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Zapis obhajoby disertaéni prace MUDr. RNDr. Martina Poly, 23.2.2023, LF UP Olomouc

Role kysliku v Géinnosti fotodynamické terapie na bunéénych modelech v pfitomnosti
senzitizérl

Otazky oponentu:

doc.RNDr.Ales Bezrouk, Ph.D.

1. Je znamo z néjakych (aktudlnich) reSersnich praci, zda po podani PDT pfevazuje
pozorovani imunostimulace ¢i imunosuprese a pfipadné v jakém poméru? Je z toho
pohledu néjak vyrazny rozdil mezi typy senzitizér(, napf. hydrofilni vs. Lipofilni apod.?

Odpoved:

PDT — indukce apoptdzy/nekrézy, destrukce cévniho zasobeni, imunitni odpovéd

RT/CHT vzdy indukuje imunosupresi

PDT indukce imunosuprese - hlavné reakce na lokalni topickou lé¢bu ve velkych oblastech

ozareni, ovlivnéni T lymfocyta

PDT indukce imunostimulace — prezentace antigent bunéénych struktur — akutni zanétliva

odpovéd's uvolnénim mediatord zanétu -aktivizace neutrofil(, Zirnych buriek, makrofagt

a dendritickych buriék. Makrofagy fagocytuji rakovinné buriky poskozené PDT a prezentuji

proteiny z téchto nddort pomocnym T lymfocytim CD4, které pak aktivuji CD8

cytotoxické T lymfocyty.

Pfevaha nekrdzy vede spiSe k imunosupresi a naopak pfevaha apoptézy k imunostimulaci.

Zda prevazuje ten ¢i druhy typ bunééné smrti zavisi nejen na typu sensitizéru, ale i jeho

koncentraci a davce zareni. Lipofilni sensitizéry jsou vice spojovany s naprogramovanou

bunécnou smrti a hydrofilni s nekrézou. OvSsem i nékteré hydrofilni sensitizéry mohou

spustit kaskddu vedouci k apoptdze.

Dabrowski J.M. Reactive oxygen species in photodynamic therapy: Mechanisms of their generation and potentiation. Adv. Inorg.
Chem. 2017;70:343-394

Castano A.P., Mroz P.,, Hamblin M.R. Photodynamic therapy and anti-tumour immunity. Nat. Rev. Cancer. 2006;6:535-545. doi:
10.1038/nrc1894
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Cesty bunééné smrti v PDT. Zpisob bunééné smrti pozorovany po PDT do jisté miry zavisi na intracelularni
lokalizaci PS a s PDT souvisejicim poskozenim této organely. PDT s PS lokalizovanym v mitochondriich povede ke
ztraté permeability membrany a uvolnéni pro-apoptotickych mediatord, zatimco pogkozeni ER uvolni buné&na
depozita vapniku. PS, ktery se hromadi v lysozomech, uvolni po osvétleni proteolytické enzymy. Lysosomy se
mohou takeé sloucit s autofagozomy k hydrolyze poskozenych organel a jejich recyklaci béhem autofagie. Pri
nadmérném poSkozeni burika nepteZije navzdory zahdjeni autofagie. Nekrdza, stejné jako autofagie, mize byt
dominantnim reZzimem bunééné smrti po PDT, pokud je apoptdza dysfunkéni. Je tieba mit na paméti, e nékteré



PS se mizou lokalizovat ve vice nez jedné organele a aktivace riznych cest bunééné smrti maze probihat
soucasné (upraveno podle Oleinick et al. [132]).

2. Ve své praci uvadite, Ze kombinace PDT s metodami zvySujicimi koncentraci
molekularniho kysliku nebude nezbytna, .. Pokud PDT vyuZije mechanismus typu |,
jak se to jevi pro fotosenzitizér ZnPcS2. Pokrocili jste néjak v tomto sméru vlastnim
vyzkumem, nebo jej pfipravujete, pfipadné objevily se jiz néjaké studie tuto hypotézu
podporujici?

Odpovéd:

ne, ale vidime zaméreni na senzitizéry akumulujicich se v mitochondrich a absorbujicich v

Cerveném spektru nebo NIR.

Yagoob M.D., Xu L., Li Ch.,Leong M.M.L., Xu D.D., Targeting mitochondria for cancer photodynamic therapy, Photodiagnosis and
Photodynamic Therapy 38 (2022) 102830

Huang Z., Li D., Guo F.,, Xian T, Hu H.S., Xu J., Luo Y.F,, Chen Z.Z., Wang B.CH., Zhang Y.M., Mitochondria-targeted photosensitizer
based nanoplatform loading glutathione inhibitor for enhanced breast cancer photodynamic therapy, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces 220 (2022) 112956

Kadkhoda J., Tarighatnia A., Nader N.D., Aghanejad A., Targeting mitochondria in cancer therapy: Insight into photodynamic
andphotothermal therapies, Life Sciences, 307 (2022) 120898

Wang Z., Liu F, Liu Y., Huyan Y., Muhammad M., XuY., Li H., Sun S., Mitochondria-targeted nanoplatforms building for in'situ ROS
generating photodynamic tumor therapy through reinforcing mitochondria apoptotic pathway, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 653,(2022) 129973

Karaman 0., Almammadov T., Gedik E., Gunaydin G., Kolemen S., Gunbas G., Mitochondria-Targeting Selenophene-Modified
BODIPYBased Photosensitizers for the Treatment of Hypoxic Cancer Cells, ChemMedChem 2019, 14, 1879-1886

Ajesh P. Thomas, L. Palanikumar, M. T. Jeena, Kibeom Kim and Ja-Hyoung Ryu, Cancer-mitochondria-targeted photodynamic therapy
with supramolecular assembly of HA and a water soluble NIR cyanine dye, Chem. Sci., 2017, 8, 8351-8356

3. Uvedené experimentalni ¢innosti vychazeji z praci publikovanych kolektivem autoru,
nliZete specifikovat Vas prispévek k vysledkiim?

Odpovéd:

Vyhledavani literarnich zdroja — reSerse literatury

Prace v laboratofi

v bioboxu, kultivace bunék, méfeni intenzity vyzafovani diodového zdroje, méreni

fluorescenénim spektroflorimetrem, spektrometrické méreni absorbance, zobrazovani

svételym a fluorescenénim mikroskopem, prace s hyperbarickou komurkou, pfiprava

hermeticky uzavienych kyvet pro méreni vytézku singletového kysliku

Pfiprava deéignu experimentu

méreni difuzibilidy kysliku

méreni excitacnich a emisnich spekter fotosenzitizéri

Tymova prace — vlastni provedeni experimentu

Spoluudast na vyhodnoceni a sepsani publikovanych praci

Mgr. Miroslav Varecha, Ph.D.

1. Na str. 9 uvadite: ,Cytosolové enzymy jsou méné nachylné k poskozeni k PDT. Tato
pozorovani souvisi s velice kratkou zZivotnosti singletniho kysliku ve vodném prostredi
oproti lipidové vrstvé.” Mohl byste zminit, jaké jsou pfiblizné doby Zivota singletového
kysliku ve vodném prostfedi a v lipidech. Jak si vysvétlujete vyssi nachylnost k poskozeni
ve spojitosti s rozdilnymi dobami Zivota singletového kysliku. Jak se lisi koeficienty difuze
singletového kysliku v téchto rozdilnych prostredich a jak tfeba samotna rychlost difuze
muze ovlivnit miru poskozeni?

Odpovéd:

Deaktivace singletového kysliku (102 ):

zarenim 1270nm (doba Zivota singletového kysliku v plynu 72minut)



fyzikalné a chemicky — interakce s rozpoustédlem, fotosenzitizérem, bun&énymi molekulami (
voda 3.5+ 0.5 ps zhaseni vibracemi OH skupin a chemicky za vzniku H20;, lipidy 14 + 2 ps,
bunééna suspense 10 * 3 ps, v burice 3 ps, fibroblasty 1,7 us)

V bunce 0, maze urazit fadové 100nm, velikost Zivoéidné buriky 10 - 100um.

Difuzni koeficient 02 ve vodé 2.01x10-5 cm2s-1 , v lipidech nizkd rozpustnost a difuzni
koeficient O,

Difuzni koeficient O; lipidovou membranou (1.2x10 -5 cm2/s pfi 25 °C).

V cytosolu je fada enzymu v nadbytku, a proto jejich oxidace/poskozeni mize byt snadno
nahraditelna neZ struktura v biomembranach.

Kdyz ve vodném prostfedi je doba Zivota 10, 3 us a urazi fadové 100 nm, pak pfi stejném
koncentraénim spadu, kdyZ je doba Zivota 102 v lipidech 4x vétsi, ale difuzni koeficient
poloviéni, teoreticky mizZe 'O, v lipidech urazit dvojnasobnou vzdélenost a jeho radius pro

poskozeni membranovych struktur je dvojnasobny.

Dédic R., Vyklicky V., Svoboda A , Hala J., Singlet oxygen lifetime dependence on photosensitizer concentration

in lipid films, Journal ofLuminescence131(2011)442-444

Baier J., FuB T, Polmann C., Wiesmann Ch., Pindl K., Engl R.,Baumer D., Maier M., Landthaler M., Baumler W., Theoretical and experimental
analysis of the luminescence signal of singlet oxygen for different photosensitizers, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology
87 (2007) 163-173

(Baier J., Maier M., Engl R., Landthaler M., Balumler W., Time-Resolved Investigations of Singlet Oxygen Luminescence in Water, in
Phosphatidylcholine, and in Aqueous Suspensions of Phosphatidylcholine or HT29 Cells, J. Phys. Chem. B 2005, 109, 3041-3046)

2. Pfiporovndvani rliznych senzitizér( uvadite nizsi tkariovou pronikavost svétla kratsich
vinovych délek. Mohl byste alespon priblizné kvantifikovat rozdily v pronikavosti
svétla delSich a kratSich vinovych délek.

Odpoveéd:

Absorbance
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Dabrowski J.M., Arnaut L.G., Photodynamic therapy (PDT) of cancer: from local to systemic treatment,

Photochem. Photobiol. Sci., 2015, 14, 1765

Clement M, Daniel G, Trelles M (2005) Optimising the design of a broad band light source for the
treatment of skin. J Cosmetic Laser Ther 7:177-189



3. Pfi méfeni produkce singletového kysliku ve fosfatovém pufru u senzitizérd ZnTPPS, a
ZnPcS; jste nezméfil Zadny vyznamny rozdil mezi vzorkem pufru s nizkou (0,4 mg/l) a
vysokou (36 mg/l) hladinou kysliku, avSak pfi méfeni produkce singletového kysliku v
Hela bunkach vystavenych dusikové atmosfére byl u téchto sensitizérti zméren
vyznamny rozdil v produkci singletového kysliku. Cim si to vysvétlujete?

Odpovéd:

Ve tkani je parcialni tlak kysliku od 30 do 60.0 mmHg (tj. od 1.2 do 2.4 mg/I)

Otazkou je, zda mdze u dychacich bunék klesnou koncentrace O, vyznamné pod 0,4 mg/|

PFi méreni respirace bylo asi 1 mil. bunék v 1 ml média, u méreni na desti¢kach 40 tis.

bunék na jamku v 100 ml, tj. v relativnim prepoctu pouze 2,5x vice média nezZ v respiraéni

cele, kde bylo 1 mil. bunék na 1 ml.

Respiracni kfivky ukazuji, Ze ubytky kysliku v ¢ase jsou velké — viz poc¢atecni respirace R,

dalo by se spocitat, na zakladé téchto tokd, jaka je teoreticka zbytkova koncentrace

kysliku v médiu s burikami za 20 minut inkubace pfi N2 atmosfére.
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Ubytek O2 v médiu v nmol.ml.s? = 1,5; tj. 0,024 mg.ml1.s%; tj. za 20 minut 29 mg.ml!
-v médiu o objemu 2,5x vétSim a pocatecni koncentraci O, 0,4 mg/ml by burikach pfi
stejnych respiracnich tocich vystacil O, na 0,4/(0,024/2,5) =42 s
-lze tedy usoudit, Ze v pfipadé méfeni na Zivych burkach bez pfisunu O, vystavenych N,
atmosfére bude celkova koncentrace kysliku vyznamné mensi nez u méreni s Cistym
pufrem

Védecka rozprava — otazky:

1. Mgr. Jaromir Vachutka, Ph.D — Méfili jste fluorescenéni absorpéni spektra za riznych
podminek atmosfér. Jak muizZe atmosféra fluorescencni spektrum zménit. Existuji
néjaké prace, kde by pozorovali zmény v disledku vnéjsich faktor(i nebo jak vas
napadlo takovou véc mérit?

Odpovéd: Pokud je fotosentitizér v okolnim prostfedi tak jsme si chtéli byt jisti, Ze to
okolni prostfedi nezméni vlastnosti fotosentitizéru a proto jsme to zméfili abychom
nastavili podminky pro méreni optimalnim zplsobem.

2. doc. Ing. Josef Hanus, CSc. — Rikali jste, Ze jeden fotosentitizér plisobi na jedny
struktury v burice, druhy syntetizér na jiné struktury v burice. Co by se stalo, kdyby se
dva fotosentitizéry smichaly? ‘

Odpovéd: Nesetkal jsem se s tim, Ze by se pouzivala smés fotosentitizér(. Je to



moznost k Uvaze.
doc. Ing. Katefina Bartori Tomankova a MUDr. Mgr. Robert Bajgar, Ph.D : se taky
vyjadfili, Ze o pouziti smési jesté neslyseli.

3. doc. Mgr. Bernard Vladan, Ph.D. — otazka ke zdroji svétla; To, co jste pouZivali byl
svépomocné vyrobeny zdroj svétla, pospajené komeréné dostupné diody. Bylo by
mozno ho pouZit jako zdravotnicky prostfedek?

Odpovéd: Kazdy pfistroj, kdyzZ se nazve zdravotnickym prostfedkem se dostava do
schvalovaciho schématu, kde ho musi schvalit pfislusné autority a je potfeba jej
vyrabét v certifikovaném provoze. Ale dnes jsou zdroje, které se mohou pouZit a maji
CE certifikaci.

mpola@email.cz




