Doc. RNDr. Jifina Skorpikovd. CSc.

Muizete mi zdlvodnit, pro€ jste si vybral pro in vitro studium bunééného poskozeni pravé linie A549, G361,
B16F0, Hela a NIH3T3? Ovéroval jste ticinky fotodynamickych reakci i na jinych modelech?

Tyto linie byly vybrdny s ohledem na aplikaci fotodynamické terapie v pfipadné klinické praxi. PDT se dd obecné
vyuZit vSude tam, kde je mozné aplikovat svétlo prostrednictvim svételného zdroje, napf. lokdIniho ozafovace
nebo za pomoci endoskopu (svétlovodu). PouZité nddorové linie byly tedy vybrdny pldvodem z mist lidského téla,
kterd jsou potenciondiné vhodnd pro aplikaci PDT. Napfiklad A549 — adenokarcinom plic — svétlo je mozno
pfivést bronchoskopem. G361 — lidsky melanom + B16FO — mysi melanom — povrchové ozdfeni, HeLa — nddor
délozniho hrdla virového pivodu — svétlo je mozZné privést endoskopem. Pouze linie NIH3T3 — mysi fibroblasty,
byla pouZita jako univerzdlni model na kterém je bézné ovérovdna cytotoxicita Ié¢iv a zdroveri jako model
nenddorové bunécné linie pro ovéreni netoxicity sensitizert bez pfistupu svétla.

Jaké je vyuziti nové zavedené metody méfeni mechanickych vlastnosti bunék v klinické praxi?
Predpokldddme, Ze v klinické praxi je mozné AFM vyuZit pro stanoveni tuhosti primdrnich bunéénych linii pfed a
po aplikované terapii nebo IéCiv. Kromé hodnoceni zmény ve vlastnostech nddorovych linii je moZno tuto
metodu pouZit také pro stanoveni zmény v morfologickych a mechanickych viastnosti u nenddorovych
bunécnych linii pohybového apardtu (chondrocyty, osteoblasty) po aplikaci Ié¢by. Ddle je mozné ovéfovat
vlastnosti i opotfebeni pouZitych tkdriovych néhrad napriklad v zubnim lékafstvi a ortopedii (zubni ndhrady,
kloubni vypiné a kloubni ndhrady). Primdrné ovsem AFM slouZi jako metoda zdkladniho vyzkumu.

Na strané 53 pouzivite pro modul pruznosti jednotku Arb. MuzZete vysvétlit pouziti této jednotky ve vztahu
k interpretaci vasich vysledki?

Pokud bychom chtéli pfi méfeni mechanickych vlastnosti prostfednictvim AFM dosdhnout absolutnich jednotek
Youngova modulu (Pa), je nezbytné nakalibrovat pomoci standardnich vzorkii (pro mékké vzorky, jako jsou
bunécné linie a nékteré tkariové ndhrady (matrice z kys. hyaluronové a nanovidken), uzivdime mékké a mékcené
polymerni vrstvy; pro tvrdé vzorky, jako jsou tvrdé tkériové ndhrady, uZivdme kovové a safirové substrdty. Pokud
nebudeme kalibrovat, budou jednotky Youngova modulu stanoveny v relativni jednotce, tzv. arbitrdrni jednotce
Arb.

MUDr. Dagmar Jirovd, CSc.

Na strané 55 je nedostatecny popis obrazku €. 15. Pokud obrazek definuje zmény mechanickych vlastnosti po
fotodynamické reakci, chybi tidaje definujici ozaFeni bunék.
Pro ozareni byly pouZity LED diody s vinovou délkou emisniho maxima 660 nm, FWHM 25 nm. Intenzita svétla
byla 10 mW/cm’ kontinudiné po dobu 25 min aZ do ddvky zéfeni 15 J/cm®.
Pro studium bunécné Zivotnosti jste pouzival MTT test. Jaké dals$i metody pro studium buné&éného poskozeni
by se daly pouzit?
® Stanoveni Zivotnosti pomoci trypanové modfFi
® MTS (3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)- 5-(3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4-sulfophenyl) -2H-tetrazollium).
MTS je vodou rozpustnd a tim pfekondvd nevyhody metody MTT (rozpustny pouze v organickém
rozpoustédie)

® XTT 3-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6nitro)benzene-sulfonic acid hydrate,
detekuje bunéénou metabolickou aktivitu. Je podobny MTT testu

® FDA je acetylovy derivdat zeleného fluorescencniho barviva fluoresceinu. Diky acetylovym skupindm
barvivo nefluoreskuje a je schopné difundovat skrz fosfolipidovou dvojvrstvu. FDA je pfitomna v
cytoplazmé.

Pro studium bunécného poskozeni je mozné vyuZzit celou fadu fluorescenénich a molekuldrnich metod.

e Casto vyuZivand je metoda detekce produkce reaktivnich forem kysliku (kyslikové nebo dusikové
radikaly),

® ddle je mozné stanovit bunéény cyklus poskozené bufiky
® stanovit poCet apoptotickych a nekrotickych bunék v kulture




® stanovit zménu mitochondridniho membrdnového potencidlu, ktery uddva pravdépodobnost rané fdze
(vzniku) apoptozy

stanoveni hladiny intraceluldrniho vépniku

stanoveni aktivace kaspdz vedoucich k apoptéze

stanoveni genotoxicity kometovou analyzou

stanoveni exprese stresovych geni atd.....

Jaky je pathofyziologicky mechanizmus pifednostniho vychytivani fotodynamicky aktivni latky v nddorové
tkani?
Diivodu pro preferencni vychytdvdni sensitizeru je nékolik:

ejiné pH v nddorovych burikdch

ezvyseny metabolizmus nddorové buriky

eaplikace a typ fotosensitizeru (1. a 2. generace) — sytémové fotosensitizéry se hromadi v kaZdé Iézi, lokdIni

fotosensitizéry se aplikuji do kaZdé léze zvlast,
ekeratinové vrstvy v nadorovych epitelech maji zvysenou permeabilitu
ezvysend propustnost kapildar v okoli nddoru

Pro zvyseni ucinnosti preferencniho vychytdvdni mizZeme sensitizer konjugovat se specifickymi nosi¢i — tzv.
sensitizery 3. generace.

oLDL (Low Density Lipoprotein) a albumin.

eHDL (High Density Lipoprotein) zvy$ené mnoZstvi receptord pro lipoproteiny, které vdzi molekuly PS.

eFotoimunoterapie — jednd se o metodu, kterd umoZriuje nékolikandsobné zvysit koncentraci
fotosensitizéru v nddoru a zdroveri omezit jeho mnoZstvi ve zdravé tkdni diky uZitim monoklondlinich
protilatek, riistovych faktort nebo peptidd, které se vdZi na receptory ristovych faktord.

eElektro-PDT — pfi pouZiti elektrickych impulzd na plazmatickou membrdnu se vyrazné zvysi transport ldtky
do bunék. Pasobenim intenzivniho elektrického pole mohou vzniknout pdry, kterymi fotosensitizér
mdzZe za urcitych podminek snadnéji pronikat do buriky.

eTeranostickad terapie (Iécba kombinujici diagnostiku s terapii). VyuZivé nanomateridly (napf. magnetické
Cdstice), které umoZriuji zejména prodlouZit ¢as, po ktery je ldtka schopna cirkulovat v krvi,
minimalizovat degradaci latky a vykazuji také vysokou schopnost specificky rozpoznat a navdzat se na
urcity povrch prostrednictvim specifického ligandu (ndhrada za lipozomy).

eUltrazvuk — pisobenim mechanického vinéni je mozZno zvysit propustnost membrdn nebo posilit
cytotoxicky ucinek IéCiva.

Prof. ing. Jan Hdlek, CSc.

e0d koho odebirdte sensitisery? — fy Syntezia, volné prodejné.

eProc vyuzivdte pro experimenty pravé mysi fibroblasty? - NIH3T3 — mysi fibroblasty, byla pouZita jako
univerzdlni model na kterém je béZné ovérovdna cytotoxicita Ié¢iv a zdroveri jako model nenddorové
bunécné linie pro ovéreni netoxicity sensitizeri bez pfistupu svétla. Mit stejné vzorky je podminkou na

in vivo experimentech.
Doc. ing. Josef Hanus, CSc.
eJaky typ reakce funguje u sonosensitiser? — Mechanické vinéni funkguje jako donor energie.

eMiiZe se v této souvislosti vyuZit i diatermie ? — Ano, pokud budou senzitizery citlivé na teplo, pfi lokdini
hypertermii je to také donor energie.




