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Souhrn

Pouziti antimikrobialni fotodynamické terapie (aPDT) jako terapeutické moznosti pro lécbu lokalnich mikrobialnich
infekci predstavuje nové se vyvijejici oblast. Vyskyt kmenui rezistentnich k antibiotikiim poskytuje impuls pro vyvoj
novych latek nebo technologickych objevii k boji proti témto rezistentnim slouceninam. Jako u PDT jsou hlavnimi
komponentami antimikrobidlni fotodynamicke terapie svetlo vhodné vinové delky fotosensitivni latka (sensitizer)
a vzniklé kyslikové reaktivni Ccastice. Vtéto praci jsou pro antimikrobidalni fotodynamickou terapii zkoumdny
fotosensitizery TMPyP a ZnTPPS,. Uvedené porfyriny jsme testovali na bakterialnim methicilin — rezistentnim kmenu
MRSA samotné i ve vazbé s hp-f-cyklodextrinem. LEDs (414 nm) byly pouzity intenzity zareni 0 a 150 J/em®. Testované
koncentrace byly od 0,78 do 100 uM. Touto experimentalni praci se dokazalo, ze TMPyP je velmi uspésnou
komponentou v aPDT. Naopak ZnTPPS, byl ucinny pro vyhubeni gram-pozitivnich bakterii pouze ve vyssich
koncentracich.
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Abstract

The use of antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) as a therapeutic modality for the treatment of localized
microbial infections represents an developing new field. The emergence of strains resistant to antibiotics has provided
the necessary impulse for new drug or technology discoveries to combat these resistant compounds. Although the aPDT
is still in infancy, its need is still growing. Like PDT, main components of antimicrobial photodynamic therapy are
appropriate light, dye called photosensitizer and created reactive oxygen species. In this article photosensitizers
TMPyP and ZnTPPS, are investigated for antimicrobial photodynamic therapy. We tested these porphyrins on bacterial
methicilin — resistant strain MRSA alone and bound in complex created with hp-p-cyclodextrin. The light emitting
diodes (414 nm) were used at the doses 0 and 150 J/cm’. Tested concentrations were from 0.78 to 100 uM. This
experimental work predicated that TMPyP is very successful compound in aPDT. In contrary to ZnTPPS,; which was
efficient for eradication of tested gram-positive bacteria only in higher concentrations.
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Uvod

PDT i aPDT vyuziva schopnosti latky (fotosen-
sitizeru) absorbovat viditelné zafeni o vhodné vinové
délce, coz vede kutvoreni excitovaného tripletniho
stavu molekuly fotosensitizeru. Nésleduje pienos
energie na molekulu kysliku a tvorba reaktivniho
singletniho kysliku, ktery zptisobi bunéénou smrt [1].

Hlavni faktory k Gsp&$né aPDT zahrnuji optimalizaci
typu a koncentrace fotosensitizeru a intenzitu zafeni
[2]. Do budoucna muzeme pocitat s 1écbou
rezistentnich bakterialnich onemocnéni, pfedevsim
lokalnich infekci, jejichz pocet neustile roste,
adosavadni 1écba neni piili§ uspé$nd. Divodem
neptili§ kladnych vysledkl byvaji infikované, Spatné
prokrvené¢ tkdn¢ nebo pfitomnost bakteridlniho
biofilmu [3].

V soucasnosti vede casté uzivani antibiotik k ur-
gentni potiebé novych, vyhovujicich, nenakladnych
a rezistenci nezpusobujicich lé¢ebnych metod v boji
s rezistentnimi bakteriemi, pfedev§im s methicilin-
rezistentnim Staphylococcus aureus [4]. Tento patogen
zpusobuje hlavné u hospitalizovanych pacientii s popa-
leninami kiize 75 % infekci, vedoucich casto az ke
smrti pacientd [5].

Obecné lze fict, Ze gram-pozitivni bakterie jsou viici
aPDT vice citlivé. Divodem je stavba bunécné stény,
na kterou se fotosensitizer vaze snaze a rychleji, nez je
tomu u gram-negativnich bakterii [6]. V této praci se
tedy snazime popsat Gspé&sné vysledky, kterych bylo
dosazeno ozafenim pomoci systému LED diod
o vlnové délce 414 nm s pouzitim dvou porfyrinovych
fotosensitizerd. Antimikrobialni fotodynamicka terapie
se aplikovala s cilem vyhubit kolonie MRSA a mini-
malizovat tak naslednou viabilitu kmene.

Materidl a metody

Fotosensitizery, cyklodextrin, zdroj
a intenzita zareni

Pouzili jsme pro aPDT dva fotosensitizery (PS) -
ZnTPPS, (pfipraveny J. Mosingerem) a TMPyP
(komer¢né zakoupeny v Sigma Aldrich). Pfed pouzitim
se rozpustily v PBS a uchovaly se v -20 °C ve tmé.
Byly pouzity koncentrace: 0,78; 1,56; 3,125; 6,25;
12,5; 25, 50 a 100 umol/l. Abychom dosahli vyssi
ucinnosti pfi in vitro terapii, pfipravili jsme kromé
roztoki pouze s porfyriny i vzorky obsahujici komplex
s hp-B-cyklodextrinem (Sigma-Aldrich). Poméry kom-
plexu PS:CD byly také ptipraveny v PBS v pomérech
1:4,1:1a2:1.

Jako zdroj zafeni byla pouzita soustava LED diod
ovlnové délce odpovidajici maximu pouzitych
fotosensitizert 414 nm. Testované vzorky bakterii
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s fotosensitizerem nebo komplexem PS:CD byly za
aerobnich podminek vystaveny intenzit¢ zafeni
150 J/em? ( [ 56 minut) pfi teploté 37 °C.

Bakterialni kmen a podminky kultivace

Byly odebrany 1-2 kolonie gram-pozitivniho bakte-
rialniho kmene S. aureus MRSA (methicilin-rezistentni)
4591, které se nechaly naridst v aerobnich podminkach
ve 2 ml bujonu (Himedia) pii 37 °C, 5% CO, po dobu
45 minut ve tmé&. Nasledné se odebralo do kazdé jamky
96-jamkové desticky 50 pl suspenze, odpovidajici 1 x
10° CFU/ml.

aPDT

Antimikrobialni fotodynamicka terapie se provadéla
po jednotlivych krocich, jako jsou pfiprava a kultivace
bakterii, pfiprava potfebnych koncentraci fotosensitize-
ri a komplext s cyklodextriny. Byly pouzity porfyriny
TMPyP a ZnTPPS, k otestovani a stanoveni viability
kmene MRSA apoklesu rlstu bakterialnich kolonii.
Vzorky na deskach byly rozdéleny do nékolika skupin
(Tab. 1). Toto ¢lenéni slouzilo pro ziskani vysledkd na
porovnani samotné antimikrobidlni PDT, dale pro
ovéefeni pozitivni a negativni kontroly a pro stanoveni
cytotoxicity na bakterialnim kmeni MRSA. Ve vsech
piipadech se pokazdé pouzilo 50 pl bakterialni
suspenze (10° cells/mL) inkubované za uvedenych
podminek s fotosensitizery o koncentracich v rozmezi
0,78 umol/l do 100 umol/l. Po inkubaci a samotném
ozafeni byly méteny absorbance pomoci spektrofoto-
metru (BioTek, Winooski, Vermont, USA) v programu
Gen5 kazdou hodinu po dobu 24 hodin.

Z hodnot byly sestrojeny rustové kiivky abylo
vypocteno % zastoupeni zivych bakterii. Rustové
kfivky vyjadiuji nardst absorbance odpovidajici
mnozstvi bakterii v zavislosti na case.

Stanoveni viability bakteridlniho kmene

Procentudlni vyjadfeni poctu bakterii, které nejsou
citlivé na aPDT, se stanovuje z hodnot naméfenych
absorbanci pfi vlnové délce 630 nm ve vybranych
casovych usecich (1).

Procentudlni inhibice rdstu se uvSech skupin
testovanych bakterii kmene MRSA byla stanovena
pomoci rovnice

(Ax - Ag)/(Ac - Ay) x 100. @)
Ax (absorbance pii dané koncentraci) a Ac (absorbance

kontrolniho vzorku v PBS) jsou absorbance méfené po
45 minutach inkubace ve tm¢ v intervalech 0, 6, 12, 18
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a 24 hodin, A, predstavuje pro 1éCené a kontrolni
suspenze pocatecni hodnoty absorbance.

Tab. 1: Tabulka zndzornuje rozdéleni vzorkii pro
aplikaci aPDT. Skupina ¢ 1 zastupuje pozitivni
kontrolu, skupina ¢. 2 slouzi pro vylouceni cytotoxicity,
skupina ¢. 3 je popsand pro standardné provedenou
aPDT a skupina ¢. 4 zastupuje negativni kontrolu.

Davka Pomér
zareni i PS:CD LS
Skupina
&1 150 J/cm® - - Ano
Skupina 1:4
. . | T™MPyP _
€. 2 0J/cm ZnTPPS, 1:1 Ne
2:1
Skupina 1:4
= 2 | TMPyP )
¢.3 150 J/cm ZnTPPS, 1:1 Ne
2:1
Skupina
¢.4 0J/cm® - - Ano
Statistika

K popisu ristu bakterii se pouzily regresni koeficient
aintervaly spolehlivosti (95% CIs). Analyzy se
provadély s SPSS software vision 15 (SPSS, Ing.
Chicago, USA) a statisticka signifikance byla urcena
pro p<0.05.

Vysledky a diskuze
aPDT

Pro testovany kmen MRSA se ptfi aplikaci aPDT
prokazaly ucinné vSechny ovéfované koncentrace
fotosensitizeru TMPyP v poméru 1:1 s CD (Graf 1).
Doslo tu k vyraznému poklesu ristu bakterii.
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Graf 1: Rustové kiivky pro MRSA kmen pri aplikaci
fotosensitizeru TMPyP s CD v poméru 1:1.
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V grafu 2 miZeme vidét eliminovany rast MRSA,
bézny rust kontrolni kiivky MRS4 v PBS a nepatrny
narust ktivky v koncentraci 0,78 uM bez aplikace CD.
Ostatni koncentrace TMPyP v kombinaci se zarenim
ovlnové délce 414 nm snizily rdst bakterii na
minimum.

Prezentovand data v grafu 3 ukazuji niz$i G€innost
fotosensitizeru ZnTPPS, s CD v poméru 1:1. Rustové
ktivky MRSA pro ZnTPPS,:CD v poméru 1:1 rostly
v nejnizsich koncentracich témét shodné jako kontrolni
rustové kiivky bakterii, pouze s ¢asovou prodlevou od
12. do 18. hodiny méfeni. Pokles rdstu bakterii je
zfejmy pouze v nejvysSich koncentracich 100 az
12,5 uM.
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Graf 2: Rustové kiivky pro MRSA kmen pri aplikaci
fotosensitizeru TMPyP bez CD.
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Graf 3: Rustové kiivky pro MRSA kmen pri aplikaci
fotosensitizeru ZnTPPS,:CD 1:1.

V ptipadé pouziti ZnTPPS; bez CD nedochazi k
poklesu rtustu kmene MRSA, pouze pro 100 pM
koncentraci je rast zredukovan na 17 %. Konkrétni
rustové kiivky po aPDT jsou zobrazeny v grafu 4.
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Graf 4: Rustové kiivky pro MRSA kmen pri aplikaci
fotosensitizeru ZnTPPS4 bez CD.

Na nasledujicich dvou grafech 5 a 6 je vynesen
pokles ristu v procentech pro kmen MRSA béhem 0, 6,
12, 18 a 24 hodin. Je vidét, jak se snizuje nartist MRSA
po aPDT pii aplikaci TMPyP s CD v poméru 2:1
aZnTPPS,; s CD v poméru 1:4. V piipad¢ TMPyP
klesla zivotnost ve vSech zobrazenych koncentracich
vyrazn€ pod 20 %, u ZnTPPS, tomu tak je v piipadé
100 uM koncentrace.
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Graf 5: Zavislost poklesu ristu MRSA na case pro
TMPyP s CD v pomeru 2:1.
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Graf 6: Zavislost poklesu ristu MRSA na case pro
ZnTPPS,; s CD v poméru 1:4.
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Tab. 2: Hodnoty Zivotnosti po aPDT pro MRSA kmen
a fotosensitizer ZnTPPS4 s CD v poméru 2:1.
Kontrolni krivka bezného riistu bakterii v PBS byla
oznacena jako kontrola a ostatni vypocty se k ni

vztahovaly jako ke 100%.

Koncentrace Zivotnost Koncentrace Zivotnost
[uM] MRSA [uM] MRSA
. %] ’ (%]
100 4 s o
B 4 3,125 93
% 14 1,56 93
2 57 0,78 93

Staphylococcus aureus i dalsi bakterialni druhy je
mozno vystavenim modrému svétlu v oblasti 400-420
nm fotodynamicky inaktivovat [7].

Aplikace aPDT s sebou stale nese nékteré otazky, na
které je tieba odpovedét:

- Které bakterie jsou citlivé na ozafeni?

- Jaky je pfimy ucinek na mikrobidlni populaci?

- Jaky typ fotosensitizeru se selektivné vaze na
ruzné druhy bakterii?

- Jaka je vhodna terapeutickd koncentrace PS?

- Jaké jsou piijatelné¢ parametry zéfeni (vlnova
délka, délka expozice ...)? [8].

Nicméné lze zduraznit, Ze ackoli je zatim tato oblast
na pocatku vyvoje, posunuje se stale kuptedu a obje-
vuje se na toto téma porad vice publikaci orientova-
nych smérem k antimikrobialni fotodynamické terapii,
které potvrzuji moznou inaktivaci gram-pozitivnich,
ale i gram-negativnich bakteridlnich kment [9, 10].
Jako alternativa se aPDT muze uzivat v 1é¢b¢ lokalnich
infekci (v ustech nebo na pokozce) a zamezit tak
rozvoji rezistence na systémova 1é¢iva [11].

Jelikoz aktudlni vyuziti aPDT v klinické praxi zavisi
na baktericidni aktivité a zarovenl na cytotoxicité vici
okolni hostujici tkani [12], nase pfedchozi publikace
byla zaméfena i na PDT nenddorové bunétné linie
NIH3T3 (mysi fibroblasty). Pro porovnani a z diivodu
aplikace PDT také v oblasti tumorti [13], jsme testovali
fotosensitizery i na nadorovou bunéénou linii HeLa.

Tato publikace demonstruje soucasnou praci, ktera
byla Gspésna predev$im z hlediska dosazeni kladnych
vysledkit inaktivace rlstu bakterii pro kationtovy
fotosensitizer TMPyP, a to i ve velmi nizkych
koncentracich.

Statistika

Statisticky vyznamné regresni koeficienty a 95% CI
(leva aprava mez) se stanovily u MRSA kmene pro
fotosensitizer ZnTPPS, ve vSech koncentracich 100 az
25 uM, v piipadé¢ s CD v poméru 1:4 - 12,5 az 1,56
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uM, v poméru 1:1 - 6,25 a 3,125 pM, v poméru 2:1
abez CD - 12,5 a 6,25 uM. Pro fotosensitizer TMPyP
byly regresni koeficienty vyznamné ve vSech kon-
centracich a pomérech s CD i bez CD.

Zaveér

Svétlo o vlnové délce 414 nm v oblasti elektro-
magnetického spektra odpovida absorpénimu maximu
porfyrind ZnTPPS, a TMPyP, které byly pouzity pro
navozeni fotodynamického jevu, a tedy kin vitro
antimikrobialni, nadorové i nenadorové terapii.

V budoucnu se naSe prace bude ubirat smérem
kombinace aPDT s antibiotiky. Perspektivou bude
mozné zesileni efektu s pouzitim antibiotik, se kterymi
momentalné vykazuji gram-pozitivni i gram-negativni
kmeny rezistenci.
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