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Souhrn

Fotodynamicka terapie (PDT) patri k perspektivnim metodam lécby nadori. Je zalozend na selektivni akumulaci
fotosensitizeru v nadorové tkani a nasledném ozareni svetlem urcité vinové délky. PDT je diky vysoké specifité
a selektivité a faktu, ze nevyvolava nezadouci vedlejsi ucinky, v soucasnosti Siroce rozvijena. Sonodynamicka terapie
(SDT) vyuziva k vyvolani cytotoxického efektu sensitizeru ultrazvuk. V nasi prdci jsme overovali, zda je mozné tyto
metody kombinovat a zvysit tak jejich ucinek. Z vysledkit vyplyva, Ze ozareni v kombinaci s aplikaci terapeutického
ultrazvuku zvysuje oproti samotnému ozareni ZnTPPS; produkci reaktivnich forem kysliku a snizuje Zivotnost
nadorovych bunek MCF7, zvilasté v pripadé vyssich terapeutickych davek. Kombinace PDT a SDT muize do budoucna
prinest nové moznosti lécby nadorovych, ale také nendadorovych onemocnéni.
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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) belongs in perspective modalities of cancer treatment. It is based on the tumour-selective
accumulation of a photosensitizer followed by irradiation with light of a specific wavelength. PDT is widely developed
nowadays due to its high specificity and selectivity along with absence of the unadvisable side-effects. Sonodynamic
therapy (SDT) exploits ultrasound to induce cytotoxic effect of sensitizer. In our study we tested the possibility of
combination of this therapies and icrease of efficiency. Our results suggest that irradiation in combination with
application of therapeutic ultrasound increases production of reactive oxygen species and reduces viability of tumour
MCF7 cells, compared to irradiation of ZnTPPS, only, especially in the case of higher therapeutic doses. In the future,
the combination of PDT and SDT can bring a new treatment modality for malignant and also nonmalignant diseases.
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Uvod kyslik, viditelné zafeni a fotosensitizer, ktery se aku-
muluje pednostné v nadorové tkdni. Tyto komponenty
jsou samy o sob& neskodné, ale spolecné mohou mit

Fotodynamicka terapie (PDT) je jednou z metod letalni efekt a tak vyhubit nadorové buiiky [1]. Po

minimaln¢ invazivniho zpiisobu 1é¢by celé fady nadord
i nékterych nenadorovych onemocnéni a v soucasné
dobe¢ se stale vice rozviji. PDT kombinuje tfi faktory -

ozafeni svétlem urcité vlnové délky je molekula
fotosensitizeru excitovana a dochazi k prenosu energie
na substraty v bunce (fotochemicka reakce typu I), coz
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vede k tvorbé volnych radikali a radikalovych pro-
dukti (peroxidy, superoxidové ionty a hydroxylové
radikaly), které spousti fetézové radikalové reakce.
Nebo energie excitovaného fotosensitizeru piechazi
primo na molekulu kysliku (fotochemicka reakce typu
1), &mz vznikne singletni kyslik ('O,), ktery poté
oxiduje dalsi molekuly v bunce. Vysledné poskozeni
organel nadorovych bunék vede k zaniku nadoru.
Bunky nadoru mohou umirat apoptézou nebo nekrézou
[2-5]. Hlavnimi vyhodami PDT oproti radioterapii
a chemoterapii je vyssi selektivita pfi destrukci nadoro-
vé tkané, moznost opakované aplikace a fakt, ze PDT
nezpusobuje tézké lokalni ani systémové komplikace.
Dalsi vyhodou fotodynamickych reakci je moznost
vyuzit jejich principu jak k 1é¢be, tak k fluorescencni
diagnostice nadoru [4].

Sonodynamicka terapie (SDT) vyuziva k aktivaci
senzitivni latky v patologickych tkanich ultrazvuk.
Doposud neni objasnén mechanismus ucinku SDT,
vyzkumy vsak naznacuji, ze SDT vyvolava tzv. vnitini
kavitaci, coz je proces, kdy se vzduchova bublina
vyvolana ultrazvukem v kapalin€ néhle rozpadne a vy-
volad Sokovou vinu doprovazenou silnym uvolnénim
tepelné energie. Okolni molekuly vody se ptitom
rozlozi na "H a "OH radikély, které spolu s nasledng
vzniklymi radikdlovymi produkty opét spousti fetézové
radikalové reakce a poskozuji molekuly bunky. Kromé
kavitace mize SDT zplsobovat také zménu rozmisténi
sensitizeru v bufice a pfeménu agregovanych molekul
sensitizeru na stabiln€jsi monomerni formu, kterd ma
siln€j$i cytotoxicky ucéinek. Ultrazvuk mize rovnéz
destabilizovat buné¢énou membranu, diky ¢emuz se
buiika stane citliveéjsi a zvysi se transport 1éCiva pies
bunéénou membranu. Tato metoda méa oproti jinym
fyzikdlnim zpisoblim 1écby vyhodu opét predevsim
v selektivité, protoze ultrazvuk je mozné zamétit na
malou cilovou oblast. Vyhodou oproti PDT je fakt, ze
ultrazvuk muze pronikat hloubéji do tkané [6—10].

ProtoZze se v literatufe objevily naznaky, Zze nékteré
fotosensitizery lze aktivovat jak fotochemicky, tak
sonochemicky [11-18], zajimalo nas, jak a zda je
mozné zminéné terapie kombinovat a tak zvysit jejich
ucinnost. Hodnotili jsme tedy podptrny vliv ultrazvuku
na PDT s fotosensitizerem na bazi porfyrinu ZnTPPS,
na nadorovou bunécnou linii MCF7 v podminkach in
vitro. Uginek in vitro terapie jsme zkoumali pomoci
detekce tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS)
a testem bunécné viability (MTT test).

Materiadl a metody
Piiprava bunééné kultury

Pouzili jsme bunécnou linii MCF7 (odvozena od
lidského karcinomu prsu). Buiikky byly kultivovany
v médiu DMEM (10% fetalniho bovinniho séra, 2%
200 mM L-glutaminu, 0,4% penicilinu/streptomycinu,

Sigma) ve sterilnich Petriho miskach (TPP, 35 mm),
(300 000 bungk/misku) v atmosféte 5% CO, pii 37°C.

Fotodynamick4 a sonodynamicka terapie

Do kultiva¢niho média DMEM byl piidan fotosen-
sitizer ZnTPPS, [zineCnaty komplex meso-tetrakis(4-
sulfonatofenyl)porfyrinu] v koncentracich 0 (kontrola);
1; 2,5; 5 a 10 pmol/l. Po 24 h inkubace ve tmé (5%
CO,, 37°C) byly bunky oplachnuty PBS a trypsinizo-
vany 0,5% trypsinem (Sigma-Aldrich). Pribéh trypsin-
nizace byl sledovan na inverznim optickém mikro-
skopu Olympus IX81 s DSU jednotkou (Olympus). Po
uvolnéni bunék ze dna byla trypsinizace zastavena
cerstvym médiem DMEM s 10% FBS a suspenze byla
pfenesena do 2ml zkumavek eppedorf (P-LAB).
Suspenze byla centrifugovana pti 1250 rpm 5 minut
(centrifuga HERMLE Z 300 K) a pelet bunék byl re-
suspendovan v SuM roztoku 5-(and 6-)-chloromethyl-
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein ~ diacetaitu ~ (CM-
H,DCFDA), (Invitrogen). Po 30 min inkubace ve tmé
byla polovina vzorkd vystavena na 5 min pusobeni
terapeutického ultrazvuku (BTL-4000, BTL Industries)
o frekvenci 1 MHz a intenzit¢ 2 W/cm®. Buné&tna
suspenze vSech vzorkt byla nasledné rozpipetovana na
96ti jamkovou kultivacni desticku (TPP) a ozafena
LED diodami s vinovou délkou 414 nm, FWHM 20 nm
o celkové davcee 0 (kontrola); 10 a 25 J/em®.

Detekce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Ihned po ozéafeni byla métena fluorescence 5-(-6)-
chloromethyl- 2°,7’-dichlorofluoresceinu  (CM-DCF),
(excitace/emise: 485/540 nm) na readeru Synergy HT
(BioTek). Poté byl piebytek sondy vymyt PBS,
nahrazen cerstvym médiem DMEM a buinky byly
inkubovany dalsich 24 h (5% CO,, 37°C).

Test viability (MTT test)

Médium DMEM bylo nahrazeno 2mM roztokem 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromidu (MTT), (Sigma-Aldrich) v PBS.
Bunky byly vroztoku MTT inkubovany 3,5 h (5%
CO,, 37°C). Poté byl roztok MTT odstranén a krys-
talky formazanu rozpustény v DMSO. Absorbance
formazanu byla méfena na readeru Synergy HT pri
570 nm (absorbance formazanu) a 690 nm (absorbance
desticky - pozadi). Odectené hodnoty absorbance byly
zpracovany v programu PHOTOTOX a byly zjistény
hodnoty ICsy pro neozvucované a ozvucované vzorky.

Statistické zpracovani dat
Ke statistickému zpracovani dat byl pouzit software
SPSS verze 15 (SPSS Inc. Chicago, USA). Nejprve se

testy normality Shapiro-Wilk zjistovalo, zda maji data
normalni rozdéleni. Pokud bylo prokazano, ze maji
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normalni rozlozeni, skupiny byly dale porovnany
dvouvybérovym ¢-testem. U skupin, kde se neproka-
zalo normalni rozdéleni dat, byly na nésledné porovna-
ni pouzity neparametrické Mann-Whitney U-testy.

Vysledky

Detekce reaktivnich forem kysliku (ROS)

Graf 1: Hodnoty fluorescence reaktivnich forem
kysliku (ROS) pri riznych koncentracich fotosensiti-
zeru ZnTPPS, v kombinaci s (svétle Sedé sloupce) nebo
bez (tmave Sedé sloupce) aplikace terapeutického
ultrazvuku na bunkiach MCF7 namérené ihned po
terapii. Zndzornénd data reprezentuji prumérné hod-
noty a smérodatné odchylky ze tri nezavislych méreni.
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Graf 2: Hodnoty fluorescence ROS pri riznych
koncentracich fotosensitizeru ZnTPPS,; v kombinaci
s viditelnym svétlem vinové delky 414 nm o celkové
davce ozdreni 10 J/em® a v kombinaci s (svétle Sedé
sloupce) nebo bez (tmave Sedé sloupce) aplikace tera-
peutického ultrazvuku na buikach MCF7 namériené
ihned po terapii. Znazornéna data reprezentuji prii-
mérné hodnoty a smérodatné odchylky ze t/i neza-
vislych méreni.
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Graf 3: Hodnoty fluorescence ROS pri riznych kon-
centracich fotosensitizeru ZnTPPS, v kombinaci s vidi-
telnym svétlem vinové délky 414 nm o celkové davce
ozdreni 25 Jlem® a v kombinaci s (svétle Sedé sloupce)
nebo bez (tmavé sede sloupce) aplikace terapeutického

ultrazvuku na bunkdach MCF7 namérené ihned po tera-
pii. Znazornéna data reprezentuji prumérne hodnoty
a smérodatné odchylky ze tii nezavislych meéreni.
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Tab. 2: Statistické vyhodnoceni pocdtecnich hodnot
ROS.

PDT PDT + SOT
Priimér Median Prlimér Median
+SD (rozmezi) +SD (rozmezi) P
RFU | RFU | RFU | [RFU]
0 143,50 142,00
ot o | 2 | (133 | B g6 0716°
ZnTPPS, : 165) ' 188)
0 170,50 168,00
dome M | 00E | g | 12223 0223
ZnTPPS, ’ 289) ' 226)
0 141,50 131,00
Jlem2_2,5uM 1;‘?;58’-' (134- 1;2'2381 (119- 0,0742
ZnTPPS, : 204) ' 214)
0 140,00 127,50
Jome s | 328 | a7 | TRSTE | (146 0,106°
ZnTPPS, * 164) ' 182)
0 140,00 150,50
Jom?_10uM 1;‘? gg 41 (133 - 12; ’szi (95- 0,004+
ZnTPPS, * 199) ' 216)
10 524700 | 531600 | 604617 | 6301,00
Jlem?_OuM x (4794 - + (4323 - 0,088°
Z0TPPS: | 336205 | 5811) | 1130350 | 7313)
10 553506 | 552750 | 515028 | 5651,50
Jlem?_2,50M + (4652 - + (2962 - 0950°
ZnTPPS: | 417036 | 6243) | 1658249 | 6971)
10 586533 | 601950 | 794728 | 946,00
Jlem?_5uM + (4930 - + (4687 - 0,088°
ZnTPPS: | 582002 | 6766) | 256851 | 10174)
10 573033 | 529550 | 881922 | 9242,50
Jlem?_10uM + (4136 - + (6372- | 0,0001%+
ZnTPPS: | 1417850 | 7879) | 1842184 | 11060)
25 763728 | 783600 | 1253639 | 1244850
Jlem?_OuM x (5246 - + (8030- | 0,000+
ZnTPPS: | 1881657 | 10420) | 3017.046 | 17710)
25 1110917 | 10792,00 | 1321506 | 9912,00
Jem?_ 1M + (6120 - + (8513 - 0,155°
ZnTPPS: | 3557009 | 19861) | 5110423 | 23832)
25 1145950 | 12029,00 | 13708,94 | 14764,00
Jlem?_2,5uM £ (6725- + (8627- | 0,029
ZnTPPS: | 3319809 | 18592) | 4116604 | 19327)
25 1002561 | 1300250 | 13774,67 | 13766,00
Jlem?_5uM + (6624 - + (10075- |  0,015*
ZnTPPS: | 308543 | 13986) | 2357796 | 17453)

“ Mann-Whitney U-testy

* hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,05

** hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,01
*** hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,001

Jak je patrné z vyslednych grafii, mnozstvi vzniklych

ROS zavisi zejména na celkové davce ozareni, méné
pak na koncentraci fotosensitizeru. Pii terapii bez
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ozafeni (viz Graf 1) byly hodnoty ROS podle
oCekavani minimalni a rozdily mezi ozvucenymi
a neozvucenymi vzorky nebyly patrné. Pfi statistickém
hodnoceni (viz Tab. 1) sice vyslo v pifipadé¢ 10 pM
ZnTPPS,, Ze aplikace ultrazvuku hodnoty ROS statis-
ticky vyznamné zvysila (p = 0,004), vzhledem k vyso-
kym hodnotam ROS u ozafovanych vzorki je to ovSem
zanedbatelné. Pii terapii s davkou ozafeni 10 J/cm? (viz
Graf 2) aplikace ultrazvuku zvysila produkci ROS pri
vysSich koncentracich ZnTPPS, (5 a 10 pmol/l), jako
statisticky vyznamné (viz Tab. 1) bylo ov§em zvySeni
pouze u nejvyssi koncentrace 10 umol/l (p = 0,0001).
V piipadé¢ koncentraci 0 a 5 pmol/l je ale patrny
statisticky trend smérem ke zvySeni hodnot pii aplikaci
ultrazvuku, protoze hodnoty signifikance byly tésné
nad hladinou vyznamnosti (p = 0,088). Pii terapii
s davkou ozateni 25 J/cm® (viz Graf 3) byly hodnoty
ROS podle ocekavani nejvyssi a je patrné, ze pouziti
ultrazvuku produkci ROS jesté zvySovalo a to pfi vSech
aplikovanych koncentracich ZnTPPS,. Jako statisticky
vyznamné (viz Tab. 1) bylo ovSem zvySeni v piipadé
OuM ZnTPPS, (p = 0,0001), 2,5uM ZnTPPS, (p =
0,029) a 5uM ZnTPPS, (p = 0,015).

Test viability (MTT test)

Na zéklad¢ predbéznych experimentd pomoci testu
viability MTT v Sirsi Skale koncentraci ZnTPPS, (data
nezobrazena) byly vybrany pro kazdou davku ozéreni
vzdy tfi koncentrace (a kontrola) tak, aby ta prostfedni
vyvolavala pfiblizné¢ 50% umrtnost bunék (pro
10 J/em® je to 5 umol/l ZnTPPS,, pro 25 J/cm® je to
2,5 umol/l ZnTPPS,).

Tab. 2: Statistické vyhodnoceni hodnot ICs,

PDT PDT + SDT
Prdmér £ SD Prdmér = SD p
[umolll] [umol/l]
0 Jlcm? neni ¢ neni ¢
10 Jlem? | 4,972 +1,4064 | 3,693+0,9111 | 0,257

b Dvouvybérovy t-test

¢ hodnoty Zivotnosti neklesly pod 50 %

* hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,05

** hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,01
*** hodnoty jsou statisticky vyznamné na hladiné 0,001

Pii terapii bez ozafeni zivotnost bunck podle
ocekavani neklesla pod 50 % pii zadné aplikované
koncentraci fotosensitizeru, at’ uz bez nebo s pouZzitim
ultrazvuku (viz Tab. 2), hodnotu ICs, tedy nebylo
mozno uréit. PH terapii s davkou ozafeni 10 J/cm®
aplikace ultrazvuku snizila hodnotu ICsy v priméru ze
4,972 pumol/l na 3,693 umol/l, snizeni ale nebylo
statisticky vyznamné. Pfi terapii s davkou ozareni
25 J/em? aplikace ultrazvuku snizila hodnotu ICs,

v pruméru z 2,632 pmol/l na 0,995 pmol/l a snizeni se
prokazalo jako statisticky vyznamné (p = 0,048).

Diskuze

Nekteré fotosensitizery lze aktivovat jak fotoche-
micky, tak sonochemicky [11-14, 17, 18]. V této praci
jsme testovali na nadorové bunécné linii MCF7
v podminkach in vitro, zda je mozné PDT a SDT
kombinovat a tak zvysit jejich G¢innost. Na zaklade
vysledkii 1ze soudit, ze kombinace SDT a PDT je
ucinngjsi. Aplikace terapeutického ultrazvuku v kombi-
naci s PDT se ZnTPPS, zvySuje oproti samotné PDT
produkcei reaktivnich forem kysliku i umrtnost bunék,
coz se statisticky prokazalo u vyssich terapeutickych
davek (vyssi koncentrace fotosensitizeru, vyssi davky
ozareni).

Timto tématem se naSe skupina jiz diive zabyvala,
kdyz jsme zkoumali tvorbu ROS po PDT v kombinaci
s SDT, rovnéz na bunééné linii MCF7 [15], ale také na
linii G361 (odvozené od lidského melanomu) [16],
jako fotosensitizer jsme ovSem pouzivali ftalocyanin
CIAIPcS,. Kvuli ponékud odlisnému postupu (vzorky
nebyly trypsinizovany, byly ozvucovany v Petriho
miskach a ultrazvuk byl aplikovan po delsi dobu —
10 min) a predev$sim jinému typu sensitizeru nelze
vysledky pfili§ srovnavat. OvSem 1 pfi téchto
experimentech se prokazalo, Zze PDT v kombinaci
s SDT zvySuje produkci ROS oproti samotné PDT, na
bunécné linii MCF7 vsak opét pouze pii nejvyssich
terapeutickych davkach.

Predpoklada se, ze SDT vyvolava kavitaci, mize
také meénit rozmisténi fotosensitizeru v bunce, vyvola-
vat destabilizaci bunééné membrany a pfeménu agre-
govanych molekul fotosensitizeru na stabilnéj$i mono-
merni formu se silngj$im cytotoxickym ucinkem [6—
10]. Z vysledk vyplyva, ze ultrazvuk plisobi mimo
jiné na samotnou molekulu fotosensitizeru a v piipadé
bunééné linie MCF7 se vliv ultrazvuku u kombinované
terapie PDT s SDT nejvice projevuje pii vysSich
terapeutickych davkach.

Zaveér

Je velmi dulezit¢ hledat a rozvijet nové ucinngjsi
zptsoby 1écby. Fotodynamickd a sonodynamicka
terapie by mohla vyhledové doplnit bézn¢ pouzivané
terapeutické postupy pro zhoubné nadory jako chirur-
gické odstranéni, radioterapie a chemoterapie. S pomo-
ci PDT bylo dosazeno uz celé tady uspécht a neékolik
fotosensitizert bylo schvaleno pro klinické pouziti
(k 16¢bé nadorovych i nekterych nenadorovych one-
mocnéni). PDT je ale neustdle pfedmétem vyzkumu.
Hlavni snahou je zvysit ¢innost této metody a rozsifit
jeji pouziti. V nasi praci jsme prokazali, ze aplikace
terapeutického ultrazvuku muze vyznamné zvysit
ucinnost PDT v podminkach in vitro. 1 kdyz vSechny
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mechanismy kombinovaného efektu SDT a PDT jesteé

nejsou zcela vysvétleny, véfime, Ze tato kombinovana
terapiec se mize do budoucna stat dalsi wc¢innou
lécebnou metodou a je vhodné zabyvat se ji dale.
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