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Abstrakt

Porfyriny jsou vyznamnou skupinou fotosenzitizérd uplatiiujicich se pii fotodynamické terapii.
Fotofyzikalni vlastnosti porfyrind jsou ovlivnény piitomnosti centrdlniho iontu. V této praci jsme se
zaméfili na vliv nového fotosenzitizéru MgTPPS,4 na bunéénou linii HeLa. Pro vyhodnocenf kvalitativnich
a kvantitativnich zmén jsme pouZili mikroskopii atomérnich sil a konfokalni mikroskopii. Zjistili jsme, Ze
dochdzi ke statisticky signifikantnim zméndm v morfologii a mechanickych vlastnostech bun€k.

Klicovd slova: fotodynamickd terapie; mechanické vlastnosti; mikroskopie atomdrnich sil; F aktin;
cytoskelet.

Uvod

Fotodynamickd terapie (PDT) je alternativni postup pii 1é€bé nékterych nddorovych
onemocnéni. Pro navozeni fotodynamického efektu je potieba soucinnosti ti{ faktori:
fotosenzitizéru, svétla specifické vinové délky a kysliku. PDT vyuziva fakt, Ze v nddorové tkéani
se akumuluje fotosenzitizér. Po nasledném ozafeni nddoru se produkuje singletni kyslik a dalsi
reaktivni formy kysliku (ROS), jako je peroxid vodiku, superoxidovy anion, hydroxylovy radikal,
které vedou k nevratnym zméndm v naddorové tkdni. Kromé pifimého cytotoxického poSkozeni
PDT pusobi i na cévni zdsobeni tumoru a vyvoldvd reakci imunitniho systému [1].

Mikroskopie atomdrnich sil (AFM) [2] se fadi k modernim mikroskopickym technikdm.
V pribéhu své historie se vyvinula ze zobrazovaciho k vysoce univerzdlnimu néstroji a umoziuje
sledovdni dalSich charakteristik zkoumaného systému. Princip AFM neni slozity. Na pruzném
nosniku je umistén ostry hrot, ktery pii pfiblizeni k povrchu s nim za¢ne silové¢ interagovat. Mezi
hlavni interakce patii van der Waalsovy, coulombické a kapilarni sily. Na zdklad¢ téchto
interakci dojde k prohnuti nosniku, coZ je detekovano prostiednictvim optického systému.
Nésledné dojde k pocitatem fizené rekonstrukci a vytvofeni topografického obrazu s velmi
vysokym rozliSenim. RozliSeni dosahuje 0,1 nm vertikdln¢ a 1 nm horizontalné.

Silova spektroskopie je velkou aplikaéni oblasti AFM. Jednd se o méteni silovych interakci
mezi vzorkem a ostrym hrotem. Zdkladem méfeni je nanoindentace, kdy ve zvoleném misté je
hrot vtlacen do vzorku a je zaznamendno prohnuti nosniku. Takto vznikla k¥ivka, F-d kfivka, je
dile analyzovdna a na jejim zdklad¢ jsou urceny hledané parametry, napi. Youngiv modul
pruznosti, nespecifické adhezni sily nebo disipacni energie.

Vztah mezi vnéjSim prostiedim a cytoskeletirnim systémem se odrdzi v mechanickych
vlastnostech bunék. Cytoskeleton se sklddd z nékolika hlavnich skupin proteind: mikrofilament,
intermedidlni filament a mikrotubuli. Podili se na mnoha Zivotné dilezitych funkcich, jako je
adheze, bunécné déleni, migrace ¢i diferenciace. Zména téchto struktur muze slouzit jako
patofyziologicky marker [3].



Material a metody

V této praci byla pouZita bun&en4 linie HeLa. 10° bungk bylo kultivovdno v médiu DMEM
(Dublecco’s Eagle Medium) s 10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 200 mM L-glutaminem a 0,4 %
antibiotiky (penicilin/streptomycin) v Petriho miskdch se sklenénym dnem (Will-Co).
Inkubovéany byly ve standartnich podminkéach s 5% CO, pti 37°C.

Pro navozeni fotodynamického jevu byly bunky po dobu 24 h kultivovdny s nové
syntetizovanym fotosenzitizérem MgTPPS, o koncentraci 10 uM a 0 uM jako kontrola. Poté byly
ozafeny zdrojem svétla s maximem emise pfi vinové délce 414 nm po dobu nezbytnou k dosazeni
celkové davky ozéfeni 5 J/cm®. Ndsledn& byly buiiky kultivovéany dal§ich 20 h v erstvém médiu.

Kontrolni buiiky a buniky po PDT byly zobrazovany prostiednictvim mikroskopu atomarnich
sil Bioscope Catalyst (Bruker) za pouZiti zobrazovactho médu PeakForce QNM se skenovaci
rychlosti 0,2 Hz. Byl pouZzit hrot DNP 10 s rezonan¢ni frekvenci 16 — 28 kHz a nomindlni
konstantou tuhosti 0,12 N/m. Pro zjisténi Youngova modulu pruznosti byly vyhodnocovany Fd
kiivky (Force vs distance curves) naméfené ve Force Volume moédu s rychlosti 5,58 Hz. K
fitovani Fd kiivek byl pouZzit Sneddonliv model:

kde a je poloviéni vrcholovy thel hrotu, E je Youngliv modul, v je Poissoniiv pomér a 6 je
deformace bunky. Pro buiiky je Poissonliv pomér volen 0,5. AFM obrazy byly zpracovany
programem Gwyddion 2.34 a silové kiivky byly analyzovéany prostiednictvim SPIP 6.0.10.

Pro fluorescen¢ni znaCeni byly buiky fixovdny 4% paraformaldehydem a néasledné
permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100. Znaceni F-aktinu bylo provedeno pomoci fluorecencni
barvy Alexa Fluor 532 Phalloidin. Zobrazeni probihalo na systému Axio Observer Z1 (Zeiss),
vybavenym spinning diskem Yokogawa CSU X1, a objektivem 63x/1.4 N.A.

Vysledky a diskuse

V této praci jsme zkoumali vliv nového porfyrinového senzitizéru MgTPPS,. K evaluaci
zmén vyvolanych fotodynamickou terapii jsme pouZili fluorescencni konfokdlni mikroskopii
a mikroskopii atomdarnich sil. Metaloporfyriny s centrdlnim iontem Mg jsou charakterizovany
vyS$§imi kvantovymi vytézky singletniho kysliku a delsi dobou excitovaného tripletniho stavu [4].
Lokalizace fotosenzitizéru uvnitf bunky je dileZitym faktorem, nebot’ Zivotnost singletniho
kysliku je kratka a difuze tohoto radikalu nepfesahuje vzdalenost 20 nm [5].

Morfologické parametry miizeme pouZzit ke zhodnoceni stavu bunék, podobné jako Jin
akol. [6], kdy posuzovali zmény tvaru erytrocyti zplisobené nemoci a stafim. Obrazek 1
predstavuje 2D (A) a 3D (B) reprezentaci vySkového kandlu AFM pii méfeni bunécné linie
HeLa. Prostfednictvim AFM mulZeme vyhodnocovat topografické parametry a jejich zmény.
Vyska bun€k po fotodynamické terapii je statisticky signifikantné vysSi oproti kontrolnim
buiikdm.

Mechanické vlastnosti patii mezi hlavni charakteristiky stavu bunék a tkéani. Jsou primarné
uréeny systémem cytoskeletarnich proteini a interakci s vnéjSim prostiedim. PDT kromé
jednotlivych organel také ptsobi na cytoskelet. Na obrdazku 3 mizZeme sledovat reorganizaci
jednoho z hlavnich cytoskeletarnich proteinii — F-aktinu. Aktinova filamenta se prevdzné nalézaji
v perifériich pod bunéénou membranou a G-aktin je rozprostien v cytoplazmé a v okoli jadra. Po

PDT se rapidné sniZzuje zastoupeni cytoplazmatického G-aktinu, pficemz F-aktin je zasazen



z poc¢atku nepatrné [7]. Zmény mechanickych vlastnosti souvisi se zménou cytoskeletarnich
proteintll, zejména s aktinovymi mikrofilamenty. Rotsch a Radmacher [8] vystavili buiiky latkam
ovliviiujici polymerizaci mikrofilament a mikrotubuld, a zjistili, Ze rozruSeni aktinovych vlidken
ma vliv na pokles Youngova modulu, kdeZto mikrotubuly nevykazuji vyraznéjsi efekt na zménu
elasticity. Nadorové Hela builky podrobené PDT vykazuji statisticky signifikantné vyssi
Youngiiv modul pruznosti oproti buiitkdm, které PDT vystaveny nebyly.

20 um

Obrazek 1. 2D (A) a 3D (B) reprezentace vyskového kandlu AFM Bioscope Catalyst, snimano
skenovaci rychlosti 0,2 Hz, velikost skenu 85 x 85 um, rozliSeni 256x256, hrot DPN s nomindlni
konstantou tuhosti k = 0.12 N/m.

Obrazek 2. Zména distribuce aktinu pied (A) a po (B) PDT, znaceno fluorescen¢ni barvou Alexa
Fluor 532 Phalloidin.

Zavér

Cytoskelet hraje dtileZitou roli pfi mnoha funkcich, jako je pohyb, adheze, bunécné déleni
nebo strukturdlni integrita. Zmeny v cytoskeletdrnim systému vedou ke zméndm mechanickych
vlastnosti, které mohou slouzit jako indikdtor zmén zpusobenych rakovinou. NaSe price se



zamétila na zmény zplsobené novym porfyrinovym senzitizérem MgTPPS,, a byla potvrzena
jeho dcinnost.
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Abstract

Porphyrins are important group in photodynamic therapy (PDT). Its photophysical properties are
significantly affected by a central ion. In this work, we focused on an impact of newly synthetised
photosensitizer MgTPPS, on HeLa cell line. Atomic force microscopy and confocal microscopy were
used to quantify and qualify structural characteristic before and after PDT. We observed statistically
significant changes in morphology and mechanical properties of HeLa cells.



