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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zamétuje na porovnani studii, zejména preklinického a klinického
vyzkumu, které zkoumaji fotobiomodulac¢ni efekt svételného zaieni na sitnici oka. Zakladnimi
parametry pro srovnani byly typ svételného zdroje, vinové délka, ozarenost, energie, hustota
energie, délka ozafeni, interval ozéafeni, vzdalenost od mista plsobeni a typ biologického
systému. Ve vétSiné studii byl zkouman retindlni pigmentovy epitel, ktery obsahuje velké
mnozstvi mitochondrii, jejichz aktivita je nezbytna pro spravné fungovani oka. Vysledkem
prace bylo ovéfeni hypotézy, ze parametry svétla pouzivaného pii fotobiomodulaci se mezi
studiemi lisi natolik, Ze je obtizné na jejich zéklad¢ vyvinout spolehlivou metodologii vedouci
k dlouhodobym pozitivnim G¢inkiim a navrhnout pravdépodobny fotoakceptor svételného
zateni. Porovnani studii ukézalo, Ze parametry ozareni jsou si ve vybranych studiich podobné,
pfesto je nutny dalsi vyzkum pro volbu jejich nejvhodnéjsi kombinace. Kli¢ovymi
fotoakceptory se jevi byt cytochrom c oxiddza obsazena v mitochondriich a oxid dusnaty,
nemuseji vSak byt jedinymi fotoakceptory v sitnici. Vzhledem k velkému terapeutickému
potencidlu fotobiomodulace jako neinvazivni metody 1é¢by riznych onemocnéni sitnice se
ukazuje dulezité pokracovat ve studiu bunéénych mechanismli a vhodnych kombinaci

parametrt 1écby fotobiomodulaci.

Kli¢ova slova: fotobiomodulace, laser, svételné diody, sitnice, cytochrom ¢ oxidéza, retinalni

pigmentovy epitel



Abstract

This bachelor's thesis focuses on a comparison of studies mainly preclinical and clinical
research that investigate the photobiomodulatory effect of radiation on the retina. The main
parameters for comparison were the type of light source, wavelength, irradiance, energy, energy
density, irradiation time, treatment interval, distance from the point of exposure and type of
biological system. In most studies the retinal pigment epithelium was examined. The retinal
pigment epithelium contains a large number of mitochondria which activity is essential for the
proper function of the eye. A result of this thesis was to verify the hypothesis that the parameters
of light used in photobiomodulation vary between studies so much that it is difficult to develop
areliable methodology leading to long-term positive effects and to propose a plausible
photoacceptor of light radiation. Comparison of the studies showed that the irradiance
parameters are similar in the selected studies yet further research is needed to select the most
appropriate combination of these parameters. Cytochrome ¢ oxidase contained in mitochondria
and nitric oxide appear to be the key photoacceptors but they may not be the only
photoacceptors in the retina. Given the great therapeutic potential of photobiomodulation as
a noninvasive treatment of various retinal diseases, it appears to be important to continue to

study cellular mechanisms and appropriate of parameters for photobiomodulation therapy.

Key words: Photobiomodulation, Laser, Light-emitting diode, Retina, Cytochrome ¢ oxidase,

Retinal pigment epithelium
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UVOD

Jiz déle nez 50 let od vynalezu laseru je znamé, Ze nizkouroviiové viditelné svétlo a blizké
infradervené zareni (NIR, z angl. ,,Near-Infrared Radiation)! podporuji hojeni ran hlubokych
tkani a nervi, snizuji zanéty a otoky, a také napomahaji predchazet bunééné smrti. Od té doby
bylo publikovano velké mnozstvi klinickych a laboratornich studii zabyvajicich se jak
primarnimi mechanismy, tak kaskadami sekundéarnich ucinki NIR, které jsou spojovany
s dal$imi systémovymi a lokalnimi tkanovymi efekty (Huang et al., 2009). Pozitivni ucinky
NIR byly dokumentovany randomizovanymi dvojité zaslepenymi studiemi v mnoha oblastech,
jako jsou onemocnéni pohybového apardtu, napi. osteopordéza (Shokri et al., 2023),
tendinopatie (Bjordal et al., 2006; Stergioulas et al., 2008) a svalova tnava (Leal Junior et al.,
2009; Tomazoni et al., 2019) nebo také v neurologii, napf. pti poranéni perifernich nervi (Salari
et al., 2022; Yigit & Ordahan, 2023), u mrtvice (das Neves et al., 2020; Paolillo et al., 2023)
ale 1 pti bolestech zad (Tomazoni et al., 2021; Nardin et al., 2022), krku (Gur et al., 2004) nebo
poranéni kiize a sliznic (Schubert et al., 2007; Ozcelik et al., 2008; Elmelegy, 2023).

Pti nizkouroviové svételné terapii (LLLT, tj. z angl. Low Level Laser Therapy) je
vyuzivana oblast viditelného cerveného svétla nebo NIR k 1é¢bé zranéni nebo patologickych
stavi ulidi ¢1 zvifat. V tomto procesu probihd fotochemickéd reakce, kterd se podoba
fotosyntéze v rostlinach, kde pohlcené svétlo nasledné vyvolava chemické zmény v bunkach.
Svétlo vytvofené laserem nebo systémem svételnych diod (LED, tj. z angl. Light-Emitting
Diode) mé obvykle spektralni rozmezi 600—-1000 nm a hustotu energie 1-20 J/cm?. Ozéafenost
se pak velmi li$i dle vyuZiti terapie a pouziti zdroje zafeni. Obecné muZe nabyvat hodnot
0,005-1 W/cm? (Huang et al., 2011).

Dtive se ptedpokladalo, ze terapeutickych ucinkt svétla lasert, které byly hojn€ pouzivany
do konce devadesatych let minulého stoleti, bylo dosahovano pomoci jejich specifickych
vlastnosti spojenych s koherenci, monochromati¢nosti, kolimaci a smérovosti. Ptestoze jiZ
v této dobé byly zndmy LED, které byly levnéjsi nez lasery, pfi pouZiti v terapii nejprve
nedosahovaly ocekavanych vysledkid, ato zejména kvili nizkym nestabilnim vykonim
a Sirokym vinovym pasmim. Starym LED tehdy chybély specifické dlouhé vinové délky, jako
napf. 633 nm, kterd je typickd pro moderni helium-neonovy (HeNe) laser. S ndstupem nové

generace LED doslo k velkému rozmachu jejich vyuZiti ve svételné terapii a od zastaralych

"' NIR zafeni se nachazi v blizkosti viditelného svétla v infraerveném spektru, pfi¢emz jeho vlnové délky jsou
obvykle mezi 0,7 a 2,5 um (Bec¢ et al., 2020).



laserti se zacalo postupné ustupovat (Kim & Calderhead, 2011). Divodem popularity LED bylo
zlepSeni jejich vlastnosti diky interferenci, ke které v novych zdrojich zafeni dochazelo.

V zéti roku 2014 bylo organizovéno zasedani pod zastitou Severoamerické asociace pro
svételnou terapii a Svétoveé asociace pro laserovou terapii, kde byly diskutovany klicové body
pouziti spravného ndzvoslovi spojeného se svételnou terapii. Mezinarodni konsenzus vedl
k zavedeni terminu fotobiomodulace (PBM, tj. z angl. Photobiomodulation) a odklonu od

vyrazu ,,nizkouroviova“ tedy zkratky LLLT (Anders et al., 2015), a to zejména ze tii diivodu:
a) termin ,,nizkourovnova“ nebyl definovan a nikdo piesné€ nevéd¢l, co znamena;

b) postupné se zavadeély svételné zdroje na principu LED, termin ,laser* se tedy stal

nevhodnym,;

¢) PBM miize mit jak inhibi¢ni, tak stimula¢ni G¢inky pfi pouziti svétla o stejné vinové
délce, ale vyssi hustoté energie, coz ukazuje bifdzickd odezva na davku (Hamblin,

2018).

Nedilnou souc¢ésti dne$ni doby jsou elektronické zatizeni a svételné zdroje, jako jsou napf.
LED lampy, zarovky, zativky, ale i monitory televizi, pocitac, tabletti nebo telefonti. Ty jsou
zdrojem zejména tzv. modrého svétla. Svétlo okolo 460—480 nm je pro nds jednim ze signald,
abychom ziistali vzhiru, bdéli a neusnuli (Oh et al., 2015a; Dong et al., 2019). Toto spektrum
vSak tésn¢ navazuje na spektrum, které mize poskozovat sitnici oka (420-440 nm),
a to indukovanim produkce reaktivnich sloucenin kysliku (ROS, tj. z angl. Reactive Oxygen
Species) v mitochondriich bun¢k retindlniho pigmentového epitelu (RPE). Produkce ROS mtize
vést ke zménam v deoxyribonukleové kyseliné (DNA, tj. zang. Deoxyribonucleic Acid)
a nasledné apoptdze. Vékem podminénd makularni degradace (AMD, tj Age-Related Macular
Degeneration) je piikladem zavazného degenerativniho onemocnéni oc¢i, které miize byt

zpusobeno zvysSenou expozici modrému svétlu (Rezai et al., 2008; Chamorro et al., 2013).



1 CIL PRACE A HYPOTEZA

1.1 Cil prace

Cilem bakalatské prace je provést dikladnou analyzu studii zamétenych na PBM a jeji
ucinky na sitnici oka s dirazem na metodické pristupy. Srovnani bude zahrnovat klicové
parametry, jako jsou vlnova délka svétla, intenzita a davka svétla, doba expozice, typ
biologického systému (buiiky, tkané, zvifeci modely ¢i dobrovolnici a pacienti) a sledované
biologické a molekularni parametry.

Vysledkem prace bude identifikace optimalnich hodnot jednotlivych parametra a stanoveni
nejpravdépodobnéjsich tkanovych fotoakceptorti zodpovédnych za fotobiomodula¢ni G¢inky

svétla.
1.2 Hypotéza

Hypotéza formulovand pro tuto préaci piedpoklada, ze parametry svétla pouzivaného pii
PBM, stejné jako doba a frekvence expozice, se mezi studiemi lisi natolik, ze je obtiZzné
na jejich zakladé¢ vyvinout spolehlivou metodologii vedouci k dlouhodobym pozitivnim
ucinklim. S tim souvisi ovéfeni hypotézy, Ze za fotobiomodulaéni ucCinky svétla jsou

zodpovédné konkrétni tkanové fotoakceptory.
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2 ZDROJE ZARENI PRO FOTOBIOMODULACI

Od nepaméti byly slune¢ni paprsky vyuzivany v 1écebnych metodach. Prvni zminky
¢inské mediciny. V soucasnosti je hojn€ vyuzivano k 1€cbé riznych patologickych stavii
uméle vytvorené svételné zareni (Heiskanen & Hamblin, 2018).

V této kapitole jsou popsany lasery a LED jako zdroje zéaieni. Dale jsou uvedeny jejich
zasadni rozdily, a nakonec je zaméfena pozornost na volbu parametrti pro biologické

experimenty, které tyto zdroje vyuzivaji.
2.1 Laser

Prvnim, a také star§im pouzivanym zdrojem zafeni, je laser. Jeho nazev je zkratkou
slovniho spojent ,,Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation®, které popisuje
jev, na jehoz zaklad¢ lasery pracuji. Tento zdroj svétla vyuziva stimulované emise aktivnich
¢astic buzenych vnéj$im zdrojem energie (svétlo, elektfina, chemicka reakce). Elektrony se
dostavaji do excitovaného stavu, ale okamzité ptechazeji do nizsi energetické hladiny. Foton
vznikly timto jevem pak vede k emisi dalSich fotontl o stejné energii a paprsek svétla se tak
zesiluje. Systémem zrcadel je svételny tok odraZen tam a zpét, coZ vede k dal§imu zesileni.
Posledni zrcadlo neodrazi paprsek zcela a svétlo tak mize unikat z dutiny laseru (Heiskanen

& Hamblin, 2018).

2.2 Svételné diody

Druhym prozkoumanym zdrojem zafeni jsou LED, pracujici na principu netepelného
vyzafovani svétla pomoci tenké vrstvy polovodic¢l. Stejné jako u diodovych laseri
obsahuji LED tzv. PN piechod. Prichodem proudu diodou pies PN piechod dochazi
k rekombinaci elektrond z ¢asti typu N (s pfebytkem volnych elektront) do casti typu P
(s nedostatkem volnych elektronil), coz vyvolava vytvoreni svételného paprsku (Dolecek,

2005). Schéma LED je znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1: Schéma LED popisujici zakladni princip fungovani diody. Po privodu elektrického proudu do LED, dochazi
k reorganizaci elektronii z oblasti P, kde se nachazi prebytek elektronii, do oblasti N, kde je nedostatek elektronii.

Nasledné dochazi k emisi fotonii z oblasti PN prechodu. Zdroj: Viastni zpracovani dle Bhattarai et al. (2024)

V roce 1998 piedstavil Harry Whelan novou generaci diod tzv. ,,NASA LED* (Whelan
et al., 2000). Tyto svételné zdroje mély vyrazné lepsi vlastnosti a vyzkumnikim se tak

oteviely nové moznosti jejich vyuziti.
2.3 Porovnani vlastnosti svételnych diod a lasertu

Fotobiomodulaci se ve spojitosti s lasery v minulosti vénovala velka pozornost a vzniklo
mnoho studii zabyvajici se pozitivnimi u¢inky cerveného zafeni a NIR vytvofeného témito
zdroji. Proto se také predpokladalo, Ze jsou pozitivni ucinky na cilové buiky spojené
s vlastnostmi laseru, jako je koherence, monochromati¢nost, polarizace a kolimace. Dal§im
dalezitym jevem spojovanym s lasery je tzv. ,speckle” fenomén. Ten popisuje strukturu
svételného paprsku, napt. laserového ukazovatka. Pfi peclivém zkoumani se paprsek
pozorovateli jevi jako sloZeny z jasnych svételnych bodd, které jsou neustéle v pohybu a mohou
byt popsany urCitymi charakteristikami, napf. polarizaci. Pravé tyto jednotlivé intenzivni
paprsky (body) polarizovaného svétla pak byly spojovany s reakcemi s piisluSnou absorbujici
molekulou tkané (Kim & Calderhead, 2011). Vyhodou laserd je velmi tzka Sitka pasma
vzniklého paprsku, kdy miiZe rozdil dosahovat pouze zlomku nanometru.

Paprsek produkovany LED je naopak nekoherentni a jeho Sitka pasma ma zaroven vétsi
rozsah (Heiskanen & Hamblin, 2018). DalSim rozdilem je pak fenomén zvany interference,
ktery se zaCal objevovat u LED nové generace. Prestoze zdroje se starSi generaci LED
sestavajici se z jedné diody produkovaly vyraznou intenzitu fotonli, nebyla takova intenzita

z daleka dostatena pro vyvolani fototerapeutickych ucinki v cilovych bunkach. Pokud mély

12



ale svételné zdroje snovou generaci LED umisténé diody v rovinném poli ve vhodné
vzdalenosti od sebe, dochazelo pak k interakci paprskll v misté, kde se vzajemné stfetdvaly.
Nasledkem tohoto jevu, zvaného interference, dochazelo pii ozafeni ke zvyseni hustoty fotoni
a zadané fotochemické reakci (Calderhead, 2007).

Jednou z komplikaci, ktera maze nastat pfi zavedeni vétSiho mnozstvi LED do rovinného
pole, je produkce tepla. LED maji G¢innost pfemény energie na svétlo pfiblizn¢ 20-30 %,
a zbyvajici energie se uvoliiuje jako teplo, které je nutné odvadét napiiklad pomoci chladict.
Nicméné, LED umoznuji aplikaci svétla na vétsi plochu tkané, coz neni mozné s lasery. DalSim
vyraznym rozdilem mezi lasery a LED je nizsi vyrobni cena diod, coZ umoznuje dostupnost
LED svételnych zafizeni pro domaci pouziti (Heiskanen & Hamblin, 2018). Vzhledem
k rostoucimu vyuzivani LED jako zdroji zafeni je diskutabilni, zda G¢innost PBM zavisi

na vlastnostech, jako je koherence paprsku.
2.4 Volba parametrii pro experimenty vyuZivajici fotobiomodulaci

Vzhledem k riiznym vlastnostem a variabilit¢ moznych zdrojt zafeni pouzivanych v PBM
je ziejmé, Ze je spravna volba parametrii v jednotlivych experimentech zasadni. Publikované
studie Casto nemaji jednotny pfistup k vybéru parametri a ncktefi autofi zavadéeji rtzné
terminologie. Naptiklad Huang et al. (2009) navrhli zptisob hodnoceni a rozdéleni specifikaci

svétla pro 1écbu pomoci PBM. Zaméfili se na rozdéleni parametrti do dvou sad:

a) popis z hlediska ,,léku* v tomto ptipad¢ specifik zafeni (Tab. 1);

b) popis z hlediska ,,davky* tedy délky ozatfovani (Tab. 2).

Vyzkumnici doporucuji pro navrh 1écby pomoci PBM nasledujici postup: Nejprve jsou
vybrany a definovany Ctyfi parametry z Tab. 1, které popisuji zafeni jako ,,1ék* a nasledné se

zvoli délka ozareni, kterd odpovidd popisu zarfeni z hlediska ,,davky*. Rozdé¢leni ukazuje,

ze specifika zafeni jsou kvalitativnim ukazatelem a délka ozatovani je ukazatel kvantitativni.
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Tab. 1 : Popis jednotlivych parametrii vztahujicich se k oznaceni zarenti z hlediska ,,léku . Zdroj: Viastni zpracovani dle Huang

et al. (2009)

Parametry zareni ,,lék“

Parametr’ Jednotka Komentar
Vlnova délka nm Elektromagneticka energie Sifici se v mnespojitych
svazcich.
Ozarenost W/cm? Casto zvana jako intenzita nebo hustota vykonu,
vypodet: ozafenost = vykon (W) X plocha (cm?).
Struktura pulsu Maximalni vykon (W) Jestlize je paprsek pulsni, vykon je oznaCovén jako
Frekvence pulsu (Hz) pramérny vykon a je pocitan nésledovné: primérny
Sitka pulsu (s) vykon (W) = maximalni vykon (W) X Siika pulsu (s)
Pracovni cyklus (%) X frekvence pulsu (Hz). Pracovni cyklus popisuje,

Koherence

Polarizace

Délka koherence zavisi
na spektralni Sifce
pésma.

linearné polarizované,
cirkularné polarizované

kolik procent zcelkového cCasu jednoho cyklu je
zafizeni zapnuto a produkuje paprsek.

Je znamo, Ze koherentni svétlo, které vytvaii laserovy
»speckle® hraje vyznamnou roli v pouziti PBM.

Polarizované svétlo miize mit jiné u¢inky nez identické
nepolarizované svétlo. Je znamo, Ze polarizované
svétlo je velmi rychle rozptyleno v prostiedi, jako jsou
tkané (pravdépodobné v ramci nékolika prvnich stovek

um).

*Parametry popisuji samotné zdieni bez vztahu k ,, ddvce “ tedy mnozstvi a délce ozarovani daného mista.

Tab. 2: Popis jednotlivych parametrii vztahujicich se k oznaceni zareni z hlediska ,,davky*. Zdroj: Vlastni zpracovani dle

Huang et al. (2009)

Parametry délky ozareni a dodané energie ""davka"

Parametr”

Jednotka

Komentar

Energie

Hustota energie

Délka ozafeni

Interval oSetfeni

J/em?

hodiny, dny, tydny

Energie je pocitana nasledovné: energie (J) = vykon
(W) x Cas (s). Praveé tento vztah misi "lék" a "davku"
a opomiji zafeni.

Hustota energie je béZznym vyrazem pro davku v PBM,
coz opét misi "davku" a "1ék" do jednoho potencialné
nespolehlivého vyrazu, jelikoz predpoklada reciprocni
vztah mezi ozafenosti a Casem.

Jako moznym vychodiskem se jevi definice Ctyf
parametril z Tab. 1 a poté volba délky ozafeni jako
"davky".

Efekt délky ozafeni neni zcela probadany, nicméné je
znam dostatek informaci pro jeho zafazeni mezi
dilezité parametry.

*Parametry popisuji zdieni ve vztahu k ,,davce “, tedy mnozstvi a délce ozarovani daného mista.

14



3 ODPOVED SYSTEMU NA DAVKU

Pro popis davky zafeni se ¢asto vyuziva energie (J) nebo hustota energie (J/cm?) pro niz
plati vztah:
Energie (J) = Vykon (W) x Cas (s)

Samotna energie se tedy skladd ze dvou parametrii, které nemohou byt zanedbany, jelikoz
mezi nimi nemusi nutn¢ existovat linearni vztah ve vztahu k biologickym systémtim. Pfi zméné
parametrii, napi. zdvojnasobeni vykonu a zaroven sniZzeni Casu plisobeni na polovinu,
zustava sice hodnota energie stejnd, ale Casto vyvolava rozdilnou biologickou odpovéd’ (Huang
et al., 2009).

Tato kapitola se zamétuje na zplsob, jakym biologicky systém reaguje na davku ozafeni,
zejména na vyznamny jev souvisejici s mnozstvim energie dodané za urcitou jednotku Casu,

zvany bifazickd odezva na davku.
3.1 Bifazicka odezva na davku

Pro popis ucinkt davky zareni je v PBM casto vyuzivana tzv. bifazickd odezva na davku,
kterou popisuje Arndt-Schultziiv zakon. Ktivka, obvykle ve tvaru ,,U* nebo ,,J*, vyjadiuje vztah
mezi davkou ozafeni a odpovédi biologického systému. Pti nizkych davkach zateni pozorujeme
mirnou pozitivni odpovéd’. Jakmile ddvka dosdhne k hornimu limitu pozitivni odpovédi,
negativni odpovéd’ zacina prevladat a postupné stoupd se zvysujici se ddvkou. Tuto bifazickou
kiivku je mozné vyuzit pro popis piepokladané odpoveédi na davku svétla na subbunécné,
bunécné, tkanove iklinické trovni (Huang et al., 2009). Tento jev je velmi dobfe znam
v toxikologii a nazyva se hormeze (Calabreseci, 1999). Hormeze je popisovana jako fenomén,
vyznacujici se mirnou stimulaci méfené funkce pii nizké davce a inhibici pfi davce vysoké.
Vznika bud’ v dasledku kompenzaénich biologickych procesti po pocatecnim naruSeni

homeostazy, nebo pfimou stimulacni ¢i inhibicni reakci (Calabrese & Baldwin, 2002).
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3.2 Modely odezvy na davku v toxikologii

Po dlouhou dobu se v toxikologii vyuzivaly zdkladni modely pro popis odezvy na
davku — linedrni a prahovy. Tyto modely vSak nedokazaly vysvétlit nékteré biologické reakce,
které neodpovidaly témto tradiénim pfistuptim. Linedrni model ptedpoklada, ze odpoved
na davku je pfimo umérna mnozstvi podané latky, tedy s rostouci davkou se odpovéd’ umérné
zvysuje. Prahovy model navrhuje, Ze odpovéd’ na davku zacina az po piekroceni urcité prahové
hodnoty, pod kterou neni zadna odpovéd’ zaznamenéna. Po piekroceni tohoto prahu se odpoved’
na davku opét umérné zvysuje. Nicméng, tyto modely nedokazaly vysvétlit nékteré pozorované
biologické reakce, které byly neobvyklé. Fenomén, zndmy jako hormeze, popisuje situaci, kdy
s niz§i davkou klesd odpoveéd’ pod kontrolni Uroven, po prekroceni urc¢ité hodnoty dochazi
ke zvySovani odpovédi nad kontrolni uroveii (Calabrese, 2002). Grafické znazornéni téchto tii

modelil je uvedeno na Obr. 2.

|
|

Linearni model Prahovy model Hormeze

""""""""""""" ~ee Odpovéd
Kontrola

Odpovéd F=--=-============mg====='  Odnoyéd F—————f----====~g-=-==-  Odpovéd R------=-><----=- nggmmn=

Keontrola

Davka —» Davka —»

Obr. 2: Zavislost odpovédi na davce pomoci modelu linearniho, prahového a hormeze. Linearni model — odpovéd’ linedarné
stoupa s davkou, prahovy model — odpovéd’ zacind stoupat po dosazeni prahové davky pro odpoved' P; hormeze — bilaterdrni
odpoved'’: s nizsi davnou klesd odpovéd pod kontrolni uroven, po prekroceni urcité hodnoty dochdzi ke zvySovani odpovedi nad

kontrolni uroven. Zdroj: Vlastni zpracovani dle Calabrese (2002)

Studie, jako naptiklad Calabrese z roku 2002, poskytuji ditkazy o tomto jevu a naznacuji,
ze hormeze miize byt univerzalni biologickou reakci na riizné typy stresort, véetné chemickych
latek a zafeni. Z tohoto diivodu je dillezité pti zkoumani odpovédi na davku zvaZovat nejen
tradicni linedrni a prahové modely, ale také model hormeze, ktery poskytuje Sirsi

a komplexné;jsi pohled na biologické reakce na riizné urovné expozice.

16



4 BUNECNY MECHANISMUS FOTOBIOMODULACE

Fotobiomodulace se stala stfedem z4jmu diky své moznosti ovliviiovat rizné
bunécné procesy na molekuldrni urovni. Ocekava se, ze PBM bude podporovat hojeni ran,
regeneraci tkani, snizovat zanét a bolest, a také zlepSovat funkce imunitniho systému. Klicovou
roli v tomto procesu hraji mitochondrie, jako energeticka centra bunék, ktera jsou hlavnimi
misty produkce adenosintrifosfatu (ATP) prostfednictvim dychaciho fetézce (Kodicek et al.,
2022). Zvysena aktivita mitochondrii zlepSuje zasobovani bun¢k energii, coz podporuje jejich
regeneraci, proliferaci a celkové zdravi. Fotobiomodulace ma potencial zlepSit funkci
mitochondrii, zvysit produkci ATP a modulovat produkci ROS, které hraji vyznamnou roli
v buné¢né signalizaci a stresové odpovédi. Svétlo vSak nemusi ovliviiovat pouze mitochondrie.
Muze také ovliviiovat dalsi fotoreceptory a molekuly v buice, coz pfispiva k celkovému
terapeutickému u¢inku PBM (Chung et al., 2012).

Fotoreceptory jsou specializované molekuly nachazejici se ve smyslovych organech, jako
je oko. Vsitnici miZeme nalézt fotoreceptory zvané tyCinky a Cipky. Jejich tkolem je
transdukce svételného zafeni do biochemickych a elektrickych signdll, coz je zacatkem
zpracovani zrakovych informaci (Obr. 3). Nespecializované molekuly, které mohou absorbovat
svételné zafeni, se nazyvaji fotoakceptory. Tyto molekuly se velmi cCasto nenachazeji
ve specializovanych organech pro detekci svétla, ale jejich absorpce fotond se povazuje

za klicovou pfi PBM (Rojas & Gonzalez-Lima, 2011).

RPE

Retinalni gangliova

burika ‘ Zevni segment
Bipolarni burika fotoreceptoru
NIR
&= l—
Efekt fotoakceptoru: Efekt fotoreceptoru:
FOTOBIOMODLUACE FOTOTRANSDUKCE

Obr. 3: Znazorneni procesu fototransdukce zprostiedkované fotoreceptorem a fotobiomodulace zprostiedkované

fotoakceptorem po dopadu NIR na sitnici oka. Zdroj: vlastni zpracovani dle Rojas a Gonzalez-Lima (2011)
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V této kapitole jsou popsany molekuly absorbujici svételné zafeni, zejména cytochrom
c oxidaza (COX) a oxid dusnaty (NO). Dale jsou ptedstaveny ROS, které jsou produkovany jak
NIR, tak modrym svétlem.

4.1 Chromofory

Casti molekul, které absorbuji svételné zéafeni, se nazyvaji chromofory. Tyto struktury se
obvykle vyskytuji ve formé¢ konjugovanych systémt n elektroni nebo kovovych komplexi,
které molekuldm dodévaji specifické zbarveni (Huang et al., 2009). V téchto ¢astech molekul
dochazi k elektronovym piechodim, které urcuji spektralni pasmo absorpce molekuly (Muller,
1994). Chromofory Ize nalézt v biologickych strukturach, jako je chlorofyl, fytochrom nebo
bakteriorodopsin (Karu, 1999). Nékteti autofi oznacuji celé molekuly, které absorbuji svételné
zateni (fotoakceptory) jako chromofory. Piikladem takové molekuly miize byt komplex
IV dychaciho fetézce, COX, nebo mala molekula oxidu dusnatého, ktera ptsobi jako inhibitor

COX (Chen et al., 2009).

4.1.1 Cytochrom c oxiddza

Savéi enzym COX znamy také jako komplex IV dychaciho fetézce obsahuje
13 proteinovych podjednotek, dvé redoxni centra médi (Cua a Cug) a dvé hemova centra
(hem-a a hem-a3). Pfenosem ¢tyt protont na molekularni kyslik (za tvorby dvou molekul vody)
piispiva COX k tvorbé protonového gradientu, ktery pohani ATP syntazu (Hamblin, 2018).
Proces zacind ptenosem elektront z redukovaného cytochromu ¢ do centra Cua a hem-a, poté
do péaru hem-a; — Cug, kde dochazi k redukei kysliku na vodu (Hallén et al., 1993). ZvySeni
protonového gradientu, membranového potencidlu mitochondrie a aktivity ATP syntazy
pomoci PBM prokézali jiz Passarella et al. (1984) ozafenim mitochondrii izolovanych
z jater potkana laserem HeNe o vinové délce 632,8 nm. Autoii Pastore et al. (2000)
ozéfili purifikovanou COX zhovéziho srdce také HeNe laserem o vinové délce
632,8 nm asledovali reakci enzymu s redukovanym cytochromem ¢ jako substratem.
Spektrofotometricky stanovovali rychlost oxidace substratu (nmol/min) a porovnanim s reakci
neozatfeného enzymu s redukovanym cytochromem c potvrdili zménu reaktivity enzymu a jeho
pfimou interakci se svétlem.

Dalsi skupina vyzkumnikli zkoumala strukturni zmény purifikované COX z hovéziho
srdce za pouziti Nd-YAG laseru o vlnové délce 532 nm a naznacili, Ze hem-a nebo par

hem-a3 — Cug mohou hrét roli v mechanismu absorpce fotontt COX (Hallén et al., 1993).
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4.1.2 Oxid dusnaty

Jednou z moznych hypotéz vysvétlujicich pozitivni ti¢inky svétla na poskozené buiiky, je
teorie fotodisociace NO absorpci fotonu ¢erveného nebo NIR svétla. Vyssi koncentrace NO
jsou ocekavany u poskozenych nebo hypoxickych bunék, proto se u nich predpoklada vyssi
ucinnost terapie PBM (Chen et al., 2009). Jako inhibitor COX se NO nekovalentné vaze
na misto mezi hem-a; a Cug. Jeho odbouravani zvysuje aktivitu COX, coz pfispiva k tvorbé
a udrzeni protonového gradientu v mitochondrii (Sarti et al., 2012). Podle Chena et al. (2009)
by zvysena aktivita COX mohla vysvétlovat zvySeni hladin ATP, cozZ je jeden z nejCastéjSich

pozorovanych jevi pii pouziti PBM (tTab. 4, str. 31).
4.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku nebo reaktivni slouceniny kysliku jsou malé a velmi reaktivni
molekuly nebo volné radikaly (chemicka individua s jednim neparovym elektronem), které
vznikaji jako derivaty kysliku. Mezi n¢ se fadi napt. superoxidovy anion (O2"*), peroxid vodiku
(H202) nebo hydroxylovy radikal (OHe). Superoxidovy anion vznikd jednoelektronovou
redukei kysliku a mize se samovolné nebo za katalyzy enzymem superoxid dismutidzou
pfeménit na peroxid vodiku, dal$i silné oxidacni Cinidlo. Jednim z nejsilné€jSich oxidantt
v ptirod¢ je hydroxylovy radikal. Ten vznika ¢aste¢nou redukci (uplnou redukei vznika voda)
peroxidu vodiku (Turrens, 2003). Reaktivni formy kysliku hraji dilezitou roli v riiznych
fyziologickych 1 patologickych procesech. Pfispivaji k vyvoji bunék, jejich proliferaci,
diferenciaci a také k apoptoze (Yang et al., 2023). Rizné typy ROS mohou byt indukovany jak
svétlem Cervenym a NIR (Callaghan et al., 1996; Chen et al., 2011), tak svétlem modrym
(Eichler et al., 2005).

4.2.1 Reaktivni formy kysliku indukované Cervenym zdienim

Autofi Callaghan et al. (1996) zkoumali tvorbu ROS ozafenim lidskych hematopoetickych
bun¢k GaAlAs laserem (660 nm) pfi riznych hustotach energie. Popsali zvySené hladiny Oz
a H,O, v Case, ale neposkytli bliz§i popis bunééného mechanismu. Jind studie potvrdila
spojitost mezi zvySenou proliferaci bun€k a stoupajici hladinou ROS po ozéfeni lidskych
keratinocytli diodovym laserem (780 nm). Pfidanim enzymu superoxiddismutdzy a katalazy
autofi potlacili zvySeni proliferace bunék (Grossman et al., 1998). Dalsi skupina vyzkumnikt
vyuzila diodovy laser, tentokrat s vinovou délkou 810 nm pro ozafeni mySich fibroblastl

po dobu v rozmezi 7 sekund az 5 minut tak, aby bylo dosazeno riiznych hustot energie.
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Pozorovali zvySeni produkce ROS, které mélo dle autori za nésledek aktivaci skupiny
transkripénich faktori NF-kB (Chen et al., 2011).

Existuje mnoho dal$ich studii zabyvajici se produkci ROS v dasledku piisobeni ¢erveného
zaeni a NIR, napf. v lidskych epitelidlnich bunkadch HelLa (Zhang et al., 2008), buiikach

adenokarcinomu plic (Wu et al., 2009) nebo v mysich neuroblastomech (Kao et al., 2023).
4.2.2 Reaktivni formy kysliku indukované modrym svétlem

Eichler et al. (2005) ozafili buniky srde¢niho svalstva a spermie halogenovou lampou
(400-500 nm) a zjistili zvySené mnozstvi ROS, avSak bez prokazané spojitosti s COX. Autofi
usuzuji, ze produkce ROS byla spojena s flaviny, které neabsorbuji svétlo s vinovou délkou nad
500 nm. In vitro studie zamétend na melanomové buiky a jejich ozéfeni zdrojem svétla LED
(450 nm) ukazala nartst poskozeni bunécnych stén a zvyseni hladin ROS. Po ozafeni doslo
k uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie do cytosolu, coz mize byt spojovdno se sniZenim
membranového potencidlu mitochondrii, zavislém na nariistu hladiny ROS. Vysledky dalsi
Casti studie in vivo, ve které autofi s vyuzitim zdroje svétla LED (450 nm) ozafili mysi
naoCkované melanomovymi buiikkami, ukdzaly zpomaleni rdstu melanomu ve srovnani
s kontrolni skupinou (Oh et al., 2015b). Lidsky osteosarkom byl ozafen modrym svétlem
o vlnové délce 450 nm o riizné hustoté energie. Jako zdroj zateni vyuzili autoti LED, a potvrdili
moznou spojitost mezi indukovanou apoptézou zkoumanych bunék a zvySenim hladiny ROS
(Yang et al., 2023). Ve stejném roce, jina skupina vyzkumnikii provedla experiment na lidskych
osteosarkomovych buiikach, které ozafili zdrojem s LED (s maximem 448 nm) a zkoumali
zivotaschopnost bunék. Vysledky prokéazaly zvysSeni po¢tu Zivych bun¢k a metabolické aktivity
jak v testovaci, tak v kontrolni skuping, ktera obsahovala stejny pocet osteosarkomovych bunék
inkubovanych v tmavém prostiedi (bez ozafeni modrym svétlem). AvSak diferenciace
a mineralizace bunck byla oproti kontrolni skupiné vyssi. Autofi navrhuji, Ze prudké zvySeni
hladin ROS bezprosttedné po ozéafeni a nasledné sniZeni jejich hladiny by mohlo naznacovat
adaptaci bun¢k na oxidativni stres. Modré svétlo by tak mohlo byt prospéSné pii osteogenezi

fizenym uvoliiovani ROS (Albagami et al., 2023).
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5 APLIKACE FOTOBIOMODULACE NA SITNICI

Sitnice je slozena z nékolika vrstev (Obr. 4), z nichz kazda plni specifické tikoly nezbytné
pro efektivni vnimani svétla a pfeménu vizudlnich podnétti na nervové signdly. Nejhlubsi
vrstvou sitnice je RPE, ktery lezi pfimo nad cévnatkou a pod fotoreceptory. Tento epitel se
sklada z jedné vrstvy bunék, které obsahuji vysoké mnozstvi mitochondrii, jez jsou nezbytné
pro jejich energetické potieby. Mitochondrie v RPE poskytuji energii potiebnou k obnové
fotopigmentti v Cipkach a tycinkach, coz je zasadni pro jejich spravnou funkci a pienos
vizualnich signali. Efektivni funkce RPE je klicova pro udrzeni zdravi fotoreceptort

a celkovou vizualni percepci (Behar-Cohen et al., 2020).

Smér k optickému nervu —p L Vrstva nervovych vliaken

Gangliova burika —— } Vrstva gangliovych bunék
— Vnitini plexiformni membréana

Amakrinni buiika —————————&)

Bipolarni bunnka —— - Vnitfni jadrova membrana
/’” . Horizontdlni ————& 8 s
burika (e e LDl PO —Zevni plexiformni membréana [~ Sitnice

~Zevni jadrova membrana

, Cipek —t .
Tyéinka —/———
- Vrstva tyéinek a éipk(

~ Retinalni pigmentovy epitel —

— Bruchova membrana

—Cévnatka

Obr. 4:Vyobrazeni jednotlivych vrstev a bunék sitnice. Zdroj: Viastni zpracovani dle Yang et al. (2021)

Fotoreceptory, které zahrnuji &ipky a ty¢inky, jsou umistény nad RPE. Cipky jsou
odpové&dné za vnimani barev a detaill pfi dobrém osvétleni, zatimco ty¢inky umoznuji vidéni
za slabého svétla a pispivaji k perifernimu vidéni. RPE poskytuje podporu fotoreceptorim tim,
ze recykluje jejich odpadni produkty areguluje vymeénu Zivin. Vzijemnd spoluprace mezi
vrstvami sitnice, v€etné RPE a fotoreceptori, je zasadni pro efektivni pfeménu svételnych
podnétd na nervové signdly, které jsou nasledné prendseny do mozku. Funkce RPE je klicova
pro udrzeni zdravi fotoreceptori a celkovou funkci sitnice, coz umoznuje obrazové vidéni

a prispiva 1 k vidéni neobrazovému (Yang et al., 2021).
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Jelikoz je zhorSeni funkce oka pfirozenym procesem souvisejicim se starnutim, nékteti
autofi se zaméfili na zkoumani zpusobl, jak zlepsSit funkci oka, které vykazuje bézné
fyziologické starnuti (Mii et al., 2007; Shinhmar et al., 2020). Sitnice vSak podléhd i fadé
onemocnéni, jejichz 1écba PBM je jiz fadu let pfedmétem zkoumani. Mezi tyto choroby patii
mimo jiné AMD (Merry et al., 2017; Markowitz et al., 2020) nebo diabeticka retinopatie (Cheng
etal., 2018; Ahmed et al., 2021).

Tato kapitola je zamétfena na fyziologické studie plsobeni PBM na oko, zejména

na poskozenou sitnici. Nasledné je proveden rozbor studii zaméienych na bunécnou troven.
5.1 Fyziologické studie vlivu fotobiomodulace na lidské oko

Néktetfi vyzkumnici se zabyvali vlivem PBM na zdravou sitnici bez patologickych zmén.
Mii et al. (2007) zkoumali G€¢inek PBM na priitok krve oftalmickou tepnou a jeji vétvi, centralni
retinalni artérii. U zdravych participantll doslo po ozafeni kréni tepny a ganglion stellatum?
laserem (600—1600 nm) ke zvyseni pritoku krve v sitnici, pfi¢emz vyznamnéj$i nartst byl
zaznamenan po ozateni kréni tepny. Autofi potvrzuji, ze vyuziti BPM ke zvySeni pritoku krve
sitnici by se mohlo stat rozsifenéj$i neinvazivni 1écbou u pacientl trpicich akutnimi poruchami
zrakové ostrosti, napt. z divodu intoxikaci 1éky nebo obstrukei sitnicovych cév. Jina vyzkumna
skupina testovala zlepSeni funkce oka u osob ve véku 28-72 let. Vyuzili zdroj svétla LED
(670 nm) a ozafovali dominantni oko tfi minuty kazdy den po dobu dvou tydnd. Vysledky
ukézaly zlepSeni citlivosti fotoreceptorli na barevny kontrast u osob starSich 40 let. Autofi
pfipisuji tyto zmeény u starSich osob postupné degradaci mitochondrii a snizené produkci ATP,
kterd pak miize ovlivnit funkci receptord. Jelikoz nedoslo ke zlepSeni funkce fotoreceptort
u participantti mladsSich 40 let, autofi predpokladaji, ze u starSich osob piisobi PBM na aktivaci
vékem poskozenych mitochondrii. Tim dochdzi ke zvySeni produkce ATP, nutné pro spravné

fungovani fotoreceptorti (Shinhmar et al., 2020).
5.2 Fyziologické studie 1é¢by onemocnéni sitnice fotobiomodulaci

Vékov€ podminénda makuldrni degenerace je globaln€é rozsifené degenerativni
onemocnéni, které vede k vazné ztraté zraku, predevsim u lidi nad 65 let (Wong et al., 2014).

Postihuje centralni ¢ast sitnice, zndmou jako makula a obvykle se vyskytuje ve dvou hlavnich

2 Ganglion stellatum je autonomni nervovy ganglion umistény na urovni 7. kréniho a 1. hrudniho obratle. Je
soucasti sympatického nervového systému a zajist'uje sympatickou inervaci pro oblast hlavy, krku a horni ¢asti
trupu (Cihak, 2004).
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formach — suché a vlhké. Sucha forma (atroficka) je Castéjsi a je charakterizovana postupnou
degeneraci fotoreceptorti v makule, coz vede k pomalé ztraté centralniho vidéni. Je zptisobena
akumulaci driz — malych Zlutych skvrn na sitnici (Korda & Spisek, 2010). Druzy jsou obvykle
depozita tukového charakteru ukladajici se okolo linie RPE. Postupem ¢asu dochazi k atrofii
RPE s naslednym poskozenim cév a degradaci fotoreceptorti (Nemec et al., 2015). Vlhka forma
cév pod sitnici, které mohou zplsobit krvaceni arychlé ztraty zraku. Vlhkda AMD muze
vzniknout jako komplikace suché formy v pfiblizné¢ 10-20 % ptipadi, avSak rychly pfechod
z formy suché do vlhké je vzacnéjsi (Evans & Wormald, 1996).

K faktorim ovlivilujicim vznik tohoto onemocnéni patii kromé& veéku a koufeni také
oxidativni stres pisobeny expozici svétlu. Zvysené mnozstvi ROS poskozuje RPE a dochazi
k rozvoji onemocnéni (Studnicka et al., 2023). Studie vSak prokdzaly, ze zafeni se svételnym
spektrem v ¢ervené oblasti a NIR muize stimulovat pozitivni procesy Vv sitnici a napomahat tak
k jeji regeneraci. Ve vyzkumu provedeném vroce 2007 byl vyuzit zdroj zéafeni LED
s kombinaci tfi vinovych délek (590, 670 a 790 nm) pro ozatfovani o¢i pacientl trpicich AMD.
Intervence byla provadéna ttikrat tydné po dobu tfi tydnt. Kontrolni méteni probéhlo tii mésice
po prodélani 1écby. Test nejlepsi korigované zrakové ostrosti (BVCA, tj. z angl. Best-Corrected
Visual Acuity), ktery se pouziva v bézné klinické praxi pro stanoveni miry poskozeni zraku,
prokazal zlepSeni funkce oka. Zaroven doslo k vyraznému zmenseni objemu a tloustky driz,
utvart, které jsou charakteristikou zminéného onemocnéni (Merry et al., 2017). Obdobna studie
taktéz testovala zdroje zateni LED s kombinaci tfi vlnovych délek (590, 660 a 850 nm).
Ozatovani také probé&hlo v sérii tfikrat tydné po dobu tii tydnd, avSak s opakovanim série
v Sestém mésici studie. Pfes rok trvajici klinickd studie pfinesla srovnatelné vysledky — zlepSeni
BVCA, nicméné pouze v prvnim mésici po dokonc€eni prvni série 1écby. Kontrolni méfeni pred
zacatkem druhé série ukdzalo opetovné snizeni funkce. Vysledky méfeni po dokonceni druhé
série lécby vykazovaly stejny vzorec, tedy zlepSeni v prvnim mésici po ozafeni s poklesem
naméfenym v Sestém mésici. Snizeni objemu a tloustky draz vSak bylo patrné po celou dobu
studie (Markowitz et al., 2020). Jina skupina vyzkumnikl navazala na tuto studii a za pouZiti
zdroje zateni LED s kombinaci tff vinovych délek (590, 660 a 850 nm) zopakovala experiment
tentokrat v intervalu deviti ozafeni béhem tfi az péti tydni. Série byly zopakovany Ctyftikrat.
Test BCVA prokazal pribézné zlepSovani funkce oka. Kontrolni skupina byla ozafovéana
objemu a tloustky druz ve srovnani s kontrolni skupinou (Boyer et al., 2024). Zdroj svétla LED

s kombinaci tfi vinovych délek (680, 780, and 830 nm) byl vyuzit i ke studiu poskozeni sitnice
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u myS$i. Vyzkumnici napodobili vyvoj AMD aplikaci jodi¢nanu sodného, jehoz plisobenim
doslo k poskozeni mysi sitnice. Po aplikaci latky byly subjekty ozatfovany kazdy den po dobu
péeti dnii. Vysledky prokdzaly protektivni ucinky ozatreni pfed poSkozenim sitnice — snizeni
oxidativniho stresu a naznacily ochranu pted redukci tloustky vrstev sitnice a apoptézou (Goo
etal., 2023).

Hyperglykémie zpusobend onemocnénim diabetes mellitus mlize vést k zadvaznému
onemocnéni sitnice, znamému jako diabeticka retinopatie. Toto onemocnéni zplisobuje
zhorSeni zrakové ostrosti v disledku poskozeni krevnich cév v sitnici, coz mize vést k jejich
nepruichodnosti, tvorbé novych abnormalnich cév a krvaceni do sitnice. V pokrocilych stadiich
muze diabetickd retinopatie také zplsobit otok sitnice a jizveni, jenz dale zhorSuje vidéni
(Jenkins et al., 2015). Experiment, ktery testoval ulinky zafeni emitované zdrojem LED
(670 nm) na indukovanou diabetickou retinopatii u mys$i, naznacil protektivni U€inky 1 proti
tomuto onemocnéni. MySim byla od zacatku experimentu, tedy soub&zné s rozvojem
onemocnéni, ozafovana zada. Po osmi mésicich bylo u ozafenych mysi vyrazné niz§i mnozstvi
poskozenych cévnich kapilar a mensi kumulace albuminu ve vrstvach sitnice. Zhorseni
zrakovych funkci u lé€enych mysi bylo vyrazné mensi nez u nelécené skupiny. Autofi tak
prokazali pozitivni i€inky PBM na sitnici i v piipad¢, ze oko nebylo svétlu ptimo exponovéano

(Cheng et al., 2018).
5.3 Bunécny mechanismus ptsobeni fotobiomodulace na sitnici

Sitnice je slozitd struktura s vrstevnatym uspotfadanim, kde se n€které vrstvy prolinaji
(Obr. 4). Nejvzdalenéjsi vrstvu sitnice tvofi RPE, ktery mikroklky pfiléhd k Bruchové
membrané, ktera je napojena na cévnatku. Nejvyssi hustota bunék RPE se nachdzi v oblasti
makuly. Buitky RPE maji hnédou barvu diky obsahu melaninu, jehoZ koncentrace je nejvyssi
v periferni Casti sitnice. Melanin absorbuje piebyte¢nou svételnou energii a preménuje ji
na teplo a chrani sitnici pfed oxidacnim poskozenim. Retindlni pigmentovy epitel je volné
piiloZen k vrstvé neuroretiny. Mezi t€émito vrstvami se nachazi subretindlni prostor, ktery je
za normalnich okolnosti definovan pouze prostorem mezi vybéZky RPE bunck a vnéjSimi
segmenty fotoreceptorti. Pevné spojeni mezi bunkami RPE a neuroretinou existuje pouze

v oblasti zrakového nervu a ora serrata® (Kolat, 2008).

3 Ora serrata je misto pfechodu mezi svétlo€ivou &asti sitnice (pars optica retinae) a Casti sitnice pokryvajici oblast
fasnatého télesa (pars ciliaris retinae), ktera neobsahuje svétlo¢ivé buiiky (Cihak, 2004).
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Ptestoze bylo provedeno znacné mnozstvi fyziologickych studii a byly navrzeny mozné
mechanismy puisobeni PBM na sitnici, jako napt. zapojeni COX v buitkdch RPE (Calaza et al.,

2015), ptesny bunécny mechanismus zatim neni zcela jasny.

5.3.1 Role cytochrom c oxidazy v bunécném mechanismu

Sitnice oka je velmi metabolicky aktivni a obsahuje velké mnozstvi mitochondrii, které
jsou hlavnim zdrojem ATP. Vyzkum autori Gkotsi et al. (2014) zkoumal ucinky svétla
(670 nm) na mitochondridlni funkci v sitnici a mozku starSich mys$i. Bylo pouzito 79 mysi
kmene C57/BI ve véku 2, 4 a 12 mésici. Mysi byly ozafovany po dobu 90 sekund, sedmkrat
béhem 84 hodin. Vysledky ukdzaly, ze expozice zvysila hladinu ATP v sitnici starSich mysi
ptiblizné o 20 %. Podobny nartst byl pozorovan i v mozku, zejména v kortexu a thalamu.
Expozice 670 nm svétlu vedla také k vyznamnému zvyseni exprese COX v zevni vrstve sitnice
a ke sniZeni exprese akroleinu, markeru oxidativniho stresu. Tyto vysledky naznacuji, Ze PBM
muze zvysit produkci ATP asnizit oxidativni stres v sitnici a mozku, coz predstavuje
potencialni neinvazivni metodu pro boj proti vékem podminénym degenerativnim zménam,
jako je makularni degenerace.

Podobny vyzkum byl proveden v roce 2015, kdy doslo k ozafeni hlav mysi svételnym
paprskem (670 nm) kazdy den po dobu péti dnil, pficemz kazda expozice trvala 90 sekund.
Imunochemicky stanovené hladiny mitochondridlniho ATP jak v sitnicich, tak v mozku,
prokézaly zmirnény pokles hladiny v disledku ozateni. Vysledky byly srovnany s kontrolni
skupinou, ktera nebyla exponovana svétlu a jejiz pokles hladiny ATP byl vyraznéjsi. Toto
zjisténi podporuje Ucinnost infraerveného svétla pii zvySovani produkce ATP a sniZovani

oxidativniho stresu ve starnouci sitnici a mozku (Calaza et al., 2015).

5.3.2 Role retindlniho pigmentového epitelu v bunécéném mechanismu

V roce 2013 byl proveden vyzkum tykajici se vlivu NIR na mitochondridlni funkci
v sitnici, konktrétné v bunkdch RPE a mozku starnoucich mysi. Teorie starnuti mitochondrii
naznacuje, ze oxidativni stres zplisobeny mutacemi mitochondrialni DNA vede k poklesu
produkce ATP a bunécné degeneraci. Vng&j$i sitnice, s nejvyssimi metabolickymi naroky v téle,
vykazuje progresivni zanét, invazi makrofagl a ztratu bunék, coz zpisobuje zhorSeni zraku.
Studie testovala, zda expozice svétlu o vlnoveé délce 670 nm ovliviiuje mitochondrialni funkci
v RPE asnizuje zdnét sitnice souvisejici se starnutim. Staré mySi byly vystaveny péti
90sekundovym expozicim béhem 35 hodin. Vysledky ukézaly, Ze expozice svétlu zvysila

polarizaci mitochondrialni membrany, snizila pocet makrofagh a hladiny TNF-a. Kratkodoba
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expozice 670 nm svétla tedy miize méfitelné zlepsit mitochondrialni funkci a snizit zanét sitnice
u stdrnoucich mysi, coz poskytuje potencidlni neinvazivni metodu pro boj proti zanétu
a zhorSovani zraku spojenému se starnutim. Tyto vysledky znovu poukéazaly na roli
mitochondrii pii PBM (Kokkinopoulos et al., 2013).

Kultivované lidské buitky RPE byly ozafeny HeNe laserem (637 nm) po dobu 30 minut
(1800 s) s cilem charakterizovat vliv expozice NIR na mitochondrialni membranovy potencial
in vitro. Tato expozice vedla ke zvySeni odolnosti RPE proti bunééné smrti. Kvantifikace
mitochondrialniho membranového potencialu byla provedena pomoci fluorescencni molekuly
tetramethylrhodamin ethyl ester (TMRE). Data ukézala, Zze ozafené buiikky RPE vykazuji
zvyseni mitochondridlniho membranového potencidlu, coz se ocekavalo vzhledem ke spotiebé
kysliku spojené s expozici NIR (Rono & Oliver, 2020). Tato zjisténi poskytuji dalsi detaily
o mechanismu t¢inku NIR a PBM v buiikdch RPE, a mohou byt aplikovana i na jiné typy bunék
vystavenych cervenému svétlu a NIR. Bylo také prokézano, Ze podobnych uc¢inkd mize byt
dosazeno pouzitim riznych vlnovych délek a metod ozareni, coz rozsifuje potencialni aplikace
téchto zjisténi na Sirsi spektrum klinickych a vyzkumnych scénari.

V dalsi studii byly buiiky RPE pouzity ke studiu mnozstvi ROS produkovanych
pii hypoxii. Epitelové bunky byly ozateny LED zdrojem (660 nm) a nasledné byla indukovana
hypoxie pomoci chloridu kobaltnatého. Vysledky této studie prokazaly protektivni uéinky
PBM. Bylo pozorovano potlaceni produkce ROS u ozatrenych buné€k, coz ukazuje na snizeny
oxidativni stres. Déle bylo zjiSténo, ze PBM pomohla udrzZet kritické funkce bunék, jako je
fagocytdza molekularniho odpadu a produkce enzymi pro zrakovy cyklus. Fotobiomodulace
rovnéz piispéla k udrzeni integrity bunéénych spojl, coz ptispiva k zachovani bariérové funkce
epitelu a k ochran¢ fotoreceptorii pred poskozenim (Kim & Won, 2022). Tyto vysledky
naznacuji, ze PBM ma potencial jako neinvazivni terapie pro ochranu a obnovu funkci RPE pfi

hypoxii a sniZovani oxidativniho stresu.
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6 SROVNANI STUDII PBM EFEKTU NA SITNICI

Nové technologie LED umoziuji vytvaret stale nové zdroje svétla s riznymi kombinacemi
spekter. Jejich biomodula¢ni efekt je vSak nezbytné testovat, nebot’ bunééné systémy mohou

reagovat odlisné na kombinace novych parametra.
6.1 Srovnani studii na sitnici lidského oka

Studie zkoumajici vliv NIR na sitnici lidského oka nebo bunék lidského oka zahrnovaly
ruzné typy svételnych zdroji, vinové délky a ozarenosti. Napiiklad bylo zaznamenano zvyseni
prutoku krve pfi ozareni kréni tepny a ganglion stellatum s vys$Sim efektem pii ozareni kréni
tepny (Mii et al., 2007) nebo prokazéano zlepseni funkce sitnice u pacienti s AMD po ozafovani
LED svétlem raznych vinovych délek (Merry et al., 2017; Markowitz et al., 2020). Studie
zaméfena na bunécnou uroven zjistila zvySeni membranového potencidlu mitochondrii
a ochranu bun¢k pted hypoxickym poskozenim (Rono & Oliver, 2020; Kim & Won, 2022).
Shinhmar et al. (2020) prokézali zlepSeni citlivosti na barevny kontrast u osob starSich 40 let
a Boyer et al. (2024) potvrdili zlepSeni funkce sitnice a niZeni nartistu driiz u pacient s AMD
pti dlouhodobém ozatovani.

V nésledujici tabulce (Tab. 3) jsou ptehledné uvedeny vybrané studie tykajici se vlivu NIR
na sitnici lidského oka nebo bunck lidského oka, které probchly v letech 2007-2024.

Pro srovnani mezi studiemi byly vybrany nasledujici parametry:

e typ svételného zdroje;

e vlnova délka;

e 0zafenost;

e energie;

e hustota energie;

e vzdalenost od mista ozareni;
e délka ozareni,

e interval ozafeni.

Energie pouzitého svétla byla z tabulky vyfazena, jelikoz zddna ze studii informaci
neposkytovala. Studie jsou sefazeny chronologicky a poskytuji srovnani kliCovych parametrii

pouzitych v experimentech.
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Tab. 3: Parametry studii vlivu NIR svétla na sitnici lidského oka nebo bunék lidského oka (2007-2024)

, Typ Vinova v Hustota Vzdalenost Délka
Studovany , o . . Ozarenost . . (v, Interval
Autor systém Vysledky svételného  délka (W/em?) energie od mista ozareni ozafeni
zdroje (nm) (J/em?)  ozaFeni (cm) (s)
Mii et al. arterialni zvyseni pratoku krve v 600— pfimo na 600 kazdy den po
(2007) pritok krve ozéafenim krcni tepny a 1600 kazi dobu 2 a vice
sitnici v ganglion stellatun s vySSim dni
oftalmické a  efektem pfi ozafeni kréni tepny
centralni
retinalni tepné
Merry et al.  sitnice — AMD  zlepSeni funkce (BCVA a test LED s 590, 670nm—- 670 nm — 590nm - 3X tydné po
(2017) citlivosti na kontrast) spojené s kombinaci  670,a  0,05-0,08 4,00— 35; dobu 3 tydnt
niz§im objemem a tloustkou  tfi vlnovych 790 7,68
nalezenych driz délek o7 am =
790 nm —
35
Markowitz sitnice — AMD zlepseni funkce (BVCA) s LED s 590, 590 nm — 250 dvé série
et al. naslednym zhor$enim pred kombinaci 660, a 0,005; (vl.aé.
(2020) dalsi sérii; sniZzeni objemu tii vinovych 850 mesici) po 9
nalezenych drz ve srovnani s delek 660 nm — [écbach — 3%
kontrolni skupinou 0,065; po dobu 3
850 nm — tydnt
0,0008
Rono & RPE zvySeni membranového HeNe laser 637 0,0016 1,88 1800
Oliver potencialu
(2020)
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, Typ Vlnova . Hustota Vzdailenost Délka
Studovany , . . . Ozarenost . , (v s Interval
Autor systém Vysledky svételného  délka (W/em?) energie od mista ozareni ozéfeni
zdroje (nm) (J/ecm?)  ozareni (cm) (s)
Shinhmar tycinky a ¢ipky zlepSeni citlivosti na barevny  zdroj s Sesti 670 0,04 180 kazdy den po
et al. kontrast pro modrou zrakovou LED dobu 2 tydnt
(2020) osu (tritan) u osob starsich 40
let (u mladsich bez
signifikantnich vysledki);
citlivost u ¢ervené zrakové osy
(protan) bez signifikantnich
zmén
Kim & RPE zvySeni ochrany bun€k pfed  Sesti-Cipova 660 0,004 250 2X denné po
Won hypoxickym poskozenim a LED dobu 4 dni;
(2022) oxidativnim stresem pted vyvolanou
hypoxii
Boyer et al. sitnice — AMD zlepSeni funkce (BVCA) LED s 590, 590 nm — 590 nm — 9% béhem 3 az
(2024) spojené s nizS§im nardstem kombinaci 660, a 0,004; 2 X 35; 5 tydnti po
objemu a tloustky nalezenych tii vlnovych 850 660 nm — dobu 13 mésictu
draz ve srovnani s kontrolni délek 660 nm — 2 X 90;
skupinou 0,065; 850 nm —
850 nm — 2 X 35
0,0006
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6.2 Srovnani studii na sitnici zvireciho oka

Studie zkoumajici vliv NIR na sitnici zvifectho oka nebo bun¢k zvifeciho oka
se zametily na rtzné aspekty, jako je ochrana pted oxidativnim stresem a zadnctem.
Ve studiich bylo prokdzano zvySeni membranového potencidlu v mitochondriich a snizeni
zanétlivych markertt u mysi (Kokkinopoulos et al., 2013), snizeni redukce ATP v mozku
a sitnici po ozafovani (Gkotsi et al., 2014; Calaza et al., 2015) dale bylo poukazano
na protektivni u¢inky PBM na sitnici u potkant s indukovanym AMD, vcetné snizeni
oxidativniho stresu a ochrany pted apoptézou (Goo et al., 2023).

V nasledujici tabulce (Tab. 4) je uveden piehled vybranych studii, které¢ zkoumaly vliv NIR
na sitnici zvifeciho oka nebo bun¢k zviteciho oka v letech 2015-2023. Pro srovnani mezi

studiemi byly pouZzity tyto parametry:

e typ svételné¢ho zdroje;

e vlnova délka;

e ozarenost;

e cnergie;

e hustota energie;

e vzdalenost od mista ozafeni;
e délka ozareni;

interval ozafeni.

Informace o energii pouzitého svétla nebyly v tabulce zahrnuty, protoZe je zadna ze studii
neuvadéla. Studie jsou sefazeny chronologicky a poskytuji ptehled klicovych parametrt

pouzitych v experimentech.
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Tab. 4: Parametry studii vlivu NIR svétla na sitnici zvifeciho oka nebo bunék zvireciho oka (2013-2023)

, Typ Vinova [y Hustota  Vzdalenost Délka  Interval
Studovany , « . . Ozarenost . . (v . (v
Autor systém Vysledky svételného délka (W/em?) energie od mista ozareni Ozareni
zdroje (nm) (J/em?)  ozafeni (cm) (s)
Kokkinopoulos ~ RPE — hodnoty zvySeni membranového LED 670 1 90 5% béhem
et al. (2013) ATP bézné potencialu v 35 hodin
klesajici s vékem, mitochondriich a snizeni
zanétlivé markery veétsiny zanétlivych
(mys) markert v mitochondriich
Gkotsi et al. sitnice, mozek — vyrazné pomalejsi sestupna 670 0,04 15 90 7X po
(2014) hodnoty ATP tendence v koncentraci dobu 3
bézné klesajici s ATP jak v mozku, tak v dnti
vékem (mys) sitnici
Calaza et al. sitnice, mozek —  sniZeni redukce ATP jak 670 0,04 10 90 kazdy den
(2015) hodnoty ATP v mozku, tak v sitnici po dobu 5
bézné klesajici s dnt
vékem (mys)
Goo et al. sitnice — AMD  niz§i poSkozeni sitnice pfi LED s 680,780 4,5 120  kazdy den
(2023) indukovana pouziti PBM — ochrana ~ kombinaci tii ~ a 830 po dobu 5
NalOs (potkan) pred redukci tloustky vlnovych dnti
sitnice a apoptdzou, snizeni délek

oxidativniho stresu
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ZAVER

Cilem zéavérecné prace bylo porovnat studie o fotobiomodulacnich Uc€incich svétla,
preklinického a klinického vyzkumu, zejména z hlediska metodického ptistupu. Zakladnimi
parametry srovnani byl typ svételné¢ho zdroje, vinova délka, ozatenost, energie, hustota energie,
vzdalenost od mista ozafeni, délka ozafeni, interval ozafeni a typ biologického systému (typ
bunky ¢i animéalniho modelu). Smyslem této prace bylo ovéieni hypotézy, ze parametry svétla
pouzivaného pii PBM se mezi studiemi liSi natolik, Ze je obtizné na jejich zéklad€ vyvinout
spolehlivou metodologii vedouci k dlouhodobym pozitivnim G¢inkim PBM. Porovnanim
vysledkii ziskanych zraznych biologickych systémi jsme se také pokusili odhalit
nejpravdépodobnéjsich tkanové fotoakceptory zodpovédné za tyto ucinky.

Studie pouzité v této praci se zamétovaly zejména na vrstvu RPE, kterd je nezbytna pro
spravnou funkci fotoreceptorti. Studie prokéazaly rizné pozitivni G¢inky PBM na sitnici
lidského 1 zvifeciho oka. Bylo zjisténo, ze vyuzitim ¢ervené¢ho svétla a NIR je mozné zlepsit
pratok krve, zvysit produkci ATP, snizit oxidativni stres a zanétlivé markery a chranit buiiky
sitnice pied poskozenim. Jeden z moznych bunéénych mechanismtit PBM spociva v zapojeni
COX, jakozto fotoakceptoru zareni. Po absorpci zafeni mize dojit k aktivaci COX, coz ma
za nasledek zvySeni mitochondridlntho membrdnového potencidlu a produkce ATP. Dal$im
moznym mechanismem je fotodisociace NO, ktery je inhibitorem COX. Jeho rozkladem muiZe
opét dochazet k aktivaci inhibovaného enzymu. NejpravdépodobnéjSimi fotoakceptory se tedy
jevi byt COX a NO. Presny bunény mechanismus PBM vSak neni zcela objasnén, a proto je
nutné provést dalsi vyzkumy zamétené na jeho studium.

Pro studium efektu PBM na cilovou buiiku je velmi dulezita také spravna volba parametri
svétla, nebot” odpoveéd sytému na davku mize byt rozdilnd. Bifazickd odezva systému
na davku, ke které po ozafeni dochazi, je zasadni pro optimalizaci pouziti PBM. Zejména
dillezitymi parametry pro terapeutické uc¢inky PBM se jevi vinova délka, ozéfenost, hustota
energie, délka ozafeni a interval ozafeni. Vyrazny vliv mizZe mit naptiklad znalost konkrétnich
vlnovych délek, pti kterych jednotlivé fotoakceptory zéateni absorbuji.

V pouzitych studiich vykazovalo pozitivni uCinky svétlo v rozmezi vinovych délek
590-850 nm, ptisobicich od 35 vtefin po 30 minut s ozafenosti 0,6-65 mW/cm?. Zajimavé bylo
vyuziti kombinace n¢€kolika vinovych délek, nejcastéji 590 nm, 660 nm a 850 nm. Autofi
uvadéji, ze vyuziti paprskll s riznymi vinovymi délkami miZe byt zplsob, jak cilit na vice

potencialnich fotoakceptorti zafeni. Z porovnani studii je patrné, Ze nejvyuzivangjs$i casti
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svételného spektra je oblast Cerveného zaifeni nebo NIR. Prestoze se ukazuje, ze pouzité
vyzkumy se ve volbé parametri podobaji, jednim z pozorovanych rozdill je zvoleni intervalu
ozéteni. Pozitivnich uc¢inkli bylo dosazeno po nasobném ozateni v pribéhu 35 hodin v piripade
cilové buniky RPE, ale také po opakovani ozareni ve dvou sériich, které se skladaly z nasobného
ozafeni béhem tfi tydnti v pripad¢ ozareni celé sitnice. Ozafeni bylo ve vétSin¢ pripada
vyuzivano pro 1é¢bu patologickych stavii. Ve studiich zabyvajicich se protektivnimi u¢inky
PBM bylo ozéafeni provedeno ptfed indukci onemocnéni a taktéz bylo dosazeno pozitivnich
ucinkdi. Pro navrzeni nejvhodnéjsSiho metodického postupu pro vyuziti PBM k 1écbé
patologickych stavii nebo prevence je tedy nutné porovnat vétsi vzorek publikovanych studii
zamé&fenych na sitnici oka nebo konkrétni cilové buriky sitnice.

Ptestoze je role COX v mitochondriich ¢astecné objasnéna, vysledky této prace naznacuji
potifebu dal§iho zkoumani charakteristik fotoakceptorii v sitnici napf. jejich specifitu na vinové
délky. Vzhledem k velkému terapeutickému potencidlu PBM, jakozto neinvazivni metody
1é¢by rtiznych onemocnéni sitnice, se ukazuje jako dulezité pokracovat ve studiu bunéénych

mechanismi a vhodnych kombinaci parametrii 1écby PBM.
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