
ORIGINAL RESEARCH

19

FOTOTOXICKÝ VLIV PORFYRINOVÝCH SENSITIZER

A VIDITELNÉHO ZÁ ENÍ NA GRAM POZITIVNÍ

METHICILIN REZISTENTNÍ KMEN S. AUREUS

Adela Hanakova1, Katerina Bogdanova2, Katerina Tomankova1, Klara Pizova1,
Jakub Malohlava1, Svatopluk Binder1, Robert Bajgar1, Katerina Langova1, Milan

Kolar2, Jiri Mosinger3, Hana Kolarova1

1Ústav léka ské biofyziky, Léka ská fakulta Univerzity Palackého, Institut molekulární a transla ní

medicíny, Olomouc, eská republika
2Ústav mikrobiologie, Léka ská fakulta Univerzity Palackého, Olomouc, eská republika

3Ústav anorganické chemie, P írodov decká fakulta Univerzity Karlovy, Praha, eská republika

Souhrn 
Použití antimikrobiální fotodynamické terapie (aPDT) jako terapeutické možnosti pro lé bu lokálních mikrobiálních 
infekcí p edstavuje nov  se vyvíjející oblast. Výskyt kmen  rezistentních k antibiotik m poskytuje impuls pro vývoj 
nových látek nebo technologických objev  k boji proti t mto rezistentním slou eninám. Jako u PDT jsou hlavními 
komponentami antimikrobiální fotodynamické terapie sv tlo vhodné vlnové délky fotosensitivní látka (sensitizer) 
a vzniklé kyslíkové reaktivní ástice. V této práci jsou pro antimikrobiální fotodynamickou terapii zkoumány 
fotosensitizery TMPyP a ZnTPPS4. Uvedené porfyriny jsme testovali na bakteriálním methicilin – rezistentním kmenu 
MRSA samotné i ve vazb  s hp- -cyklodextrinem. LEDs (414 nm) byly použity intenzity zá ení 0 a 150 J/cm2. Testované 
koncentrace byly od 0,78 do 100 μM. Touto experimentální prací se dokázalo, že TMPyP je velmi úsp šnou
komponentou v aPDT. Naopak ZnTPPS4 byl ú inný pro vyhubení gram-pozitivních bakterií pouze ve vyšších 
koncentracích.      
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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 ZnTPPS4 are investigated for antimicrobial photodynamic therapy. We tested these porphyrins on bacterial 
methicilin – resistant strain MRSA alone and bound in complex created with hp- -cyclodextrin. The light emitting 
diodes (414 nm) were used at the doses 0 and 150 J/cm2. Tested concentrations were from 0.78 to 100 μM. This 
experimental work predicated that TMPyP is very successful compound in aPDT. In contrary to ZnTPPS4 which was 
efficient for eradication of tested gram-positive bacteria only in higher concentrations. 
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Úvod

PDT i aPDT využívá schopnosti látky (fotosen-
sitizeru) absorbovat viditelné zá ení o vhodné vlnové 
délce, což vede k utvo ení excitovaného tripletního 
stavu molekuly fotosensitizeru. Následuje p enos 
energie na molekulu kyslíku a tvorba reaktivního 
singletního kyslíku, který zp sobí bun nou smrt [1].  

Hlavní faktory k úsp šné aPDT zahrnují optimalizaci 
typu a koncentrace fotosensitizeru a intenzitu zá ení 
[2]. Do budoucna m žeme po ítat s lé bou 
rezistentních bakteriálních onemocn ní, p edevším 
lokálních infekcí, jejichž po et neustále roste, 
a dosavadní lé ba není p íliš úsp šná. D vodem 
nep íliš kladných výsledk  bývají infikované, špatn
prokrvené tkán  nebo p ítomnost bakteriálního 
biofilmu [3]. 

V sou asnosti vede asté užívání antibiotik k ur-
gentní pot eb  nových, vyhovujících, nenákladných 
a rezistenci nezp sobujících lé ebných metod v boji 
s rezistentními bakteriemi, p edevším s methicilin-
rezistentním Staphylococcus aureus [4]. Tento patogen 
zp sobuje hlavn  u hospitalizovaných pacient  s popá-
leninami k že 75 % infekcí, vedoucích asto až ke 
smrti pacient  [5].

Obecn  lze íct, že gram-pozitivní bakterie jsou v i
aPDT více citlivé. D vodem je stavba bun né st ny, 
na kterou se fotosensitizer váže snáze a rychleji, než je 
tomu u gram-negativních bakterií [6]. V této práci se 
tedy snažíme popsat úsp šné výsledky, kterých bylo 
dosaženo ozá ením pomocí systému LED diod 
o vlnové délce 414 nm s použitím dvou porfyrinových 
fotosensitizer . Antimikrobiální fotodynamická terapie 
se aplikovala s cílem vyhubit kolonie MRSA a mini-
malizovat tak následnou viabilitu kmene.  

Materiál a metody

Fotosensitizery, cyklodextrin, zdroj  
a intenzita zá ení

Použili jsme pro aPDT dva fotosensitizery (PS) - 
ZnTPPS4 (p ipravený J. Mosingerem) a TMPyP 
(komer n  zakoupený v Sigma Aldrich). P ed použitím 
se rozpustily v PBS a uchovaly se v -20 ºC ve tm .
Byly použity koncentrace: 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 
12,5; 25, 50 a 100 mol/l. Abychom dosáhli vyšší 
ú innosti p i in vitro terapii, p ipravili jsme krom
roztok  pouze s porfyriny i vzorky obsahující komplex 
s hp- -cyklodextrinem (Sigma-Aldrich). Pom ry kom-
plexu PS:CD byly také p ipraveny v PBS v pom rech
1:4, 1:1 a 2:1.  

Jako zdroj zá ení byla použita soustava LED diod 
o vlnové délce odpovídající maximu použitých 
fotosensitizer  414 nm. Testované vzorky bakterií 

s fotosensitizerem nebo komplexem PS:CD byly za 
aerobních podmínek vystaveny intenzit  zá ení
150 J/cm2 ( � 56 minut) p i teplot  37 °C.  

Bakteriální kmen a podmínky kultivace 

Byly odebrány 1–2 kolonie gram-pozitivního bakte-
riálního kmene S. aureus MRSA (methicilin-rezistentní) 
4591, které se nechaly nar st v aerobních podmínkách 
ve 2 ml bujónu (Himedia) p i 37 °C, 5% CO2 po dobu 
45 minut ve tm . Následn  se odebralo do každé jamky 
96-jamkové desti ky 50 l suspenze, odpovídající 1 x 
106 CFU/ml. 

aPDT 

Antimikrobiální fotodynamická terapie se provád la
po jednotlivých krocích, jako jsou p íprava a kultivace 
bakterií, p íprava pot ebných koncentrací fotosensitize-
r  a komplex  s cyklodextriny. Byly použity porfyriny 
TMPyP a ZnTPPS4 k otestování a stanovení viability 
kmene MRSA a poklesu r stu bakteriálních kolonií. 
Vzorky na deskách byly rozd leny do n kolika skupin 
(Tab. 1). Toto len ní sloužilo pro získání výsledk  na 
porovnání samotné antimikrobiální PDT, dále pro 
ov ení pozitivní a negativní kontroly a pro stanovení 
cytotoxicity na bakteriálním kmeni MRSA. Ve všech 
p ípadech se pokaždé použilo 50 μl bakteriální 
suspenze (106 cells/mL) inkubované za uvedených 
podmínek s fotosensitizery o koncentracích v rozmezí 
0,78 mol/l do 100 mol/l. Po inkubaci a samotném 
ozá ení byly m eny absorbance pomocí spektrofoto-
metru (BioTek, Winooski, Vermont, USA) v programu 
Gen5 každou hodinu po dobu 24 hodin.  

Z hodnot byly sestrojeny r stové k ivky a bylo 
vypo teno % zastoupení živých bakterií. R stové 
k ivky vyjad ují nár st absorbance odpovídající 
množství bakterií v závislosti na ase.  

Stanovení viability bakteriálního kmene 

Procentuální vyjád ení po tu bakterií, které nejsou 
citlivé na aPDT, se stanovuje z hodnot nam ených 
absorbancí p i vlnové délce 630 nm ve vybraných 
asových úsecích (1).  
Procentuální inhibice r stu se u všech skupin 

testovaných bakterií kmene MRSA byla stanovena 
pomocí rovnice 

(AX - A0)/(AC - A0) x 100. (1) 

AX (absorbance p i dané koncentraci) a AC (absorbance 
kontrolního vzorku v PBS) jsou absorbance m ené po 
45 minutách inkubace ve tm  v intervalech 0, 6, 12, 18 
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a 24 hodin, A0 p edstavuje pro lé ené a kontrolní 
suspenze po áte ní hodnoty absorbance.  

Tab. 1: Tabulka znázor uje rozd lení vzork  pro 
aplikaci aPDT. Skupina . 1 zastupuje pozitivní 
kontrolu, skupina . 2 slouží pro vylou ení cytotoxicity, 
skupina . 3 je popsaná pro standardn  provedenou 
aPDT a skupina . 4 zastupuje negativní kontrolu. 

Dávka
zá ení

PS
Pom r
PS:CD

PBS

Skupina
. 1 150 J/cm2 Ano

Skupina
. 2 0 J/cm2 TMPyP

ZnTPPS4

1:4
1:1
2:1

Ne

Skupina
. 3 150 J/cm2 TMPyP

ZnTPPS4

1:4
1:1
2:1

Ne

Skupina
. 4 0 J/cm2 Ano

Statistika 
K popisu r stu bakterií se použily regresní koeficient 

a intervaly spolehlivosti (95% CIs). Analýzy se 
provád ly s SPSS software vision 15 (SPSS, Ing. 
Chicago, USA) a statistická signifikance byla ur ená 
pro p<0.05.   

Výsledky a diskuze

aPDT  

Pro testovaný kmen MRSA se p i aplikaci aPDT 
prokázaly ú inné všechny ov ované koncentrace 
fotosensitizeru TMPyP v pom ru 1:1 s CD (Graf 1). 
Došlo tu k výraznému poklesu r stu bakterií. 

Graf 1: R stové k ivky pro MRSA kmen p i aplikaci 
fotosensitizeru TMPyP s CD v pom ru 1:1. 

V grafu 2 m žeme vid t eliminovaný r st MRSA,
b žný r st kontrolní k ivky MRSA v PBS a nepatrný 
nár st k ivky v koncentraci 0,78 M bez aplikace CD.
Ostatní koncentrace TMPyP v kombinaci se zá ením
o vlnové délce 414 nm snížily r st bakterií na 
minimum.  

Prezentovaná data v grafu 3 ukazují nižší ú innost 
fotosensitizeru ZnTPPS4 s CD v pom ru 1:1. R stové 
k ivky MRSA pro ZnTPPS4:CD v pom ru 1:1 rostly 
v nejnižších koncentracích tém  shodn  jako kontrolní 
r stové k ivky bakterií, pouze s asovou prodlevou od 
12. do 18. hodiny m ení. Pokles r stu bakterií je 
z ejmý pouze v nejvyšších koncentracích 100 až 
12,5 M.

Graf 2: R stové k ivky pro MRSA kmen p i aplikaci 
fotosensitizeru TMPyP bez CD. 

Graf 3: R stové k ivky pro MRSA kmen p i aplikaci 
fotosensitizeru ZnTPPS4:CD 1:1. 

V p ípad  použití ZnTPPS4 bez CD nedochází k 
poklesu r stu kmene MRSA, pouze pro 100 M
koncentraci je r st zredukován na 17 %. Konkrétní 
r stové k ivky po aPDT jsou zobrazeny v grafu 4.       
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Graf 4: R stové k ivky pro MRSA kmen p i aplikaci 
fotosensitizeru ZnTPPS4 bez CD. 

Na následujících dvou grafech 5 a 6 je vynesen 
pokles r stu v procentech pro kmen MRSA b hem 0, 6, 
12, 18 a 24 hodin. Je vid t, jak se snižuje nár st MRSA
po aPDT p i aplikaci TMPyP s CD v pom ru 2:1 
a ZnTPPS4 s CD v pom ru 1:4. V p ípad  TMPyP 
klesla životnost ve všech zobrazených koncentracích 
výrazn  pod 20 %, u ZnTPPS4 tomu tak je v p ípad
100 M koncentrace.  

Graf 5: Závislost poklesu r stu MRSA na ase pro 
TMPyP s CD v pom ru 2:1. 

Graf 6: Závislost poklesu r stu MRSA na ase pro 
ZnTPPS4 s CD v pom ru 1:4. 

Tab. 2: Hodnoty životností po aPDT pro MRSA kmen 
a fotosensitizer ZnTPPS4 s CD v pom ru 2:1. 
Kontrolní k ivka b žného r stu bakterií v PBS byla 
ozna ena jako kontrola a ostatní výpo ty se k ní 
vztahovaly jako ke 100%. 

Koncentrace
[ M]

Životnost
MRSA
[%]

Koncentrace
[ M]

Životnost
MRSA
[%]

100
4 6,25 93

50
4 3,125 93

25
14 1,56 93

12,5
57 0,78 93

Staphylococcus aureus i další bakteriální druhy je 
možno vystavením modrému sv tlu v oblasti 400–420 
nm fotodynamicky inaktivovat [7].

Aplikace aPDT s sebou stále nese n které otázky, na 
které je t eba odpov d t:

- Které bakterie jsou citlivé na ozá ení? 
- Jaký je p ímý ú inek na mikrobiální populaci? 
- Jaký typ fotosensitizeru se selektivn  váže na 

r zné druhy bakterií? 
- Jaká je vhodná terapeutická koncentrace PS? 
- Jaké jsou p ijatelné parametry zá ení (vlnová 

délka, délka expozice …)? [8].
Nicmén  lze zd raznit, že a koli je zatím tato oblast 

na po átku vývoje, posunuje se stále kup edu a obje-
vuje se na toto téma po ád více publikací orientova-
ných sm rem k antimikrobiální fotodynamické terapii, 
které potvrzují možnou inaktivaci gram-pozitivních, 
ale i gram-negativních bakteriálních kmen  [9, 10].
Jako alternativa se aPDT m že užívat v lé b  lokálních 
infekcí (v ústech nebo na pokožce) a zamezit tak 
rozvoji rezistence na systémová lé iva [11].  

Jelikož aktuální využití aPDT v klinické praxi závisí 
na baktericidní aktivit  a zárove  na cytotoxicit  v i
okolní hostující tkáni [12], naše p edchozí publikace 
byla zam ena i na PDT nenádorové bun né linie 
NIH3T3 (myší fibroblasty). Pro porovnání a z d vodu 
aplikace PDT také v oblasti tumor  [13], jsme testovali 
fotosensitizery i na nádorovou bun nou linii HeLa. 

Tato publikace demonstruje sou asnou práci, která 
byla úsp šná p edevším z hlediska dosažení kladných 
výsledk  inaktivace r stu bakterií pro kationtový 
fotosensitizer TMPyP, a to i ve velmi nízkých 
koncentracích.   

Statistika  
Statisticky významné regresní koeficienty a 95% CI 

(levá a pravá mez) se stanovily u MRSA kmene pro 
fotosensitizer ZnTPPS4 ve všech koncentracích 100 až 
25 M, v p ípad  s CD v pom ru 1:4 - 12,5 až 1,56 
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M, v pom ru 1:1 - 6,25 a 3,125 M, v pom ru 2:1 
a bez CD - 12,5 a 6,25 M. Pro fotosensitizer TMPyP 
byly regresní koeficienty významné ve všech kon-
centracích a pom rech s CD i bez CD. 

Záv r

Sv tlo o vlnové délce 414 nm v  oblasti elektro-
magnetického spektra odpovídá absorp nímu maximu 
porfyrin  ZnTPPS4 a TMPyP, které byly použity pro 
navození fotodynamického jevu, a tedy k in vitro
antimikrobiální, nádorové i nenádorové terapii. 

V budoucnu se naše práce bude ubírat sm rem 
kombinace aPDT s antibiotiky. Perspektivou bude 
možné zesílení efektu s použitím antibiotik, se kterými 
momentáln  vykazují gram-pozitivní i gram-negativní 
kmeny rezistenci.   
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