniho kysliku pomoci
optickych vlaken, jejichZ efektivni detekéni objem je mensi nez 1 mm?3.

Hlavni smér pro fotodynamickou diagnostiku se odviji od fluorescence foto-
senzibilizatori. Spektrum fluorescence je pro dany PS charakteristické, obvykle
v Cervené oblasti viditelného spektra [19]. P¥i pouziti nizké intenzity excitac-
niho zafeni mize byt fluorescence PS nahromadéného v tkani pozorovana a tim
umoznuje fotodetekci stavu nezdravé tkané, lokalizaci 1ézi pfed samotnou terapii,
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(b)

Obrazek 1.8: Multiformni glioblastom v bilém svétle (a) a v modrém svétle s flu-
orescenci indukovanou ALA (b) [40].

slouzi jako pomiicka pro diagnostiku a po PDT miize byt méfenim poklesu inten-
zity fluorescence stanovena doba, kdy prestane byt pacient fotocitlivy. Pomoci flu-
orescen¢ni diagnostiky (FD) je mozné ohranic¢it 1ézi a nasmérovat tak napt. prove-
deni biopsie presné do mista podezielého z onemocnéni. Tim se urychli a usnadni
exaktni diagnéza a v pripadé nasledujici chirurgické terapie se zakrok omezi na
nezbytné nutnou oblast. Pacient je tak usetfen vicecetnych biopsii a dalsich ne-
prijemnych vysetfeni, jeho zotaveni po pfipadném zakroku s minimalizovanym
rozsahem je rychlejsi [18] a celd terapie pro pacienta komfortnéjsi. Fluorescenci
PS je navic mozné sledovat pfimo béhem operacniho zakroku, kdy kontrast mezi
fluoreskujici nezdravou tkéani a zdravou tkani bez fluorescence muze chirurg vy-
uzit pro vedeni operace. Fluorescenci fizena chirurgie (FGS, fluorescence guided
surgery) a metody FD prokdzaly vyznamné tspéchy napt. pfi slozitych opera-
cich nadortt mozku [40], gliomt s vysokym stupném malignicity [29,41], nddort
michy [42], gynekologickych nadort [43] nebo rakoviny mocového méchyie [33].
Predmétem vyzkumu jsou dalsi oblasti mozného vyuziti, ispéch byl prokazan
napf. u FGS rakoviny slinivky bfisni a stiev [44,45]. FGS umoziiuje dokonalejsi
odstranéni rakovinné tkané v porovnani s béznym postupem, fluorescence PS po-
maha identifikovat okolni léze a residua, kterda by v bilém svétle nebylo mozné
odhalit. To prispiva k vyssi uspésnosti zakrokd a omezeni recidivy. Priklad FGS
nadoru mozku je vyobrazen v Obrazku 1.8. Metody FD, FGS a dalsi postupy,
odvozené od fluorescence PS, jsou cenéné pro svou relativni jednoduchost, moz-
nost neinvazivni diagnostiky bez nutnosti pouziti drahého vybaveni a piesnost
a citlivost, se kterou je mozné nezdravou tkan detekovat.

Vétsina FD se provadi pomoci porfyrinovych fotosenzibilizatord, nejcastéji
indukovanych ALA nebo MAL. Fluorescen¢ni diagnostika pak mize byt usku-
tecnéna bodovym méfenim nebo zobrazovacimi metodami. Pii bodovém méteni
se zaznamena spektrum zafeni z malé oblasti tkané, zobrazovanim se monitoruje
sirsi oblast, zpravidla s vyrazné nizsim spektralnim rozliSenim.

Digitalni zobrazovani

Pro lékarskou dokumentaci se dnes standardné pouziva digitalni fotografie. Po-
moci modernich pfistroji je mozné zobrazovat fluorescenci s vétsi citlivosti nez
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(b)

Obrazek 1.9: (a) ALA indukovana fluorescence aktinicky pozménéné pokozky
hlavy (vpravo) v porovnéani se snimkem v bilém svétle bez fluorescence (vlevo),
(b) MAL indukované fluorescence karcinomu bazalnich bunék, zvyraznéna soft-
warovymi Upravami fotografii [17].

pri pozorovani okem. Existuji specialni fotoaparaty, urcené pro zaznamenani flu-
orescence, které maji vlastni zdroj excitacniho UV zafeni a specidlni filtr pro
potlaceni zpétné reflektovaného excitacniho zareni. Drazsi a mnohem citlivéjsi
pristroje pro detekci fluorescence dokazi zaznamenat obraz tkani na mikrosko-
pické i makroskopciké tirovni. Poté se softwarovymi tpravami miize vytvorit obraz
tkané s nepravymi barvami, které odstupnuji intenzitu fluorescence nebo napft.
dobu zivota fluorescence. Dosahne se tak lepsiho a pfesnéjsiho vyhodnoceni ob-
razu [17,19,20]. Piiklad pouziti metod digitalniho zobrazovani fluorescence pro
diagnostické ucely je na Obrazku 1.9.

Spektralni zobrazovani

Spektroskopie fluorescence PS zprostredkuje kvalitativni a kvantitativni obraz
stavu tkané. Nejpouzivanéjsi technika fluorescenc¢ni spektroskopie uziva pro di-
agnostiku emisni spektra fluorescence, ale napft. rozdily ve vinové délce maxim
excitac¢nich spekter nebo polarizace fluorescence podavaji také hodnotné infor-
mace pro diagnostiku. S pouzitim optickych vlaken neni spektroskopie omezena
pouze na povrchovd méfeni, ale dostupné jsou i vnitini organy, jako napt. plice,
mocovy méchyt nebo cervix [17,33]. Pii FD je tifeba brat ohled na to, Ze i nékteré
zdravé tkané vykazuji urcitou intenzitu autofluorescence, jako naptiklad lym-
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Obrazek 1.10: Rozliseni ALA a jejich metabolitti pomoci méfeni doby Zivota fluo-
rescence bunék metodou FLIM s histogramy stfedni doby zivota. V pfipadé ALA
1ze rozlisit pfinejmensim dvé hlavni stfedni doby Zivota; delsi (modra) pro plazma-
tickou membranu a vnéjsi cytoplasmu, kratsi (zelend) pro cytoplasmu bunék.
Z ostatnich snimkt 1ze rozeznat PpIX s delsi dobou zivota od uroporfyrind I a III

s kratsimi dobami zivota. Na snimku uroporfyrinu III je ¢as metabolizovana na
PpIX [48].

fatické uzliny, omentum, plodova tkan, placenta a hojici se poranéni. Autoflu-
orescenci zpusobuji fluorofory, jako je kolagen, elastin, slozky pojivové tkané,
tryptofan a nikotinamid adenin dinukleotid (NAD). Pomoci doby zivota fluo-
rescence je mozné jednotlivé fluorofory odlisit, a dokonce autofluorescenci tkani
pouzit k diagnostice [17,21]. Pro vétsinu fluorofori nezavisi doba zivota fluo-
rescence na jeho koncentraci, ale na charakteristikach fluoroforu a vlastnostech
okolniho molekularniho prostiedi. Toho vyuzivaji techniky zobrazovani doby zi-
vota fluorescence (FLIM, fluorescence lifetime imaging), protoze obvykle neni
koncentrace PS v tkani zndma [46]. Metody FLIM jsou tspésné v rozliSovnani
signali riznych druhd fluorofort, ale jejich hlavni pfinos je ve schopnosti sepa-
race fluorescencnich signali jednoho fluoroforu v riznych stavech interakce s okol-
nim prostiedim [47]. Piikladem je vyuziti FLIM pro mapovani parametrt jako
pH, koncentrace iontii, kyslikové saturace, refraktivniho indexu, konformace pro-
tein nebo stupné agregace, a mnoha dalsich vlastnosti tkani na mikroskopické
a makroskopické arovni [46,48]. Uzitecnost metody FLIM pro rozliSeni ALA a je-
jich metabolitd PPIX, uroporfyrinu I a III na bunécné trovni je demonstrovana
v Obrazku 1.10.

Potencial FLIM metod pro FD je mimotradné vyznamny a intenzivni vyzkum
neustéle zvysuje specificitu diagnostiky nadori [21]. Dostateéné rychlé detekéni
systémy, potfebné pro okamzitou FD, pouzitelnou v klinické praxi, jsou vsak stéle
pomérné drahé.



2. Materialy a metody

2.1 Roztoky PpIX

Rozpustnost PpIX byla testovana v ethanolu, acetonu a dimethylsulfoxidu
(DMSO). Pro tento tcel byly pfipraveny tii rtizné roztoky PpIX v rozpoustédle.
Nejlepsi rozpustnost PpIX byla zaznamenana v DMSO, proto byl ¢tvrty zakladni
roztok vytvoren prave rozpusténim PpIX v DMSO. V ethanolu a acetonu se PpIX
nerozpustil dokonale, pro méteni byly tedy pouzity nasycené roztoky. Koncentrace
vsech zakladnich roztoki je zaznamenana v Tabulce 2.1. Pro vypocet koncentrace
roztoktl byla pouzita molarni hmotnost PpIX, uvedena na pouzdru pouzité latky,
562,66 gmol .

Z dalsich experimentti byl roztok s ethanolem z divodu slabé rozpustnosti
PpIX vytazen. Pro vytvoreni prostiedi, které je podobné zZivocisnym tkanim, byly
déle pfipraveny vzorky smisenim zakladnich roztoki s fosfatovym pufrem (PBS)
o pH=74, jak je uvedeno v Tabulce 2.2 na prvnich dvou fadcich.

PpIX rozpoustédlo koncentrace PpIX

(mg]  [ml] [mM]
roztok v ethanolu 0,98 10 nasyceny
roztok v acetonu 1,27 2 nasyceny
roztok 1 v DMSO 1,19 1 2,11
roztok 2 v DMSO 8,62 1 15,32

Tabulka 2.1: Prehled zakladnich roztoki.

2.2 Bunécné suspenze

Ve spolupraci s Mgr. Scholzem byly péstovany 3T3 mysi fibroblasty v médiu
(9 dila DMEM, 1 dil fetatlniho bovinniho séra a antibiotika) az do konfluence.
Monovrstva bunék, rostouci na dné kultivacni lahve, byla tfikrat oplachnuta roz-
tokem fosfatového pufru, aby byl vzorek zbaven fenolové cervené, ktera je soucasti
DMEM jakozto pH indikator. Bunky byly poté trypsinem odlouceny ode dna kul-
tivacni lahve. Vznikla suspenze bunék byla dvakrat centrifugovana a resuspen-
dovéana za tcelem odstranéni trypsinu. Suspenze byla nasledné homogenizovana

zakladni ~ mnozstvi mnozstvi mnozstvi latkova

roztok zakl. roztoku PBS pH 7,4 homogenizatu koncentrace PpIX
[ml] [ml] [ml] (mM]

aceton 0,20 1,80 0,00 nasyceny

DMSO(1) 0,20 1,80 0,00 0,21

DMSO(1) 0,10 0,90 1,00 0,11

DMSO(2) 0,10 0,99 1,00 0,73

DMSO(2) 0,20 0,98 1,00 1,41

Tabulka 2.2: Vzorky pouzité pro meéteni.
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Obrazek 2.1: Fotografie jizvy potifené Metvixem, pofizend v modrém svétle. Pa-
trna je cervena fluorescence jizvy a jejiho okoli, kam zasahuje fotosenzibilizator.
Sirsi okoli jizvy jiz nevykazuje fluorescenci a je patrné pouze ohraniceni oblasti
zbavené srsti. V horni ¢asti obrazku se nachazi ocas a zadni nohy zvitete.

homogenizatorem podle Pottera a Elvehjema. Do homogenizatu, ktery obsahuje
bunécné organely, ¢imz napodobuje prostiedi uvniti zivé bunky, byl pridan roz-
tok PpIX v DMSO, aby tak vznikly tii roztoky PpIX o koncentracich 0,11 mM,
0,73mM a 1,41 mM. Tim vznikl systém napodobujici prostiedi pii experimentech
se zivymi zvitaty. Mnozstvi jednotlivych komponent, tvoticich vysledné roztoky,
je uvedeno v Tabulce 2.2.

2.3 Ziva zvirata

Ve spolupraci s doc. Frankem z 3. Lékarské fakulty UK bylo pro méreni pripra-
veno deset potkant ve ¢tyfech skupindch (dvakrat t¥i a dvakrat dva potkani).
Potkaniim byly v oblasti bficha chirurgicky vytvoreny jizvy o délce zhruba 4 cm
s naslednou suturou. Potkani byli pro tento tcel v misté zakroku zbaveni srsti oho-
lenim. TTi dny staré jizvy byly nasledné potieny masti fotosenzibilizatoru Metvix,
obsahujici MAL, vzdy tfi hodiny pfed zacatkem méreni. V pripadé potkanu ¢islo
4 a 5 byly jizvy dvoudenni. Jizvy byly poté zakryty obvazem, aby nedoslo k jejich
mechanickému poruseni a aby se zabranilo pristupu svétla k jizvam. Kontrolni
vzorek potkant ¢. 3 a 10 byl pfipraven stejnym zptisobem, ale bez natfeni jizvy
PS. Fotografie typické jizvy potiené Metvixem je zobrazena v Obrazku 2.1.

Béhem méreni byla zvirata udrzovana v anestezii, umisténa na vyhiivané pod-
loZce pro zachovani télesné teploty. Pro lepsi okysliceni krve byl nékterym potka-
num piiveden kyslik k tlamé.
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3. Aparatura

3.1 Popis aparatury

Aparatura vybudovana na Katedfe chemické fyziky a optiky MFF UK umoznuje
méfit fosforescenci '0, a luminiscenci PS s ¢asovim a spektralnim rozlisenim
v kyvetach i z povrchu vzorki s pomoci optickych vldken. Aparatura je unikatni
tim, Ze méfeni fluorescence PS a luminiscence 102 je mozné provadét soucasné ze
stejného mista vzorku. K tomuto tucelu byl zhotoven originalni pripravek, ktery
fixuje excitacni a shérna vlakna v presné definované poloze viici sobé. Diky tomuto
pripravku je mozné uskutecnit méfeni nejen na pevnych vzorcich a v kyvetach,
ale i na zivych zvitatech. Podrobné je popsan v kapitole 3.1.2.

Uspotradani aparatury je patrné z Obrazku 3.1. Zdrojem excita¢niho zafeni je
barvivovy laser Lambda Physik FL1000, ¢erpany excimerovym UV laserem ATL
Lasertechnik ATLEX-500i. Vystupni zafeni charakterizuji pulsy o délce ptiblizné
7ns s opakovaci frekvenci 200 Hz a energii ptiblizné 6 nJ v jednom pulsu. Vlnova
délka excitacniho zareni je urcCena pouzitym barvivem Stilben 3 na 420 nm. Tato
vinova délka je zvolena s ohledem na to, Ze nejlépe excituje studovany PpIX. Pred
navazanim excitacniho paprsku do svétlovodu je pomoci délice svazku privedena
¢ast zareni na spoustéci PIN fotodiodu, jejiz odezva je sledovana osciloskopem
pro kontrolu tvaru a intenzity pulsu. Fotodioda synchronizuje ¢asovou zakladnu
multikanalového ¢itace Becker-Hickl MSA 200 s laserovym pulsem. Detekce fos-
forescence 'O, je realizovdna prostfednictvim fotonasobice Hamamatsu R5509,
na jehoz vstup dopada spektralné rozlisené zareni z vysoce svételného monochro-
matoru Jobin-Yvon H20IR. Na vstupni stérbinu monochroméatoru je priveden
signal z detekéniho optického vlakna. Fotonasobic je chlazen kapalnym dusikem
na teplotu —80 °C, aby se potlacil temny signal vznikly teplotnimi excitacemi fo-
tokatody. Spektralni méteni fluorescence PS je zprostifedkovano vldknovym spek-
trometrem Avantes AvaSpec 2048, na jehoz vstup je pfiveden signél z druhého
detekéniho vlakna.

3.1.1 Vlaknovy spektrometr Avantes

Model spektrometru, pouzity v aparatufe pro meéreni ustalené fluorescence PS,
je vybaven symetrickym monochromatorem v uspotfadani Czerny-Turner s CCD
detektorem o sifce 2048 pixeli. Miizka monochroméatoru je zvolena tak, ze do-
voluje detekci svétla v intervalu vinovych délek 285-840 nm s rozlisenim 0,3 nm.
Vstup je zajistén standardnim konektorem SMA, pouzivanym ve vldknové optice.
Integracni dobu lze pomoci pocitace ménit v rozmezi 1,1 ms az 10 min. V prove-
denych experimentech byla integracni doba volena ve vétsiné pripadit v rozmezi
1-5s. Vysledné spektra pak byla tvorena zprimeérovanim nékolika méteni tak, ze
celkova doba pro jedno vysledné spektrum zpravidla nepresidhla 30s. Detekovany
signal je poté zpracovan spektrometrem ¢trnactibitovym AD pfevodnikem a po-
moci sbérnice USB2.0 jsou data ulozena do pocitace. Pro ovladani spektrometru
i ukladani dat slouzi program AvaSoft-basic 7.1 dodavany vyrobcem spektrome-
tru.
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Obrazek 3.2: Dvojramenny svétlovod Avantes.

3.1.2 Svétlovody

Pro méfeni fluorescence na laboratornich potkanech bylo pouzito uspotradani
s drzédkem svétlovodi, jak je naznaceno na Obrazku 3.1. Sbérny svétlovod byl
v tomto pripadé tvofen kifemennym vlaknem o primeéru 600pm s aperturou
0,22. Méfeni provedena na vzorcich v kyvetach byla uskuteé¢néna pomoci dvojra-
menného luminiscen¢niho svétlovodu Avantes FCR-7IR400-2-ME ve specialnim
drzaku kyvet, ktery je pfrizptsoben pravé pro detekci timto vlaknem. Vlakna to-
hoto svétlovodu maji primér 400 pm a jsou usporadana tak, ze Sest detekcénich
vladken obklopuje jedno excitac¢ni vldkno, jak je vidét z Obrazku 3.2.

3.1.3 Filtry

Pro potlaceni excita¢niho zafeni, které by mohlo byt vzorkem reflektovano a roz-
ptyleno do detekénich svétlovodii, byly pouzity filtry umisténé pred vstupni stér-
binu spektrometru. Pouzit byl zluty kruhovy filtr typu GL-OG515 o primeéru
1/2 palce a sile 3 mm, propoustéjici vinové délky vyssi nez 515 nm. Na potladeni
pruniku excitacniho zafeni do detekcénich svétlovodi ma rovnéz vliv naklonéni
sveétlovodu viici sméru excitacniho zareni dopadajiciho na méfeny povrch.
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(b) Fotografie zachycujici experimentalni usporadani s drzakem svétlovodi.

Obrézek 3.3: P¥ipravek umoziiujici sou¢asnou detekci luminiscence PS a 10, z la-
boratornich zvirat.

3.1.4 Drzaky svélovodu a kyvet

Nékres ptripravku, vyrobeného specialné pro tcely soucasné detekce luminiscence
10, a fluorescence PS, je patrny v Obrazku 3.3a. Prostfedni svétlovod je uchycen
svisle, kolmo k roviné vzorku, ke kterému je pripravek pfilozen. Slouzi k pfive-
deni excitacniho zafeni na vzorek. Po stranach jsou upevnény detekéni svétlovody
pod thlem 50° vzhledem k sméru excitacniho svétlovodu. Osy vSech svétlovodt
se protinaji pravé v jednom bodé, ve kterém probihd métreni z povrchu vzorku.
Z Obrazku 3.3b je patrné usporadani experimentu s potkany na dvou fotografiich.
Vlevo je fotografie naznacujici ptilozeni drzaku svétlovodi k méfenému mistu na
potkanovi. Prostfedni vlakno je excitacni, krajni vlakna jsou detekéni. Pro méteni
bylo nutné prilozit drzak svétlovodii co nejblize méfenému mistu, ale pritom po-
nechat dostatek prostoru pro dychaci pohyby potkana. Vpravo v Obrazku 3.3b
je dobfe patrna cervend fluorescence PS lokalizovaného v podélné jizvé, ktera je
buzena pouzitym modrym laserem. Na fotografiich je rovnéz vidét i vyhiivana
podlozka, pomoci které byla potkantim udrzovana télesna teplota.

Pro méreni vzorkil v kyvetach byl pouzit drzdk kyvet, kterym lze mérit lu-
miniscenci vlaknem Avantes. Excitacni zareni pfichazi na lesténé dno kyvety pod
uhlem 21° tak, aby se minimalizoval odraz excita¢niho zafeni do detekénich svétlo-
vodd.
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Obrazek 3.4: Spektrum vyzafovani lampy Oriel a data naméfena spektrometrem
Avantes s filtrem.

3.2 Kalibrace spektralni citlivosti spektrometru

Spektralni kalibrace spektrometru Avantes byla provedena pomoci kalibracni
lampy Oriel standard 250-2400nm, 7V, 6,5A. Spektrometrem Avantes bylo
zméreno spektrum kalibrac¢ni lampy ze vzdélenosti 50 cm, za lampou byla ve
vzdalenosti 1 m umisténa cerna sténa. Kalibrace experimentalnich dat S byla
provedena zvlast pro oba pouzivané svétlovody podle vztahu

K())

Se(A) =S(A) - m>

(3.1)
kde S. oznacuje kalibrovana data, K je kalibra¢ni kfivka pouzité lampy a T
predstavuje temny signal spektrometru. Kalibra¢ni spektrum lampy Oriel s daty

zméfenymi spektrometrem, vcetné instalovaného filtru, jsou zobrazeny v Ob-
razku 3.4.
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4. Vysledky a diskuse

Spektralni méfeni byla provedena na experimentalnich roztocich PpIX v kyveté
a na vzorku osmi in vivo potkani s aplikovanym PS Metvix a dvou potkant bez
aplikovaného PS. Celkem bylo na téchto deseti potkanech zméteno pres 1100 spek-
ter ze 170 riznych mist. V namérenych spektrech byly pozorovany tii vyznamné
pasy, oznacené jako pas 1, pas 2 a pas 3 na vlnovych délkdch po sobé 636 nm,
675nm a 705nm. Jejich maxima jsou po sobé vyznacena cervenymi, modrymi
a ¢ernymi body, zvlast pro kazdé spektrum. Ve vSech grafech jsou spektra pro
nulovou expozici vykreslena ¢ervenou barvou, se vzristajici expozici se barva méni
pres zlutou, zelenou, modrou, fialovou az na ¢ernou barvu pro nejvyssi expozici
v daném experimentu. Méreni z jednotlivych mist probéhla zpravidla v rozmezi
1-12min, ¢imz byl omezen i rozsah dosazené expozice. Soucasti grafi je v pravé
horni ¢asti i zmenseny graf, ve kterém jsou vykreslena maxima intenzity pasi 1,
2 a 3 v zavislosti na dosazené expozici. Expozice F pro dané spektrum je spoci-
tana ze znamé numerické apertury kifemenného excita¢niho vldkna NA = 0,22
a vzdalenosti [ = 2mm od konce excitacniho vlakna o primeéru d k méfenému
mistu, odkud lze spocitat ozarenou plochu S, podle vztahu

el g UL E (4.1)
S . ( NA

L 2 p»
+ 4)
V1-NA?2 2

kde E, = 611J je energie jednoho pulsu, f, = 200 Hz je opakovaci frekvence pulsti
a t je doba, ktera uplynula od zapnuti excitace do zac¢atku daného méteni.

4.1 Roztoky PpIX

Fluorescenc¢ni spektrum ¢istého PpIX bylo ziskdno mérenim nasyceného roztoku
PpIX v acetonu podle Tabulky 2.2. Byla zméfena dvé spektra, prvni okamzité po
privedeni excitacniho zareni do roztoku a druhé po expozici trvajici 63 s, ¢cemuz
odpovida expozice 4,3 J/cm?. Obé& spektra jsou vykreslena v Obrazku 4.1, spo-
le¢né s polohou tii vyznamnych past. Z grafu je patrné, ze po expozici nedoslo
k zeslabeni intenzity fluorescence.

V zivych organismech je pro zachovani stabilnich Zivotnich podminek udrzo-
vana stala hodnota pH krve. Pro pfiblizeni experimentalniho systému podmin-
kam panujicim v zivoc¢isném prostiedi byl podroben studiu roztok PBS s PpIX
v DMSO o pH=7,4 podle Tabulky 2.2, jelikoz pH=7,4 odpovida lidské krvi. Vy-
sledkem jsou spektra zméfend pri nulové expozici az do expozice témér 10 min,
jez jsou vykreslena v Obrazku 4.2. Se vzristajici expozici klesd monoténné inten-
zita spekter, jak je mozné pozorovat i ve zmenseném grafu, kde jsou vykresleny
intenzity maxim tii vyznacnych past v zavislosti na expozici. Ve srovnani se
spektrem ¢istého roztoku PpIX v Obrazku 4.1 je v oblasti 664 nm podstatné vy-
raznéjsi pas 2. Prvni dvé krivky, vykreslené cervenou barvou, klesaji v oblasti
pasu 2 pomaleji nez ostatni spektra pro vyssi expozi¢ni doby. Z polohy pasu 1
a 3 je zfejmé posunuti spektra fluorescence do nizsich vlnovych délek v porovnani
s roztokem PpIX v acetonu. Doslo také ke ztzeni spektra ve srovnani s roztokem
PpIX v acetonu.
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Obrazek 4.1: Fluorescence nasyceného roztoku PpIX v acetonu.
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Obrazek 4.2: Fluorescence roztoku PBS s PpIX v DMSO o pH=7 4.
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4.2 Bunécéné suspenze

Fotosenzibilizator v bunééném prostfedi muize interagovat s bunéénymi organe-
lami, agregovat, podléhat chemickym zméndm metabolickymi procesy nebo muze
byt zhésen a oxidovan ROS, predev§im 'O,. Aproximace takového prostiedi bylo
dosazeno pomoci homogenizatu 3T3 mysich fibroblastti v PBS o pH=7,4, do néhoz
byl pfidan roztok PpIX v DMSO, jak je uvedeno v Tabulce 2.2. Tyto vzorky
byly pripraveny ve tfech rtznych koncentracich PpIX, a to 0,11 mM, 0,73 mM
a 1,41 mM.

Fluorescenc¢ni spektra vzorku s nejnizsi koncentraci PpIX jsou vykreslena
v Obrazku 4.3. Spektrum je posunuto k vyssim vlnovym délkam oproti vzorku
bez mysich fibroblastti v Obrazku 4.2, pfiblizné do oblasti ¢istého PpIX v ace-
tonu, jako v Obrazku 4.1, s polohou pasu 1 na 636nm a pasu 3 na 705nm.
Pozorovany posun dokladd zménu polarnosti okoli fotosenzibilizatoru po jeho
zabudovani do bunécénych struktur, je tedy diikazem toho, ze PpIX interaguje
s prostfedim bunécnych organel. V oblasti vlnové délky 672nm je opét patrny
pas, jehoz intenzita klesd monoténné s ozarenim, stejné jako zbytek spektra.

Vzorek homogenizatu fibroblastti se stfedni koncentraci PpIX, jehoz emisni
spektra jsou vynesena v Obrazku 4.4, ma shodnou polohu hlavnich pasi jako
predchozi vzorek. Pasy 1 a 3 s expozici monoténné klesaji, vysokd pocatecni
rychlost poklesu se po kratké dobé ustali piiblizné na konstantni hodnoté. Pas
v okoli 672 nm se v tomto piipadé ale chova odlisné, jak lze pozorovat i z pribéhu
modré kiivky ve zmenseném grafu Obrazku 4.4. Poc¢atecni pokles je zahy vystii-
dan mirnym vzristem maxima pasu a nasleduje opét obrat k poklesu. Tento pas
je zpocatku sotva znatelny, ale s expozici se stava dominantnim a maximum jeho
intenzity prevysi ostatni pasy.

Posledni vzorek homogenizatu fibroblastt s nejvyssi koncentraci PpIX, vyob-
razeny v Obrazku 4.5, ma maxima pasi 1, 2 a 3 na vlnovych délkach po sobé
636 nm, 675 nm a 705 nm. Pokles krajnich past se vzriistajici expozici neni prekva-
pujici, ale pozornost upouta vyvoj prostredniho pasu. Na zmenseném grafu, kde
je pribéh maxima pasu 2 vykreslen modrou kiivkou, 1ze pozorovat zietelny rychly
nartst jeho intenzity, maximalni intenzity nabyvéa pfi expozici 11J/cm? a poté
zvolna klesa pfiblizné konstantni rychlosti. Toto pozorovani je kvalitativné ve
shodé s literaturou [49], kde byl pozorovan nartst a pokles intenzity fluorescence
na 675 nm v suspenzi WiDr bunék, jimz byl PpIX indukovan ALA o koncentraci
1,0 mM. Pro nizsi koncentraci PpIX, indukované ALA o koncentraci 0,1 mM, byl
v [49] pozorovan pouze nérist pasu 2. V obou pfipadech byla maxima pésu 2
korigovana na vybélovani fluorescence podle vztahu

Fy(675)

Frior(675) = F(675) — F(635) - Fo(635) (4.2)
kde F(635) resp. Fo(675) jsou pocatecni hodnoty maxima péasu 1 resp. 2 a hod-
noty F'(635) a F'(675) jsou hodnoty intenzity fluorescence pésii 1 a 2 v pribéhu
méieni. Tuto zavislost na koncentraci PpIX lze pozorovat v provedenych méie-
nich s homogenizatem, pokud je pas 2 vykreslen se stejnou korekci na vybélovani
fluorescence, jako v [49]. Pro porovnani s vysledky [49] v Obrazku 4.6b, byly vy-
tvoreny kinetiky fluorescence pasu 2 korigované podle 4.2 v Obrazku 4.6a. Z grafu
v Obrazku 4.6a je zfejmé, zZe se v rozmezi studovanych koncentraci PpIX ve shodé
s [49] kiivka pro nizsi koncentrace naptimuje.
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Obrazek 4.3: Fluorescence homogenizatu mysich fibroblastti s nejnizsi koncentraci
PpIX 0,11 mM.
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Obrazek 4.4: Fluorescence homogenizatu mysich fibroblasti se stfedni koncentraci
PpIX 0,73 mM.

34



intenzita

intenzita
O = NNW s Ot
T T
Lo}
NN
[0}
Lo DN

10

expozice [J/cm?]

20 30 40

675 705

vlnova délka [nm)]

Obrazek 4.5: Fluorescence homogenizatu mysich fibroblasti s nejvyssi koncentraci

PpIX 1,41 mM.
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Obrazek 4.6: (a) Kinetiky fluorescence Fi.(675) pasu 2 v homogenizatu fibrob-
last pro tii koncentrace PpIX. Data jsou korigovana podle vztahu 4.2 z [49]
na vybélovani fluorescence, stejné jako (b). Intenzita Cervené kiivky je sniZena
koeficientem 0,66. (b) Kinetiky fluorescence pasu na 675nm v suspenzi bunék
podle [49] pro dvé koncentrace PpIX indukované ALA o koncentraci 0,1 mM (na-
hote) a 1,0mM (dole). Data jsou korigovana na vybélovani fluorescence.
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4.3 Ziva zvirata

Experimentim bylo podrobeno deset potkantd s uméle vytvorenymi jizvami, které
byly pouzity jako model nadorti. Vysledkem vsSech méfeni bylo pfes 1100 spek-
ter fluorescence ze 170 rtznych mist v jizvé s PS, mimo jizvu s PS a z dvou
kontrolnich potkanti i méfeni bez PS. Po aplikaci PS byly ve fluorescenc¢nich
spektrech potkanti pozorovany pasy 1, 2 a 3 na vinovych délkach po sobé 636 nm,
675nm a 705 nm. Poloha pasti odpovida provedenym experimenttim s mysimi fib-
roblasty, coz svéd¢i o interakci PpIX s bunéénym prostiedim studovanych zvirat.
Bylo pozorovano, ze expozice excitacnimu svétlu o vinové délce 420 nm zpiisobuje
vybélovani fluorescence pasi. Byla provedena analyza dat a nasledné porovnani
vysledktl v jizvé s aplikovanym PS, mimo jizvu s PS a v mistech bez PS.

4.3.1 Mista mérena v jizvé s PS

Typické spektrum jizvy s PS je vykresleno v Obrazku 4.7. Pro jizvu s PS je
charakteristické vybélovani fluorescence pasti 1 a 3, pas 2 je v jizvé s PS vybélovan
zpravidla pomaleji nez ostatni pasy, se vzriistajici expozici se vybélovani celého
spektra stava priblizné rovnocenné. Ve vytezu Obrazku 4.7 je mozné pozorovat, ze
se pocatecni vysoka rychlost vybélovani pasu 1 a 3 se vzristajici expozici snizuje,
kiivky pasu 1 a 3 proto nabyvaji konvexni formy. Ve zmenseném grafu lze také
pozorovat, Ze pro expozici vyssi nez 11J/cm? se ve spektru stdvad dominantni
maximum pasu 2, které je také vybélovano, ale pro expozice nizsi nez priblizné
18 J/cm? probih4 vybélovani pasu 2 s podstatnd nizsi rychlosti nez u ostatnich
pasii.

Neziidka bylo pozorovano maximum pasu 2 s priblizné konstantni intenzi-
tou v prubéhu celého méfeni, jako v Obrazku 4.8. Vybélovani ostatnich pasi je
zde podobné jako v predchozim piipadé monotonni, jeho rychlost se s expozici
také snizuje. Pro expozici 25J/cm? prevysi maximum pésu 2 maximum pasu
1, extrapolace vybélovani pasu 1 do vyssi expozice naznacuje, ze podobné jako
v predchozim pripadé nabude pas 2 dominantniho postaveni ve spektru. Intenzita
fluorescence je v obou ptipadech srovnatelna.

V nékterych pripadech nebyl pas 2 pfi prvnich méfenich viibec patrny, jak je
vidét v Obrazku 4.9. Prvni spektra s nejnizsi expozici, vykreslena ¢ervenou bar-
vou, maji v tomto pripadé typicky tvar fluorescence PpIX z Obrazku 4.1. Pasy 1
a 2 se jako v predchozich pripadech postupné vybéluji, na rozdil od pasu 2. Inten-
zita pasu 2 v pribéhu expozice mirné vzroste a posléze zistava konstantni az do
konce méfeni, maximum intenzity pasu 1 zistava pro vSechny expozice nejvyssi.
Intenzita fluorescence je ptiblizné dvojnasobna oproti predchozim pripadim.

Pozorovani nariistu pasu 2 s rostouci expozici nebylo vyjimecné, avSak mi-
mofadné napadny nartst pasu 2 byl pozorovan v experimentu se sedmym potka-
nem v Obrazku 4.10. Toto méfeni je jinak velmi podobné predchozimu ptipadu,
kde pro nejnizsi expozice neni pas 2 rozeznatelny a spektrum ma typicky tvar flu-
orescence PpIX. Vysledky tohoto experimentu jsou neobycejné podobné tretimu
experimentu s homogenizatem mysich fibroblastti v Obrazku 4.5.
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Obrazek 4.7: Fluorescence jizvy s PS potkana ¢. 1 v misté 3.
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Obrazek 4.8: Fluorescence jizvy s PS potkana ¢. 1 v misté 5.
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Obrazek 4.10: Fluorescence jizvy s PS potkana ¢. 7 v misté 13.
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Pro PpIX jsou charakteristické dva pasy s maximy na vlnové délce 636 nm
a 705 nm [19,20,49,50]. Jejich poloha se mize zménit v zavislosti na rozpoustédle,
ve kterém je fluorofor rozpustén. Tyto pasy byly pozorované jako pas 1 a 3 jak
v roztocich PpIX, tak pfi experimentech s potkany. Pozorované vybélovani flu-
orescence PpIX je ve shodé s literaturou [49-52]. Vybélovani fluorescence PpIX
v suspenzi bunék je podle [49] rychlejsi pro vysoké koncentrace PpIX (1 mM)
nez pro stfedni (0,1 mM) koncentrace, nejrychlejsi vybélovani vSak nastéava pro
nejnizsi koncentrace 0,02 mM. Rychlost vybélovani PpIX indukovaného ALA ve
zdravé kizi mysi zavisi podle [52] na celkovém ozafeni, svételném toku, pocatecni
koncentraci PpIX a lokalni koncentraci *0,. V provedenjch méfenich v jizvach
s PS bylo pozorovano, ze rychlost vybélovani PpIX roste s vyssi pocatecni intenzi-
tou jeho pasti, a tedy i s koncentraci PpIX, coz je v souladu s literaturou [49,51,53].

V literatute [49,50] byla popsana tvorba nékolika fotoprodukti PpIX pii ex-
perimentech in vitro a in vivo. Podle [49, 50,54, 55] je jako hlavni fotoprodukt
vytvaren fotoprotoporfyrin (Ppp), charakteristicky maximem v oblasti 675 nm,
sirokym pasem v oblasti 710-780 nm a fotostabilitou podobnou PpIX. O pritom-
nosti Ppp podle literatury svéd¢i pomalé vybélovani pasu v okoli 675 nm, jehoz
intenzita mize zpocatku nartistat a pozdéji, po delsi expozici, klesat. Toto chovani
bylo pozorovano v provedenych experimentech s roztoky i laboratornimi zviraty
u pasu 2, jehoz poloha maximalni intenzity odpovida pravé Ppp. Srovnanim do-
sazenych vysledkl s publikovanou literaturou a z diskutované kvalitativni shody
kinetik fluorescence pasu 2 v Obrazku 4.6, bylo pozorovani pasu 2 vysvétleno
vznikem Ppp v méfeném misté jako fotoproduktu PpIX.

Druhy hlavni fotoprodukt PpIX, popsany v [49, 54, 55], s maximem fluo-
rescence v oblasti 652 nm, je podle literatury pravdépodobné dimer PpIX ¢i he-
terodimer, napt. porfyrin-chlorin. Jeho fluorescenci neni podle [49] snadné spek-
troskopicky odlisit od fluorescence PpIX a v provedenych meérenich nebyl proka-
zatelné pozorovan.

Dalgimi fotoprodukty PpIX, pozorovanymi v [49, 50, 54], jsou uroporfyriny
(Up) a koproporfyriny (Cp), jejichz maximum fluorescence se nachazi v oblasti
620 nm. V nékolika experimentech s potkanem ¢. 6 byly skutecné pozorovany
pasy na 620 nm a 688 nm, jak je dobte vidét v Obrazku 4.11. Po srovnani spekter
potkana ¢. 6 s dostupnou literaturou lze konstatovat, ze byl v téchto méfenich
na vlnové délce 620 nm pravdépodobné pozorovan vznik Up a Cp. Fluorescence
Up a Cp miZe byt podle [54] zptsobena poskozenim mitochondrii indukovanym
PDT. Tyto porfyriny jsou totiz syntetizovany v cytosolu a jejich akumulace muize
byt projevem toho, Ze nemohou byt v mitochondriich uskute¢nény jejich finalni
premény na PpIX a hem. Pés v okoli 688 nm, patrny v Obrazku 4.11, se z veskeré
dostupné literatury nepodarilo identifikovat. Pozorovani je vSak ve shodé s tvr-
zenim [49], Ze oblast v rozmezi 660-690 nm je superpozici alespoii dvou procest,
vybélovani PpIX a tvorby fotoproduktii.
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Obrazek 4.11: Fluorescence v jizvé s PS potkana ¢. 6 v misté 1.

4.3.2 Mista mérena mimo jizvu s PS

V meéfenich provedenych na mistech mimo jizvu, kde byl aplikovan PS, byly
pozorovany pasy PpIX i Ppp. Pro fluorescenci kiize mérenych potkant mimo jizvu
s aplikovanym PS je typicka nizsi intenzita, jak je patrné z Obrazku 4.12. Nizsi
intenzita fluorescence mimo jizvu svédcéi o nizsi pocateéni koncentraci PpIX ve
zdravé tkani nez v jizvé, coz je v souladu s ocekavanim, ze PpIX se po aplikaci PS
hromadi pfednostné v poskozenych mistech. Vybélovani fluorescence PpIX bylo
pozorovano ve vSech métenich, s rychlosti klesajici s rostouci expozici, analogicky
s misty v jizvé s PS.

Vybélovani pasu 2 bylo zpravidla rovnéz pozorovano, vétsinou vsSak s nizsi
rychlosti nez u krajnich past, podobné jako v jizvé s PS. V Obrazku 4.12 tuto
charakteristiku demonstruje modra ktivka pasu 2, jejiz maximum jiz po expozici
niz$i nez 3 J/cm?, prevysi maximum péasu 1.

V Obrazku 4.13 zistava konstantni maximum pasu 2, podobné jako v pripadé
zachyceném v Obrazku 4.8. Z pribéhu kiivek ve vyfezu grafu lze extrapolovat, ze
pés 2 by po expozici piiblizné 6 J/cm? prevysil ostatni pasy. Intenzita fluorescence
je v obou pripadech srovnatelna. Spektra byla v tomto pripadé filtrovana Fourie-
rovym filtrem, aby tak byl potlacen rusivy Sum, ktery je pfi nizsich intenzitach
vzdy patrny. Filtrovani bylo provedeno prevedenim fluorescen¢niho signalu na
Fouriertiv obraz algoritmem rychlé Fourierovy transformace v programu Octave.
Vysokofrekvencni signal byl poté potlacen prenasobenim obrazu Butterwortho-
vym filtrem tvaru

y= (4.3)

2n
il
1+ ()
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Obrazek 4.12: Fluorescence mimo jizvu s PS potkana ¢. 6 v misté 22.

kde f predstavuje frekvencni rozsah odpovidajici Fourierovu obrazu fluorescenc-
niho spektra, fy je frekvence filtru, pro kterou klesne amplituda o 3dB a urcuje
tedy jeho sitku a n udava stupen filtru, neboli rychlost poklesu jeho ramen. Pro
filtrovani dat byl zvolen stupen n = 4 a sifka odpovidajici fo = 0,12rad/s.

V nékolika experimentech byl pozorovan pocatecni rychly narist a nasledny
pokles pasu 2, jak je vidét v Obrazku 4.14. P¥i expozici nizsi nez 4 J/cm? je pés 1
vybélen tak, ze dominantnim prvkem spektra se stava jako v predchozim piripadé
pas 2. Toto méteni bylo rovnéz filtrovano Fourierovym filtrem pro potlaceni Sumu.
Ve srovnani se spektry v jizvé s PS staci mimo jizvu s PS, podle diskutovanych
pozorovani, nizsi ozafeni, aby pas 2 v mnoha pozorovanych piipadech byl nejvyssi,
a tedy aby se vybélila podstatna cast PpIX.

Bylo zjisténo, ze pro mista mimo jizvu s aplikovanym PS je obvyklé rychlejsi
relativni vybélovani pasi 1 a 3 nez v jizvach s PS. Napriklad v Obrazku 4.12
je maximum intenzity pasu 1 sniZeno na 1/e pocatecéni hodnoty jiz po expozici
4J/cm?, v typickém spektru z jizvy s PS v Obrazku 4.7 je stejného relativniho
vybéleni dosazeno az po expozici deldi nez 12 J/cm?.
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Obrazek 4.13: Fluorescence mimo jizvu s PS potkana ¢. 5 v misté 9. Spektra byla
filtrovana Fourierovym filtrem pro potlaceni Sumu.
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Obrazek 4.14: Fluorescence mimo jizvu s PS potkana ¢. 5 v misté 11. Spektra
byla filtrovana Fourierovym filtrem pro potlaceni Sumu.
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Obrazek 4.15: Fluorescence v jizvé bez PS potkana ¢. 10 v misté 5.

4.3.3 Mista mérena v jizvé a mimo jizvu bez PS

Jako v predchozich diskutovanych ptipadech byly na potkanech bez PS pozo-
rovany pasy PpIX i Ppp. Typické spektrum pro mista v jizvé i mimo jizvu je
vykresleno v Obrazku 4.15. Na rozdil od predchozich pripadti nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v intenzité fluorescence mezi jizvou bez PS a mimo jizvu bez
PS, a proto jsou oba piipady diskutovany soucasné. Vybeélovani fluorescence bylo
pozorovano i v téchto ptripadech, s kinetikami analogickymi vySe zminénym ty-
pickym pripadiim, tedy rychlejsi vybélovani PpIX a pomalejsi vybélovani Ppp.
V nékterych pripadech bylo maximum intenzity Ppp konstantni pro nejnizsi ex-
pozice a nasledné doslo k vybélovani fluorescence Ppp. Nartistani intenzity Ppp
nebylo zpravidla prokazatelné. Vétsinou po velmi kratké expozici se dominantni
stala fluorescence Ppp, jak je vidét i v Obrazku 4.15, kde maximum Ppp pieko-
nalo PpIX jiZ po expozici 2,4 J/cm?. V fadé pfipadii bylo maximum intenzity Ppp
nejvyssi jiz od za¢atku méreni, coz poukazuje na velmi nizkou koncentraci PpIX,
jehoz fluorescence se rychle vybélila v pribéhu métfeni prvniho spektra nebo pri
manipulaci s potkanem béhem piipravy experimentu.

Intenzita fluorescence v experimentech bez PS byla nej¢astéji srovnatelna s in-
tenzitou fluorescence na kizi s PS, avSak vyjimecné byla pozorovana vysoka in-
tenzita fluorescence v jizvé bez PS u potkana ¢. 3, jak je patrné v Obrazku 4.16
a v Obrazku 4.17. T v téchto ptipadech bylo vyhasindni fluorescence Ppp poma-
lejsi nez PpIX, ale k dominantnimu postaveni se Ppp dostal az po delsi expozici,
typickou spiSe pro misto v jizvé s aplikovanym PS.
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Obrazek 4.16: Fluorescence v jizvé bez PS potkana ¢. 3 v misté 2.
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Obrazek 4.17: Fluorescence v jizvé bez PS potkana ¢. 3 v misté 4.
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4.3.4 Shrnuti

7 pozorovanych vysledku, diskutovanych vyse, je patrné, ze ve vsech provedenych
experimentech byla pozorovana fluorescence PpIX s charakteristickymi pasy na
636 nm a 705 nm. Intenzita fluorescence PpIX byla vétsinou nizsi v mistech, kde
se ocekavala nizsi koncentrace PpIX, tj. mimo jizvu s PS a u potkant bez PS.
Bylo vzdy pozorovano monoténni vybélovani fluorescence PplIX, jehoz rychlost
se s rostouci expozici zpravidla snizovala. Jak bylo jiz drive diskutovano, rychlost
vybélovani fluorescence PpIX souvisi mimo jiné s jeho koncentraci, z ¢ehoz lze
usoudit, Ze snizovani rychlosti vybélovani fluorescence PpIX s rostouci expozici
je zpisobeno snizovanim koncentrace PpIX v méfeném misté. Rychlost vybélo-
vani fluorescence, definovana jako doba, za kterou poklesne intenzita pasu 1 na
1/e pocate¢ni hodnoty, byla nejvyssi v méfenich mimo jizvu s aplikovanym PS
s pramérnym ¢asem (89 + 7) s, demuz odpovida expozice (6,0 £ 0,5) J/cm?. Nej-
pomalejsi vybélovani fluorescence PpIX bylo pozorovano u jizev s PS s primeér-
nym ¢asem (150 + 19) s a odpovidajici expozici (10,0 + 1,3) J/cm?. Rychlost vy-
bélovani PpIX potkand bez PS se vSak vyrazné nelisila od jizev s PS, kde byl
primérny ¢as (140 4 18) s, jemuz odpovidéa expozice (9,0 + 1,2) J/cm?. Nejistoty
prumérnych hodnot jsou pritom spocteny jako stfedni chyba primeéru.

Ve vétsiné experimentit byl patrny vyrazny pas 2 na 675nm, ktery podle
literatury nalezi fluorescenci Ppp, hlavniho fotoproduktu PpIX. V nékterych pii-
padech nebyl tento pas rozeznatelny pii nejnizsich hodnotach expozice, ale se
vzriustajici expozici jej bylo mozné jednoznac¢né identifikovat. Nezridka, zvlaste
pfi méfenich s PS, bylo mozné pozorovat poc¢atecni narist a nasledné pokles in-
tenzity Ppp, v nékterych pripadech byla intenzita Ppp v pribéhu méfeni priblizné
konstantni. Vyhasinani fluorescence Ppp bylo zpravidla pomalejsi nez vyhasinani
PpIX, v mnoha pripadech nabyl pas Ppp v pribéhu dosazené expozice ve spek-
tru dominantniho postaveni. Az na vyjimky bylo mozné pozorovat, Ze nejrychleji
dosahl Ppp dominance v experimentech bez PS po expozici trvajici primérné
(46 + 14) s, prostfednich dob do pfekonéani pasu 1 pasem 2 bylo dosazeno mimo
jizvy s aplikovanym PS s ¢asem (62 4+ 9) s, vyrazné nejdelsi doby vSak byly zazna-
menény pro jizvy s aplikovanym PS, kde byla tato doba primérné (320 + 79)s.
Rozdil v dobé dominance mezi experimenty s PS a bez PS je statisticky signifi-
kantni s pravdépodobnosti nulové hypotézy P = 0,04. Pro srovnani jsou hodnoty
doby prekonani pasu 1 pasem 2 i rychlosti vybélovani s odpovidajicimi expozicemi
sestaveny v Tabulce 4.1. Vznik rtiznych fotoproduktia PpIX je podle [49] zavisly
na prostredi, ve kterém se PpIX nachazi, napt. na stupni oxygenace, lipofilite,
pH aj. Z pozorovanych rozdild v rychlosti vyhasinani past 1 a 2 mezi zkouma-

charakteristické dominance pasu 2  vyhasinani fluorescence PpIX

misto doba expozice doba expozice
[s] [J/cm?] [s] [J/em?]
jizva s PS 320479 22,0£53 15019 10,0£1,3
mimo jizvu s PS 6249 42406 89+7 6,0+0,5
bez PS 46+14 3,1£0,9 140+18 9.0£1,2

Tabulka 4.1: Piehled doby vyhasinani fluorescence PpIX a doby dominance in-
tenzity Ppp.
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Obrazek 4.18: Dvé hlavni slozky spekter potkana ¢. 7 v misté 13 ziskané pomoci
metody SVD.

nymi pfipady by tedy bylo mozné, alespon s pouzitim PS, odlisit zdravou tkan
od nezdravé. Méreni potkana ¢. 7 v misté 13 ukazalo nejvétsi dynamiku ve vyvoji
pasu Ppp, a proto byla na téchto datech provedena analyza metodou singularniho
rozkladu (SVD, singular value decomposition) v programu Octave s cilem rozlozit
spektrum na spektra Cistych slozek. Dvé hlavni slozky ziskané z analyzy SVD jsou
vykresleny v Obréazku 4.18. Prvni slozka, vykreslena ¢ervenou kiivkou, odpovida
fluorescenci cistého PplIX, jako v Obrazku 4.1. Druhé subspektrum, vykreslené
zelenou barvou, s maximem na 675nm a Sirokym pasem v oblasti 700-800 nm,
souhlasi s popisem spektra Ppp v literatufe [49]. Domnivame se proto, Ze toto
spektrum odpovida spektru c¢istého Ppp.
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Z.avér

Prace pojednava o studiu fluorescenc¢ni spektroskopie PpIX ve vzorcich in wvitro
a na deseti laboratornich potkanech in vivo. Spektroskopie byla provedena na roz-
toku PpIX v acetonu a na roztocich PBS s PpIX v DMSO. Na vzorcich homogeni-
zatu mysich fibroblastii byla pozorovana interakce PpIX s prostfedim bunécnych
organel, vybélovani fluorescence PpIX a tvorba fotoprodukti PpIX. Dosazené vy-
sledky byly srovnany s dostupnou literaturou [49], se kterou se kvalitativné sho-
duji. Studium fluorescence PpIX in vivo bylo provedeno na jizvach laboratornich
potkant, jimz byl PpIX indukovan pomoci ALA. Na tomto jednoduchém mo-
delu rakovinné tkané byla pozorovana interakce indukovaného PpIX prostiedim
bunécénych organel, vybélovani fluorescence a tvorba fotoproduktii PpIX, které se
kvalitativné shoduji s dostupnou literaturou [49-52,54,55]. Byla provedena ana-
Iyza dat ziskanych v jizvach s PS, mimo jizvy s PS a na kontrolnich potkanech
bez PS. U téchto tii charakteristickych skupin bylo provedeno srovnani celkové
intenzity fluorescence, doby vyhasinani fluorescence PpIX a rozdilu ve vyhasinani
fluorescence PpIX vzhledem k fluorescenci jeho fotoprodukti. Ve vétsiné pripadi
byla pozorovana nejvyssi intenzita fluorescence v jizvach s PS oproti zdravé kizi
s PS a vzorkiim bez PS. Rozdil v intenzité fluorescence mezi misty mimo jizvu
s PS a vzorky bez PS nebylo mozné jednoznacné stanovit. Nejkratsi doba vyha-
sinani fluorescence PpIX byla pozorovana ve skupiné méfeni mimo jizvu s PS,
meéteni v jizvé s PS resp. vzorky bez PS prokazala srovnatelné dlouhé doby doha-
sinani. U vSech skupin bylo pozorovano, ze vybélovani fluorescence fotoproduktt
PpIX je zpravidla pomalejsi nez vybélovani PpIX. Ptvodné silnd fluorescence
PpIX tak byla vybélena v mnoha pripadech natolik, ze dominantni se stal sig-
nal fotoprodukti PpIX. Srovnanim doby, za kterou je PpIX vybélen pod troven
signalu fotoproduktti, byl statisticky prokazan signifikantni rozdil mezi skupinou
méfeni s PS a skupinou a bez PS. Tento rozdil naznacuje, ze podle doby do-
minance je s pouzitim PS mozné odlisit zdravou tkan od nezdravé tkané. Pro
vSechny casové udaje byly spocitany i hodnoty odpovidajici expozice, které jsou
sestaveny v Tabulce 4.1.

Na modelu potkanil s jizvami, zvoleném pro experimentalni studium fluo-
rescencenc¢ni detekce nadort, byla demonstrovana metoda pro méfeni luminisce-
nc¢niho signalu z ktize pokusnych zvifat a byl navrzen postup, umoznujici odlisit
zdravou tkan od nezdravé. Studium tohoto jednoduchého modelu vSak nemuze
postacovat pro dokonalé ovéreni diskutované metodiky pro diagnostiku onemoc-
néni pacienti. V tomto sméru je zapotiebi otestovat nalezenou metodiku experi-
menty na systémech se skutecnymi nadory. Vysledky prace budou prezentovany
jako soucast pripravované prace v mezinarodnim impaktovaném casopise.

Ukoly, které byly pro tuto praci vytéeny, se podafilo naplnit.
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