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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Stanoveni kombinacnich indext fotochemické internalizace

saporinu (light-before ptistup)

Zminky o malignich onemocnénich nalézame jiz ve starovéku, od kdy také
existuji pokusy jim celit a 1éCit je. Soucasné s velkym pokrokem v mediciné prislo
i1mnoho novych vyzev. Se zlepSujici se diagnostikou, zvySujici se délkou Zivota
a zhorSenim Zivotniho prostiedi se nddorova onemocnéni dostala na prvni mista
v ZebfiCcich vyskytu nemoci 1 jejich umrtnosti a potfeba vyzkumu v této oblasti

tak nabyla dal§iho vyznamu.

Tato diplomova prace se vénuje jedné z nov¢jSich, specifickych a minimalné
invazivnich metod boje s malignitami — fotochemické internalizaci (PCI). Po teoretickém
predstaveni fotodynamické terapie nadord, ze které PCI vychazi, PCI samotné a dalSich
aspektl s ni souvisejicich nasleduje experimentalni ¢ast, pfi niz byla in vitro na bunééné
linii HeLa zkouméana PCI saporinu v ptistupu light-before, a to za pouziti tfi studovanych

fotosensitizért ze skupiny zinecnatych ftalocyanini.

Z vysledkt experimentil vyplyva, ze PCI jednoznacné zvySuje u¢innost saporinu.
Jednotlivé testované fotosensitizéry se ve vysledném efektu mirné lisi, u kazdého
vSak byly nalezeny koncentrace, pti kterych dochazi k synergickému ucinku (CI < 1).
Nejucinngji se jevi kombinace saporinu s P42-1ZnMe. NejhorSich vysledki naopak

dosahla kombinace saporinu s P44-COONa.

Klicova slova: fotodynamicka terapie, PDT, fotosensitizér, PS, fotochemicka

internalizace, PCI, saporin, RIPs, HeLa
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Title of diploma thesis: Determination of combination indexes for photochemical
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Mentions of malignant diseases can be found as far back as ancient times, when
attempts to confront and treat them also began. With the great advances in medicine,
however, many new challenges have also emerged. As environmental conditions worsen,
diagnostics improve, and life expectancy increases, cancer has risen to the top of the
rankings for both disease incidence and mortality, making research in this area all the

more essential.

This Master’s thesis focuses on one of the newer, specific, and minimally invasive
method of combating malignancies — photochemical internalization (PCI). Following
a theoretical overview of photodynamic therapy of cancer (on which PCI is based)
and a description of PCI itself along with related aspects, the thesis presents
the experimental section. In this part, PCI of saporin was studied in vitro on HeLa cell
line using the light-before approach with three photosensitizers from the zinc

phthalocyanine group.

The experimental results have shown that PCI clearly enhances the effectiveness
of saporin. While the tested photosensitizers showed slight variations in their effects, each
displayed concentrations at which a synergistic response was observed (CI < 1).
The combination of saporin with P42-1ZnMe proved to be the most effective, while

the combination with P44-COONa yielded the weakest results.

Keywords: photodynamic therapy, PDT, photosensitiser, PS, photochemical

internalization, PCI, saporin, RIPs, HelLa
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2 Uvod

Fotodynamicka terapie nadori (PDT) se po operacni 1é¢bé, chemoterapii
aradioterapii stala Ctvrtou nejrozsifencjSi terapeutickou metodou v onkologii. Jejimi
vyhodami jsou predev§im mensi poskozeni tkani, méné nezadoucich uc¢inkl (vcetné
téch kosmetickych) a lepsi kvalita Zivota po 1écbé. I pies velky rozvoj a ¢etné objevy
posledniho stoleti se ale potyka s nejednou limitaci, kterd dalsi rozsifeni jejiho vyuziti

omezuje.

Limitovana  je  také 1écba  nékterymi  chemoterapeutiky — i¢innymi
makromolekularnimi latkami, které vSak Casto postradaji ucinny mechanismus vstupu
do bunky k cilim jejich pasobeni, jejich podani je spojeno s vyraznymi nezadoucimi

ucinky a problémem muze byt i rozvinuti rezistence vici jejich plisobeni.

Fotochemicka internalizace (PCI), inovativni metoda piedstavend na pielomu
tisicileti, oba vysSe zminéné zplsoby terapie spojuje a mnohé nezadouci jevy
ptekracuje — pomoci  fotochemickych  reakci  umoziuje  specificky  pifenos

makromolekularnich latek v efektivni ddvce pfimo do mista potieby.



3 Teoreticka Cast

3.1 Fotodynamicka terapie (PDT)

3.1.1 Historie a vyvoj

oy, e

Egypta, Indie &i Recka, které se diky lékati Herodotovi ve 2. stoleti pf. n. 1. stalo kolébkou
tzv. helioterapie, tedy 1écebného vyuziti slune¢niho zéafeni. V podobnych oblastech brzy
nasledoval také rozvoj fotochemoterapie, ptedchiidce dnesni PDT. V Indii bylo pomoci
fotosenzitivnich psoralenii 1éceno vitiligo, v Egypté 1 dalsi poruchy pigmentace. Jesté
v 18. a 19. stoleti byla helioterapii ve Francii 1é¢ena cela tada chorobnych stavi
(napf. revmatismus, svalova slabost, paralyza, kurdéje, tuberkuloza ¢i ktivice). V roce
1903 pak byla v oblasti fototerapie udélena Nobelova cena danskému lékaii Nielsu
Finsenovi, ktery [éCil kozni formy tuberkulézy pomoci zafeni produkovaného

UV obloukovou lampou (Dobson ef al. 2018, Ackroyd et al. 2001, Daniell et Hill 1991).

Obr. 1 Pacienti s lupus vulgaris léceni fototerapii (Daniel et Hill 1991)

Fotodynamicka reakce jako zdklad dneSni PDT byla poprvé zaznamenédna
apopsdna  studentem mediciny Oscarem Raabem a jeho profesorem
Hermanem von Tappeinerem roku 1900 v Mnichové béhem pokusii s akridinovou oranzi
na prvocich. Experimenty mély plivodné za cil vysvétlit odlisSné plisobeni chininu
a akridinu v 1écb€ malarie, nakonec vSak vedly k prikazu rozdilné in vitro toxicity
akridinu v zavislosti na (ne)pfitomnosti svételného zafeni. Podatilo se tak popsat efekt

zpusobeny svételnym zarenim (Ackroyd et al. 2001, Daniell ef Hill 1991).

Na zéklad¢ predchozich zkoumani a objevu uc¢inéného francouzskym neurologem
Primem byl pozdé&ji von Tappeinerem ve spolupréci s dermatologem Jesionekem pouZit
eosin v kombinaci s bilym svétlem pro Iécbu koznich onemocnéni vcetné nadord.

Nasledn¢ von Tappeiner spolecné s Jodlbauerem demonstrovali nutnost piitomnosti
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kysliku pfi fotosenzitivnich reakcich, pro jejichz popis vroce 1907 pouzili termin

»~fotodynamicky d¢j* (Hamblin 2020, Ackroyd ef al. 2001, Daniell et Hill 1991).

Roku 1911 Hausmann a Pfeiffer pozorovali po podani hematoporfyrinu (HP)
mySim a morcatiim a jejich vystaveni svétlu akutni, subakutni a chronické fotosenzitivni
zmény a fototoxicitu. O dva roky pozdéji pak doslo i k prvni lidské fotosenzitizaci
s podobnymi ucinky. Friedrich Meyer-Betz injek¢éné aplikoval sam sobé 200 mg HP,
na svétlu exponovanych castech téla poté pozoroval bolest s otokem a fotosenzitivnim

pak zustal déle nez dva mésice (Correia et al. 2021, Daniell et Hill 1991).

S HP byla spojena i série dalSich objevl. Policard spravné piisoudil vyssi
fluorescenci experimentalnich nadort akumulaci porfyrinu v nich. Auler a Banzer toto
nasledné¢ potvrdili pfi zkoumani fotodynamickych reakci. Nadorova tkan pii jejich
pokusech vykazovala vyssi stupné nekrdzy nez zdravd nezasazend tkai, u jednoho
z laboratornich zvifat bylo po ctyfech ozafenich dosazeno dokonce takika Uplné
eradikace maligni tkdné. Ve snaze purifikovat HP také doSlo k objevu
hematoporfyrinového derivatu  (HpD) (Correia et al. 2021, Kessel 2019,
Daniell et Hill 1991).

I ptes veskeré pokroky zustavala PDT jako takova dlouho spise v pozadi zajmu.
Prvni vétSi prilom nastal v roce 1960 na Mayo Clinic v USA, kde Richard Lipson
a Samuel Schwarz pfisli s ucelenym konceptem PDT skrze terapeutické a diagnostické
vyuziti HpD. Ve srovnani s dal§imi studovanymi latkami se porfyrin ukazoval jako velmi
dobry fotosensitizér (PS) diky efektivni produkei singletového kysliku a absorpénimu
maximu v ¢ervené Casti elektromagnetického spektra, coz zvysuje efektivitu a umoznuje
lepsi prostup zatfeni do tkani. Roku 1975 Dougherty ef al. zaznamenali prvni GspéSnou
1é¢bu prsniho karcinomu u mysi za vyuziti HpD a Cerveného svétla. Pti prvni velké studii
zahrnujici pacienty se 113 priméarnimi i sekundarnimi koznimi nadory (napt. SCC, BCC,
melanomy), které ke konvenéni 1écbé vykazovaly bud’ rezistenci, anebo se opakované
vracely, byl pouZit opét injekén€ podany HpD s naslednym ozéafenim Cervenym svétlem
pod xenonovou obloukovou lampou v rozmezi 24-168 h. Pouze dvé€ koZzni 1éze na 1écbu
nereagovaly. Usp&sné prokazani klinického ti¢inku PDT podpotilo dal§i vyzkumy v této

oblasti (Correia ef al. 2021, Hamblin 2020, MacDonald ef Dougherty 2001).

Ve snaze dale purifikovat HpD se také podafilo vytvofit porfimer sodny

(komer¢né znamy jako Photofrin®), ktery byl v roce 1998 schvalen FDA jako viibec

11



prvni PS pro 1é¢bu nekterych typli nadorovych onemocnéni. Vyvoj se poté zaméfil

pfedevsim na nové PS s lepsimi vlastnostmi a zefektivnéni celé PDT (Jiang ef al. 2023).

3.1.2 Princip fotodynamické reakce

Pro PDT je klicova interakce tfech zakladnich slozek — viditelného svétla,
fotosenzitivni latky (fotosensitizéru, PS) a kysliku (?0>). PS jsou obecné neposkozujici
neaktivni latky, které¢ se bud’ po lokdlnim, anebo po systémovém podéani selektivné
akumuluji v nadorové tkéni. Po ozafeni svétlem o vhodné vinové délce dochazi
k fotodynamické reakci, jejiz  cytotoxick¢ produkty indukuji = poskozeni

a smrt postizenych bunck (Juarranz et al. 2008).

PS jsou podavany v pro télo netoxickych davkach. Po prvotni nespecifické
systémové distribuci se za pomoci vicero mechanismil soustied’uji v cilovych malignich
bunkach, coz spole¢né s lokalnim ozafenim zajistuje specifitu terapie a Setrnost vici
ostatnim tkanim. Inkubacni doba, za kterou k tomu v idedlni mife dojde, se vétSinou

pohybuje od 5 minut do 24 hodin od podani (Karges 2022).

Nasledné dochazi k ozateni mista svétlem o specifické vinové délce v zavislosti
na absorpcnich maximech PS. Ty mohou lezet i v modré Ci zelené Casti spektra,
pro PDT je vSak nejvyhodngjsi, lezi-li v Cervené oblasti, protoZe cervené svétlo
prostupuje tkdnémi lépe a do vétsi hloubky. Typicky proto byva vyuZzito zafeni
o vlnovych délkach zhruba 600 az 800 nm, pii kterych je zachovana vhodna prostupnost
tkanémi 1 dostatecnd energie zafeni pro iniciaci fotochemickych reakei (Karges 2022,

Lee et al. 2020, Abrahamse et Hamblin 2016).
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Obr. 2 Schéma zakladniho mechanismu (a) a klinického provedeni PDT (b)
(Lietal 2018)
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3.1.3 Fotochemické reakce

Molekula PS obsahuje dva elektrony s opacnymi spiny, je tedy v zdkladnim
singletovém stavu (PS°). Po jejim ozafeni dochdzi k absorpci fotonu a excitaci
molekuly —jeden zelektroni prechazi do orbitalu svyssi energii. Excitovany
fotosensitizér (PS*) je nestabilni, nezménény zlstdva jen v jednotkdch nanosekund.
Nadbytek energie mize vyzafit ve formé¢ fluorescence, ¢i jej vnitini konverzi ztratit
ve form¢ tepla a vratit se tak do zakladniho stavu. Muze u n¢j vsak také dojit
k mezisystémovému prechodu, pfi kterém se z PS* stane PS ve stabilnéjSim tripletovém
stavu (°PS*). 1zné&j se zpét na PS® mize teoreticky vratit emisi svételného zafeni
(fosforescence), diky jeho delsi zivotnosti (uz v ps) vSak také muize energii predavat
okolnim molekulam (Lee et al. 2020, Abrahamse et Hamblin 2016,
MacDonald ef Dougherty 2001).

Dochazi zde ke dvéma typim reakci, u nichz obou je nutné pfitomnost kysliku.
Pii reakci 1. typu *PS* reaguje s okolnimi organickymi molekulami (proteiny, lipidy,
nukleovymi kyselinami...) a skrze pfedani vodikového atomu ¢i elektront a interakce
s kyslikem dochézi postupné k produkei reaktivnich forem kysliku (ROS). Béhem reakce
II. typu jeptfedavana energie molekule kysliku, ktera se tim ze svého zékladniho
tripletového stavu (*02) méni na vysoce reaktivni singletovy kyslik (10,), ktery primarné

zpisobuje bunécnou smrt.

Ackoli jsou vSechny tyto produkty vysoce reaktivni a cytotoxické, maji velmi
kratky biologicky pologas (u 'O, nizsi nez 0,4 ps) a maly okruh pdisobeni (mensi
neZ je pramér vétsSiny bunécnych organel), hlavni roli proto hraje misto jejich vzniku dané
lokalizaci PS. Pomér mezi I. a II. typem reakce je pak ur€en vicero faktory, mezi jinym
naptiklad mirou okysli¢eni, pouzitym PS, jeho subcelularni lokalizaci a pfitomnymi
substraty (Jiang et al. 2023, van Straten et al. 2017, Abrahamse et Hamblin 2016,
Juarranz et al. 2008).

. 30
Type Il reactions 2
Imelsystem uossmV' (energy transfer) 10 \
>
Oxidized
Fluorescence /V products
hmphoresceme Type I reactions { *H

(electron or hydmgen *OH
transfer)

Ips*

E

T Absorption

PS®

mp Cytotoxicity

Obr. 3 Fotofyzikalni mechanismus PDT zndzornény zjednodusenym Jablonského

diagramem (Konan et al. 2001)
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3.1.4 Fotosensitizéry

PS jsou latky citlivé na svétlo a jedna ze tii zakladnich slozek PDT. Aby byl PS
pro terapii vhodny, mél by idedlné v co nejveétsi mire spliiovat nékolik dalSich podminek.
Dilezita je jeho minimalni toxicita pfi absenci svétla (tzv. dark toxicita) i zanedbatelné
nezédouci reakce po jeho podéni, napf. zmény krevniho tlaku, vznik alergii apod.
Absorp¢ni maximum idedlniho PS by mélo lezet v cervené oblasti svételného spektra,
aby pouzit¢ svétlo l1épe prostupovalo tkanémi do hloubky, zdroven by ale takové
maximum mélo zastat tam, kde zafeni poskytuje dostateCnou energii pro excitaci PS,
nebot’ se zvySujici se vinovou délkou klesa energie. PS by mél byt chemicky Cisty
a stabilni, snadno (i finan¢né) dostupny, pro nadorovou tkan vysoce specificky
(v ni selektivné akumulovany) a jinak ztéla rychle eliminovatelny, coZ je zdsadni
pro minimalizaci reziduélni fotosenzitivity a s tim spojenymi nezadoucimi u€inky 1é€by.
Také je vhodné, aby interval mezi podanim PS a ozéafenim byl co nejmensi, stejné jako
nutna davka PS. Rozpustnost PS hraje také dalezitou roli, a to predevs§im v distribuci PS,
ktery by b&hem ni nemél agregovat (van Straten et al. 2017, Garland et al. 2009,
Castano et al. 2004).
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Obr. 4 Oblast optimalni vinové délky zareni, ve které by mélo lezet absorpcni maximum
PS, a priklad hloubky pronikani svétla tkani v zavislosti na jeho vinové délce

(Karges 2022, Dobson et al. 2018, upraveno)
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Podle charakteristickych vlastnosti a doby objevu byvaji PS rozdélovany

nejcasteji do nékolika generaci.

I. generace zahrnuje PS vznikajici jiz od 19. stoleti, tedy HP, HpD a n¢které dalsi
porfyriny vcetné porfimeru sodného, ktery se stal prvnim PS povolenym pro uziti
v klinické praxi, ajednim z mala PS schvélenych celosvétové. Podobné jako jeho
piedchiidci se i porfimer sodny vyznaduje vysokou efektivitou v tvorbé '0,. Nevyhodou
je ale pomérn€ mala rozpustnost ve vodé, nizsi selektivita k nddorové tkani, potieba
vysoké davky pro zadouci terapeuticky efekt, absorpéni maximum pfi relativné nizké
vilnové délce a 6-8 tydni trvajici nezddouci rezidudlni fototoxicita. Dodnes
se vSak v nekterych ptipadech vyuziva pii 1€cbé nekolika prekancerdznich stavil, nadort
jicnu ¢i plicnich nédort (Karges 2022, Lan et al. 2019, van Straten ef al. 2017,
Garland et al. 2009, Juarranz et al. 2008, Konan et al. 2002).

Snaha zlepsit jak fyzikalni, tak chemické, a tim 1 celkové terapeutické vlastnosti
PS vedla ke vzniku II. generace PS. Ta zahrnuje napf. syntetické porfyriny,
benzoporfyriny, porfyceny, ftalocyaniny (Pc), naftalocyaniny, chloriny, bakteriochloriny,
feoforbidy ¢i  kyselinu  d-aminolevulovou  (ALA). PS II.  generace
jsou jiz ve vSech ptipadech chemicky ¢istymi latkami, maji absorpéni maxima v pro PDT
vyhodné oblasti mezi 630-800 nm, dobfe se akumuluji v naddoru, jsou velmi efektivni
v produkci 'Oz arychle se z organismu eliminuji. Kromé& ALA, kterd se aplikuje
predevsim topicky pii dermatologickych diagnozach, maji nejCastéji systémové podani

(Lee et al. 2020, Juarranz et al. 2008, Konan et al. 2002).

Vyvoj III. generace PS sméfuje k latkam, které by umoznily ptistup PDT
k naddoriim ve vétsi hloubce (absorpéni maximum pii A > 650 nm), mély dokonalejsi
selektivitu vi¢i nddorovym bunkam, a je$té rychleji se metabolizovaly a eliminovaly
z organismu. Patfi sem nejriznéjs$i konjugované PS, cilené¢ zamétené na nador pomoci
konjugatii napt. s peptidy ¢i protilaitkami, PS v kombinaci s transportnimi systémy
(napf. nanocastice, ¢i liposomy), ale 1 dalsi syntetickd barviva s absorpénim maximem
blizkym infracervené oblasti. PS III. generace se také snazi fesit hlavni problém PS II.
generace — nizkou rozpustnost ve vodé limitujici moznost systémového intravendzniho
podani (Gunaydin et al. 2021, Ramsay et al. 2021, Dobson et al 2018,
Garland et al. 2009).
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Vétsina zkoumanych a klinicky schvalenich PS ve své struktuie obsahuje
tetrapyrrolovy kruh s centralnim koordinacné vazanym atomem (napt. Zn ¢i Al). Rlzné
periferni substituenty pak zasadné ovliviiuji jejich rozpustnost a stabilitu, coz nasledné
ovlivituje jejich biodistribuci a subcelularni lokalizaci. Existuji také specifické typy
PS vyuzivané v dalSich metodéch, jejichz tkolem neni cytotoxické ptisobeni na bunku

jako celek (Ramsay et al. 2021, Berg et al. 2007).

Porphin Chlorin Bacteriochlorin

Phthalocyanine Naphthalocyanine

Obr. 5 Zakladni struktura nékterych vyznamnych PS (Berg et al. 2007)

3.1.5 Omezeni a moznosti PDT

Ackoli se jednd o velmi perspektivni metodu s mnoha pozitivy, je 1 pfes vyvoj
a veSkeré snahy stale limitovana nékterymi faktory a neZddoucimi G€inky, které vyplyvaji

uz ze samotného principu a vlastnosti PDT.

Pro pacienta nepfijemné jsou napi. otok léeného mista a jeho bolest,
ktera se nejcastéji objevuje kolem 1-2 dnti po ozafovani a mize trvat az 2 tydny, ackoli
jeji intenzita se s postupnou regeneraci tkané snizuje. Pokud nejsou kontraindikovany,
vétSinou se ke zmirnéni ptiznakd podavaji NSAID a opiaty. Dalsi nepiijemnosti
jeaz 6 tydni pretrvavajici rezidudlni fotosenzitivita, jejimz nasledkem muze
byt pii vystaveni se sluneCnimu zafeni lokalni zanét, otok az povrchova nekrdza

(Ramsay et al. 2021, Jerjes et al. 2020)

Problematicky je potencialné také uz jen samotny piistup k PDT — jde o finan¢né,

wewvr

loziskiim muze byt potieba provadét vice nez jednu lécebnou sérii, v periferii nadoru
navic v nékterych ptipadech terapie vykazuje znacné rezervy v efektivité. Prave

to pak mize vést az k relapsu (Jerjes 2023, Jerjes et al. 2020)
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Za ucelem zvysSeni efektivity, snizeni vzniku rezistence 1 relapsu a vyvoje cilené
a vysoce presné terapie se PDT zacala propojovat s dalsimi metodami. Kombinace
s jiz zavedenymi postupy jako je chirurgicka resekce, chemoterapie C¢i radioterapie
piinesla velmi dobré vysledky. V rtiznych fazich studii se pak objevuji také spojeni
s dal$imi metodami, které slibuji jednoduchou aplikovatelnost, zlepSenou efektivitu
arychly posun ke klinickému pouziti. Kromé vySe zminénych mezi né patii
napf. fototermalni terapie, magnetickd hypertermni terapie, sonodynamicka terapie
¢i fotoimunoterapie. Vyznamnym kombina¢nim pfistupem je také fotochemicka

internalizace (Songca 2023).
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3.2 Fotochemicka internalizace (PCI)

Molekuly, které nejsou v dostatecné mife schopny projit skrz bunécnou
membranu, se do bunnky mohou dostat diky endocytdze. Problémem tohoto typu
transportu vSak je, Ze z endosomi setyto latky dostavaji pies endolyzosomy
do lyzosomu, kde jsou degradovany. Nemohou se tak pfes membranu vacki dostat
ke svym intracelularnim cilim. Pro dosazeni zddouciho terapeutického efektu by bylo
mozné vyrazn¢ zvysit davku, to by s sebou ale neslo vétsi nezadouci ucinky. Efektivni
moznosti internalizace exogennich molekul do cytosolu, kterd se tomuto problému
vyhybd, se stala PCI. Jedna se o pomérn€ novou metodu v oblasti vyzkumu terapie
(nejen) nadorovych onemocnéni zalozenou na propojeni ucinku latek s biologickou
aktivitou a jejich efektivniho uvolnéni do bun€k pomoci principu zalozeném na PDT

(Berg et al. 2010, Berg et al. 2014).

S konceptem PCI jako takové ptisel poprvé v roce 1999 Kristian Berg se svymi
spolupracovniky. Tém se uspéSné¢ podafilo do bunck specificky dopravit
makromolekularni latky v nizkych koncentracich tak, aby z vétSiny nezistaly uzaviené
v endosomech alyzosomech bez moZnosti U¢inku. Pomoci subletdlni davky
PS hromadiciho se v membranach téchto organel aozafeni cCervenym svétlem
se makromolekularni latky dostaly do cytosolu. Jde tedy o zpisob, jak latku specificky
dopravit do cytosolu k intracelularnimu cili, navic s moZnosti niz8i davky pii zachované
efektivité. Dale je moZzné zmensit ¢i Uplné potlacit neZddouci G¢inky chemoterapeutika
a eliminovat rezistenci vic¢i nému. Diky subletalni ddvce PS lze sniZit nebo uplné
odstranit neZzadouci zbytkovou fotosenzitivitu, zvySit efektivitu terapie a zlepSit

selektivitu piisobeni (Ali et Gary-Bobo 2022, Jerjes et al. 2020, Berg et al. 1999).

Prvni studie provedena na lidskych pacientech s nadory hlavy a krku sledovala
pouziti fimaporfinu (TPCS2., Amphinex®) jako PS a bleomycinu jako chemoterapeutika.
Bleomycin je po vstupu do cytosolu vysoce cytotoxicky (jen ptiblizn€ 500 molekul staci
k indukci bunécné smrti), zaroven je ale zndm svou akumulaci v endosomech a vaznymi
nezadoucimi ucinky, obzvlasté pii opakovaném podani. U deseti z jedendcti pacientd
bylo béhem zminéné studie dosazeno kompletni odpovédi, a to diky synergickému efektu
1 u velmi nizkych koncentraci. Pouze jednou byla pouzita standardné poddvana davka
bleomycinu. Doposud se PCI ukazala byt u¢innym zptisobem cileného dopraveni latek

k jejich vnitrobunéénému cili u vice nez 80 riznych nadorovych bunécnych linii a vice
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nez 10 odlisSnych zvifecich modelech (Selbo et al. 2015, Bergetal. 2014,
Jerjes et al. 2010).

3.2.1 Princip a mechanismy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, PCI je metodou umoznujici uvolnéni latek z endosomii
do cytosolu cilovych bunék skrze provedeni subletalni PDT, a tedy skrze vyuziti PS,
svétla a kysliku.

Pro PCI jsou dilezit¢ vhodné amfifilni PS lokalizujici se na membrané bun¢k.
Po endocytoze jsou pak lokalizované v membrané endosomt. Molekuly, které nejsou
schopny projit cytoplasmatickou membranou, se do bunck také dostavaji endocyt6zou
a nésledné zlistdvaji uzavieny endosomech, ze kterych se nemohou dostat ven. Diky
pfitomnému PS jsou vSak pravé endosomalni membrany jedinym fotosenzitivnim mistem
bunky. Po nésledné fotoaktivaci PS zafenim o vhodné vinové délce a lokalni produkci
ROS dochéazi k peroxidaci membrany a jeji destabilizaci aZz ruptufe ustici v unik

uzavienych latek do cytosolu, kde mohou piisobit (Sosi¢ et al. 2020, Selbo et al. 2015).

Extracellular Cytosol Lysosome
space
> Endosome @
D p D
D S
/V

)
Drug & DD
A ng t
Photosensitizer

Obr. 6 Pribeh PCI (Norum et al. 2009)

Z dtivodu velmi kratké Zivotnosti 'O, (ve fosfolipidové dvojvrstvé 12-36 ps,
ve vodném prostiedi ~4,2 ps) atimilimitované¢ difuzi do okoli (<20 nm)
je pritom zésadni lokalizace PS na endosomalni membrang. Ta se skladd z lipida
(fosfolipida, glykolipidi, steroll), membranovych proteinii a navdzanych sacharidd,
které dohromady reguluji strukturu a funkénost membrany. Ptestoze nebylo potvrzeno,
které slozky endosomdlni membrany se na prubéhu PCI podili nejvice, obecné
nejnachylnéj$imi molekulami podléhajicimi snadno oxidaci jsou cholesterol a fosfolipidy

s nenasycenymi mastnymi kyselinami (Soe et al. 2021).
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Obr. 7 Schéma popisujici proces PCI v endosomu (Prasmickaite et al. 2004)

Podobné jako u PDT, tak i u PCI se ukazuje, Ze terapie ma vliv nejen na nadorové
buiiky samotné, ale 1 na dalsi slozky nadoru i organismu celkové. Vyznamné jsou zejména
ucinky na cévni zasobeni nadoru zpisobené lokalizaci PS v endotelu téchto cév,

nebo indukce protinddorové imunity (Berg et al. 2014).

3.2.2 Fotosensitizéry pro PCI

Pribéh PDT na urovni bunééného poSkozeni do velké miry zavisi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech pouzitych PS. Né&které PS se akumuluji v lyzosomech
¢1 v mitochondriich, nékteré vyrazné indukuji apoptdzu, jiné nici pfedev§im membranu
endosomt, aniz by zptsobily vétsi Skody na urovni celé bunky. Pravé posledni jmenované

nachazeji vyuziti v PCI (Berg et al. 2014).

Podobné¢ jako v ptipadé PDT samotné, tak i pii PCI by vhodny PS mél byt latkou
snadno dostupnou, fotostabilni, s absorpénim maximem v Cervené oblasti spektra,
s absenci dark toxicity, rychlou selektivni akumulaci v maligni tkani a eliminaci z téla,
vysokou efektivitou v produkci 'Oz a ostatnich ROS a s tim souvisejicim nizkym sklonem
k agregaci. Protoze jeho tikolem pii PCI je z endosomt uvolnit Zddané makromolekuly
(aniz by doslo k jejich fotochemickému poskozeni) do cytosolu, mél by byt zaroven
amfifilni a lokalizovany na membranach endosomi. Pravé u amfifilnich PS s hydrofilni
¢asti molekuly, kterd inhibuje moZznost prostupu latky membranami, byla prok4zéana

nejvyssi PCI efektivita (Soe ef al. 2021, Norum et al. 2009, Selbo et al. 2001).
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PS spliujicimi vyse popsané podminky jsou naptiklad amfifilni disulfonylovany
ftalocyaninovy fotosensitizér AlIPcS2a, disulfonylovany tetrafenylchlorin (TPCSz,)
nebo disulfonylovany meso-tetrafenylporfin  (TPPS2a), vSechny casto vyuzivané

v experimentalnim studiu PCI (Soe ef al. 2021, Selbo et al. 2002).

TPPS,, TPCS,, AlPcS,,
Obr. 8 Struktura casto pouzivanych PS v PCI (Soe et al. 2021)

3.2.3 Light-before a light-after pristupy

PCI byla plGvodné vyvinuta jako metoda, kterd uvolni latky jiz uzaviené
v endosomech. V prvnim kroku se podalo terapeutikum a PS, poté doSlo k ozareni
a tim néasledné k rozruSeni endosomi a uvolnéni molekul do cytosolu. Jednalo
se tedy o tzv. light-after ptistup, kdy ozateni prob&hlo az po ptijmu terapeutika bunikami.
Tento postup vSak mulze byt limitovan piedcasnou enzymatickou degradaci
makromolekul jesté¢ ptred jejich uvolnénim, potencidlnim poskozenim makromolekul
vyskytujicich se pfili§ blizko fotochemickymi reakcemi rozruSované membrany,
a také moznou Casovou nevhodnosti takové 1€cby (napf. po chirurgickém odstranéni
nadoru by bylo nutné¢ podat chemoterapeutikum, poté nckolik hodin cekat
a az poté postizené misto ozafit). V navaznosti na to vznikl dal$i moZzny zpusob
provedeni PCI v rezimu light-before (nékdy také light-first), pti kterém k ozareni dochazi
po podani PS, ale jesté pred podanim terapeutika (Prasmickaite et al. 2002).

Principem light-before ptistupu je splynuti fotochemicky poskozenych endosomt
s endosomy, ve kterych je uzaviené ihned po ozafeni podané terapeutikum. Nov¢ vzniklé
vesikuly jiz nemaji celistvou membranu a makromolekuly se tak mohou dostat

ven (Martinez de Pinillos Bayona et al. 2016, Berstad et al. 2012).
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Obr. 9 Schematické znazorneni rozdilu mezi light-after (A) a light-before (B) zpiisobem
uvolneéni makromolekul (M) z endosomii skrze fotochemické reakce zprostredkované

fotosensitizérem (S) (Prasmickaite et al. 2002)
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3.3 Proteiny inaktivujici ribosomy (RIPs)

Toxicita a urc¢ité moznosti medicindlniho vyuziti nékterych rostlin produkujicich
RIPs byly znamy jiz od antiky. Prvnim milnikem v historii RIPs se vSak stalo az objeveni
¢astecné purifikovanych proteini ricinu a abrinu ke konci 19. stoleti. Prvotni studie
ukazovaly na schopnost téchto dvou velmi ucinnych rostlinnych jedt aglutinovat
erytrocyty, cemuz byla plivodné pfipisovana celd jejich toxicita. Paul Ehrlich pozdéji
prokdzal jejich imunogenni vlastnosti a vyslovil hypotézu o jejich slozeni
ze dvou Casti — vazebné, ,haptoforu, a toxické, ,.toxoforu* (Bolognesi et al. 2016,

Walsh et al. 2013).

Velky navrat ke studiu RIPs nastal v 70. letech 20. stoleti, kdy byla zaznamenana
jejich zvySena toxicita pro nddorové bunky. Postupné byly popsany struktury ricinu
1 abrinu, nékteré mechanismy jejich uCinku a ostatni vlastnosti. Ptibyly také objevy
dalsich rostlin obsahujicich proteiny se schopnosti inaktivovat ribosomalni aktivitu,
a praveé ta dala i pres neznalost kompletniho mechanismu celé skupiné nazev (RIPs).
PtestoZe vétsina je produkovana rostlinami, existuji i RIPs vytvarené bakteriemi fungujici
jako jejich faktory virulence. Z téchto rostlin a mikrobidlnich agens bylo dodnes
izolovano vice nez 100 riznych RIPs srlznymi Grovnémi toxicity zavisejicimi
napft. na jejich  schopnostt a  moZnosti  dosazeni intraceluldrnich  cila

(Bolognesi et al. 2016, Walsh et al. 2013).

3.3.1 Rozdéleni

Na zakladé vlastni struktury a s tim souvisejicich vlastnosti se RIPs déli klasicky
do dvou skupin, nékdy jsou uvadény tii, dal$i moZnosti rozd€leni a nomenklatury

se vetSinove neujaly.

RIPs I. typu jsou jednotetézcové, ptiblizné 30 kDa velké, siln€ bazické proteiny
s typickou enzymovou aktivitou. Svou toxicitou vSak nedosahuji na toxicitu RIPs II. typu,
coz je casteéné zpusobeno absenci druhého fetézce, ktery proteinu usnadiiuje
vstup do bunky. Bylo také popsano vice RIPs tohoto typu nez RIPs z druhé skupiny. Patii
sem napiiklad gelonin, saporin, agrostin, momordin a dal§i (Bolognesi et al. 2016,
Berg et al. 2014, Walsh et al. 2013, Puriet al. 2012, Stirpe et Battelli 2006,
Nielsen et Boston 2001).

23



RIPs II. typu jsou na rozdil od prvnich tvofeny dvéma fetézci spojenymi
disulfidickym mustkem — fetézcem A o velikosti pfiblizné 30 kDa s enzymovou aktivitou
afetézcem B o velikosti zhruba 35 kDa s vlastnostmi lektinu zprostiedkovavajicim
vstup do buné€k. Proteiny s nizsi toxicitou jsou schopné stejné jako RIPs 1. typu vyvolavat
nastup alergii. Jiné z nich pak mohou byt letidlni jiz pfi velmi malych davkach,
ato at uzbyly podany injekéné, inhalaén€, nebo peroralné. Ricin ztéto skupiny
je dokonce zatazen na seznamu nebezpecnych latek s potencidlem biologické zbrané,
vysoce toxickych je jich vSak celkové znamo jen nékolik (Bolognesi et al. 2016,

Walsh et al. 2013, Puri et al. 2012, Stirpe et Battelli 2006).

Ttetim n¢kdy uvadénym typem RIPs jsou tzv. proRIPs — inaktivni prekurzory,
které se stavaji aktivnimi az po odstépeni vnitiniho kratkého peptidového segmentu
z molekuly. Funkce této domény neni zndma, po jejim odstranéni je vSak protein podobny
RIPs typu 1. Patfi sem napt. protein JIP60 izolovany z je¢mene (Puri et al. 2012,
Stirpe et Battelli 2006, Nielsen et Boston 2001).
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Obr. 10 Schematické znazornéni struktury jednotlivych typit RIPs (Stirpe 2004)

3.3.2 Mechanismus uéinku

RIPs maji schopnost nevratné inhibovat ribosomalni aktivitu, a tedy syntézu
proteinil. Dé&je se tak diky jejich N-glykosidasové aktivité. RIPs jsou schopné rozeznat N-
glykosidickou vazbu mezi adeninem a zbytkem nukleotidu na specifickém misté znamém
jako o-sarcinovd doména velké podjednotky rRNA, adenin odS$tépit a zplsobit

tak depurinaci daného mista, které se tim stdvd nestabilnim. Pravé tato vysoce
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konzervovana sekvence rRNA je pfitom dilezitd pro interakci s elongaénim faktorem

(Puri et al. 2012, Stirpe et Battelli 2006, Bagga et al. 2003).

Nasledky intoxikace RIPs jsou ovSem rozdilné od plisobeni jinych inhibitora
proteinové syntézy, coz vedlo k predpokladu existence jinych uc¢inkG RIPs,
nez je jen samotna inaktivace ribosomu. Jednim z dilezitych faktorti je pravdépodobné
vyvolani produkce cytokinii vedoucich k apoptdéze a zanétlivym reakcim, piipadné
1k vazné nekrdze. Nékteré RIPs v mononuklearnich buiikach indukuji tvorbu tumor
nekrotizujicitho faktoru a interleukini (napt. IL-8), jejichz uvolfiovani je nasledkem
tzv. ,, ribotoxic stress response . Kromé toho dochazi k vystaveni molekul spoustéjicich
programovanou bunécnou smrt na povrch bun¢k, aktivaci kaspasové cesty, u intoxikace
nékterymi RIPs k produkci ROS, a celkové ke sniZeni antiapoptotickych a zvySeni
proapoptotickych signalti. Nékteré RIPs také odStépuji vice nez jeden adenin z rRNA
a jsou schopné deadenylovat t¢Z DNA, nékteré vykazuji piimo i DNAsovou aktivitu

(Stirpe et Battelli 2006, Narayanan et al. 2005, Stirpe 2005, Bagga et al. 2003).

Aby byl RIP ucinny, potfebuje ktomu vhodny mechanismus vstupu
do bunky —ne vSechny RIPs jsou dosazeni cilii v buiice v dostatecné mite schopné,
na druhou stranu v nékterych ptipadech k vyvolani buné¢né smrti staci i jedind molekula.
Mechanismus vstupu RIPs I. a II. typu se ¢astecné lisi, obecné vSak lze fict, Ze jej zahajuji
interakci s molekulami na bunééném povrchu, po niZnésleduje klatrinem
zprostiedkovana anebo na klatrinu nezavisla endocytéza. VétSina se pak dostava
do lyzosomi, kde podléhaji degradaci, méné nez 5 % se vSak i piesto miize translokovat
do cytosolu, a to za pomoci zpétného transportu pies Golgiho aparat a endoplasmatické
retikulum (ER), kde dojde k ER-sdruzené proteinové degradaci (Berg et al. 2014,
Walsh et al. 2013, Puri et al. 2012, Stirpe et Battelli 2006).

Konkrétné RIPs I. typu mohou mit kvili nepfitomnosti vazného B-fetézce
snizenou toxicitu, ktera se vSak vyrazn¢ zvysi, pokud se protein spoji s vhodnym nosi¢em
schopnym vazby na bunécny povrch. Dal§im problémem v jejich efektivité je naptiklad
to, Ze ptestoZze mechanismy, kterymi RIPs indukuji bunécnou smrt, jsou velice G¢inné,
schézi jim urcitd selektivita vici bunéénym cilim a pfi systémovém podani vykazuji

imunogenicitu (Ancheta et al. 2022, Bolognesi et al. 2016, Puri et al. 2012).
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3.3.3 Saporin

Saporiny jsou RIPs izolované zraznych <c¢asti rostliny mydlice 1ékatska
(Saponaria officinalis). Mydlice byla pro své Cistici schopnosti zndma a vyuzivana
pro ptipravu mydla jiz ve starovéku. Ma vSak mnoho dalSich zajimavych vlastnosti.
Jeji metanolovy extrakt vykazuje nejen antimikrobni (aktivita byla zaznamendna
napt. proti Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica
a dalsim), ale i antioxida¢ni ucinky. Dodnes se sni lze setkat nejen v okrasnych
zahradach, ale také v lidovém a pfirodnim lécitelstvi v pripravcich pouzivanych naptiklad

pti nékterych koznich problémech (Chandra et al. 2021, Jia et al. 1998).

Saporiny byly nalezeny v listech, kofenech, stonku, kvétech i zralych semenech,

lisi se vSak isoformou a aktivitou (Chandra et al. 2021).

3.3.4 Isoformy saporinu

Existuje vice neZ devét riznych isoforem saporinu. Jednou z nich je saporin-L1,
ktery byl extrahovan z listli. Jedna se 0 monomerni protein skladajici se ze dvou domén

a prakticky homolog A-fetézce ricinu (Chandra et al. 2021, Sikriwal et al. 2008).

Hlavni Siroce studovanou a pouzivanou isoformou je pak isoforma saporinu S6
(oznacovana také jako SO-6, saporin-6 ¢i jen saporin) ziskdvana ze semen. Vyznacuje
se vysokou stabilitou a mezi vSemi isoformami téZz nejvySsi aktivitou — druhd
nejpotentnéjsi (saporin-5) ziejme kvili substituci jedné¢ aminokyseliny ve své struktuie
vykazuje oproti saporinu-6 vyznamné nizsi katalytickou a cytotoxickou aktivitu. Saporin
S6 se sklada ze dvou domén: N-koncové, kterou tvoii Sest f sklddanych listl, a C-
koncové tvorené osmi a helixy, které zprostiedkovavaji kontakt saporinu s ribosomem.
(Ancheta et al. 2022, Chandra et al. 2021, Bolshakov et al. 2020, Polito et al. 2013,
Sikriwal et al. 2008).

Obr. 11 Struktura saporinu S6 (vlevo) a saporinu-L1 (vpravo) (Chandra et al. 2021)
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3.3.5 Utinky saporinu

Saporin jako RIP I. typu inhibuje syntézu proteini diky své N-glykosidasové
aktivité, kterd v kone¢ném dusledku vede k bunécné smrti. Na rozdil od nékterych jinych
ribotoxinl v piipadé saporinu apoptodza nastava jesté pred vyznamnou inhibici proteinové
syntézy, a to skrze vnitini cestu zavislou na kaspasach. V n¢kolika studiich byly
prokdzany protinadorové ucinky saporinu v riznych typech neoplastickych bunek,
u kterych dochazelo k apoptoze a nekrdze. Divodem, pro¢ RIPs poskozuji nadorové
bunky vice nez bunky zdravé, miize byt vysokd proliferacni aktivita nadoru spjatd
se syntézou proteinii 1 vysS$i citlivost k toxinim dana genetickou zménou

(Chandra et al. 2021, Stirpe et Batelli 2006, Sikriwal et al. 2003).

Sam o sobé je saporin neselektivnim toxinem s pomérné nizkou toxicitou
a dobrou stabilitou, navic je rezistentni ke konjugacnim procestim a krevnim proteasam.
Prave posledni jmenované vlastnosti z n¢j dé€laji latku s potencidlem mnoha vyuziti,
véetné tvorby cilenych imunotoxini ¢i pouziti v PCI (Ancheta et al. 2022,

Bolshakov et al. 2020, Polito et al. 2013).
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4 Cile prace
= Stanoveni in vitro fototoxicity (vyjadieno jako ICso) studovanych fotosensitizért

a stanoveni ICso saporinu na buné¢né linii HeLa.

» Stanoveni kombinac¢nich indext a vyslednych efekti fotochemické internalizace

saporinu v ptistupu light-before.

» Porovnani ucinnosti studovanych fotosensitizérti pii in vitro PCI saporinu

na bunééné linii HelLa.
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5 Material a metodika

5.1 Zakladni laboratorni vybaveni

sterilni serologické pipety raznych velikosti (Capp AHN Bio, Némecko,
Eppendorf, Némecko, a TPP, Svycarsko)

sterilni Pasteurovy pipety (VWR, Avantor, USA)

sterilni laboratorni sklo (Simax, Ceska republika)

sterilni kultivaéni lahve 75 (TPP, Svycarsko)

sterilni plastové Spicky raznych velikosti (BioHit, Finsko, a Eppendorf,
Némecko)

sterilni mikrozkumavky raznych velikosti (Eppendorf, Némecko)

Biirkerova komtrka (Brand, Némecko)

sterilni plastové vanicky s vicky (Eppendorf, Némecko)

sterilni 96jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky s plochym dnem (TPP, Svycarsko)

sterilni Petriho misky se sklenénym dnem (WillCo Wells, Nizozemsko)

5.2 Pristrojové vybaveni

chladnicka s mrazakem (Liebherr, Svycarsko, a Electrolux, Svédsko)
temperovana vodni lazeit (Memmert, Némecko)

boxy s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)

ttepacky Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

elektronické pipetovaci nastavce (Integra Biosciences, Svycarsko, a Eppendorf,
Némecko)

bunééné inkubatory s termostatem (Esco, Singapurska republika)

mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

elektronick¢ automatické multikandlové pipety (Sartorius, Némecko,
a Eppendorf, Némecko)

automatické pipety rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

xenonova lampa 450 W s oranZovym filtrem A > 570 nm a vodnim filtrem o délce
9 cm (Newport Corporation, USA)

deskova tfepacka (Heidolph Instruments, Némecko)

&te¢ky mikrotitra¢énich desticek Tecan Infinite 200Pro a M200 (Tecan, Svycarsko)
konfokalni mikroskopicky systém Nikon A1+ (Nikon, Japonsko)
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5.3 Chemikalie a reagencie

zakladni kultivaéni médium DMEM (Capricorn, Némecko)
» fetalni bovinni sérum (FBS; Capricorn, Némecko)
= roztok penicilin/streptomycin (P/S; Lonza, Svycarsko)
=  HEPES pufr (Capricorn, Némecko)
= stabilni glutamin (Capricorn, Némecko)
* PBS pufr (Sigma Aldrich, Némecko)
= roztok trypsin/EDTA (T/E; Lonza, Svycarsko)
* trypanova modf (TB; Sigma, Némecko)
» 3% roztok peroxidu vodiku (Fluka, Sigma Aldrich, Némecko)
» roztok neutralni ¢ervené, 3,3 mg/ml (Sigma Aldrich, Némecko)
» fixaéni roztok — 1% CaCl> v 0,5% HCHO v H>O (Sigma-Aldrich, Némecko,
a Penta, Ceska republika)
= lyzaéni roztok — 1% CH3;COOH v 50% EtOH v H>O (Penta, Ceska republika)
» fotosensitizéry (syntetizovany védeckou skupinou prof. Zimcika, FaF UK)
o P44-COONa (1 mM roztok v PBS)
o P44-COOH (5 mM roztok v DMSO)
o P42-1Zn-Me (10 mM roztok v DMSO)
= saporin ze semen Saponaria officinalis (Sigma Aldrich, Némecko)
» dextran znaceny fluorescein isothiokyanatem, MW 4000 (FITC-dextran; Sigma

Aldrich, Némecko)

5.4 Kaultivace a pasaZzovani bunék

5.4.1 Bunécna linie HeLa

Veskeré experimenty byly provedeny na bunécné linii HeLa ziskané z Americké
banky bunécnych linii (ATCC, USA). Jednd se o naddorovou bunécnou linii vzniklou
z bun€k adenokarcinomu déloZzniho ¢ipku Henrietty Lacksoveé, které ji byly biopticky
odebrany vroce 1951. Piestoze samotny odbér provazi etické otazky,
diky svym vlastnostem (rychld proliferace, nenaroc¢nost) se HeLa buiky staly
celosvétoveé diilezitou soucasti in vitro vyzkumu a dodnes patii mezi nejpouzivanéjsi

(Lyapun et al. 2019, Lucey et al. 2009, Masters 2002).
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5.4.2 Kultiva¢ni medium

Pouziti vhodného media s obsahem spravného poméru pro buiiky potiebnych
latek je zadkladem jak prace s nimi jako takové, tak 1 vesSkerych néaslednych experimenti.
Pro kultivaci i experimenty bylo pouzito klasické DMEM medium (500 ml) obohacené
05 ml antibiotického roztoku P/S, 5 ml HEPES pufru, 10 ml stabilniho glutaminu
a 50 ml FBS, nasledné dobte uzaviené a uchovavané v chladnicce. Piiprava media i prace

s nim vzdy probihala za sterilnich podminek v lamindrnim boxu.

5.4.3 Pasazovani bunék

Pasazovani je procesem nutnym k udrzeni zivotaschopnosti bunéénych kultur
a zajisténi konstantnich podminek experimentd in vitro. Jednd se o pravidelné
opakované preneseni ¢asti bunck za ptisné sterilnich podminek ze staré kultiva¢ni nadoby
do nové, scerstvym mediem a dostatkem prostoru k jejich ristu. Kromé prace
ve sterilnim boxu s laminarnim proudénim je nezbytné zabranit kontaminaci pracovniho
prostoru a také jednotlivych reagencii a bunék samotnych i béhem jejich skladovani,

resp. inkubace.

Pted kazdym pasdzovanim bylo kultivaéni medium (uchovavané v chladnicce),
PBS (skladované pfii laboratorni teploté) a roztok T/E (mezi pouzitimi zamrazovany)
nutné nechat vytemperovat ve vodni lazni nateplotu 37°C. Dilezitd byla také
mikroskopicka kontrola bunék — pasazuje se pii pokryti dna kultiva¢ni nddoby (v nasem
piipad¢é byly pouzity sterilni kultivacni lahve T75) z ptiblizn€ 80-90 %, coz zpravidla
odpovidd 3 az4 dnlim mezi jednotlivymi pasdzemi. Kromé toho se sleduje také

morfologie buné¢k a pfipadna kontaminace.

Prvnim krokem samotného pasadzovani bylo odsati star¢ho media z kultivacni
lahve. Poté bylo jeji dno s ptisedlymi buiitkami dvakrat za sebou opatrné oplachnuto
5 ml PBS. Nasledn¢ se pomoci sterilni Pasteurovy pipety ptidal 1 ml roztoku T/E,
ktery bunky odd€luje ode dna lahve i od sebe, a uzaviend lahev se na maximalné 5 minut

umistila do bunééného inkubatoru s 37°C.

Po nékolika minutach bylo pod mikroskopem zkontrolovdno oddéleni bunék
a v piipadé potfeby se mu mechanicky dopomohlo tak, aby bylo pozorovatelné Cisté
dno a pohybujici se shluky bun€k. Aby nedoslo k poskozeni bun€k trypsinem, bylo

nasledné pridano 9 ml kultiva¢niho media, kter¢ jej inaktivovalo. Opakovanym (cca 10%)
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nasatim arychlym vypusténim obsahu lahve proti jejimu dnu byla poté vytvotrena
homogenni bunécna suspenze, z niz byla ¢ast pomoci pipety odebrdna a pienesena
do nov¢ kultivacni lahve s 15 ml ¢erstvého media, zbytek bunék ve staré lahvi pak bylo
mozné pouzit pro experimenty. Mnozstvi pifenesené bunécné suspenze je vzdy zavislé
na rustu bunék v predchazejicich pasazich a na jejich stavu zjisténém pted pasazovanim
mikroskopicky. Suspenze s novym mediem byla opétovnym nasatim a vypusténim pipety
promichana, lahev uzaviena a prenesena do bunécného inkubatoru s termostatem (37°C,
5 % COa», konstantni vysoka humidita). Zde bylo vicko lahve otofeno do prvni pozice
umoznujici vymeénu plyni a buniky pak za standardnich podminek inkubovany az do dalsi

pasaze.

5.5 Stanoveni po¢tu Zivotaschopnych bunék

Z divodu nasazovani spravné konstantni koncentrace bunék na mikrotitracni
desticky pro dalsi experimenty bylo nezbytné nutné nejdiive urcit pocet zZivotaschopnych
bunck v suspenzi zbylé po pasdZzovani. Vyuzita k tomu byla Biirkerova komirka
a 0,4% roztok trypanové modii (TB), sekterym se 100 pul bunééné suspenze
odpipetované¢ do zkumavky nejprve v poméru 1:1 smisilo. Nasledn¢ bylo po kratké
inkubaci odebrano a na kazdou z polovin Biirkerovy komurky napipetovano 10 pl, které
se mikroskopicky zhodnotily, a v péti z deviti pfitomnych hlavnich ¢tverct se spocitaly

zivé bunky. Vysledny pocet zivych bun€k v 1 ml suspenze se pak stanovoval vypoctem.

Principem uzitého vitalniho barveni je schopnost neposkozenych Zivotaschopnych
bunék aktivné transportovat TB ven a neobarvit se, zatimco mrtvé builky ziistavaji kvili
absenci tohoto transportu modré. Lze je tedy od sebe dobie odlisit a v Biirkeroveé komirce

spocitat pouze bunky Zivé, nezbarvené.

5.6 Stanoveni ICs

5.6.1 Nasazeni bunék pro experimenty

Nasazeni bunck do 96jamkovych mikrotitracnich desticek,
které jsou pro experimenty vyuzivany, probihalo vzdy za pfisn¢ sterilnich podminek

v laminarnim boxu.
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Nejdiive byl vyuzit vysledek z ptedchoziho bodu (pocet zivych bunék/ml)
pro vypocet spravného poméru bunééné suspenze a kultivacniho media. Pozadovanou
koncentraci je 75 000 zivych bun¢k/ml, v kazdé jamce desticky tedy pii objemu 100 pl
bylo pfiblizné 7 500 bun¢k. Konstantni mnozstvi HeLa bunc¢k v destickach zajistilo

vhodné konstantni podminky pro experimenty a jejich reprodukovatelnost.

Vypocétem ziskané objemy bunécéné suspenze a media byly dobfe smichany
v laboratorni plastové vani¢ce a nafedéna bunécnd suspenze poté byla elektronickou
automatickou multikanadlovou pipetou vobjemu 100 pl na jamku aplikovana

do 96jamkovych mikrotitracnich destic¢ek.

Timto zpusobem ptipravené desticky se nechaly po dobu 24 hodin inkubovat

v laboratornim bunééném inkubatoru za standardnich konstantnich podminek.

5.6.2 Studované latky

Pouzité PS byly syntetizovany védeckou skupinou prof. Petra Zim¢ika, Ph.D.
na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy FaF UK v Hradci Kralové.
Jednalo se o latky ze skupiny ftalocyanint, sloufenin s planarni aromatickou
makrocyklickou strukturou a tetrapyrrolovym jadrem stejnym, jaké maji porfyriny. Jadro
je ale rozsifeno o 4 benzenova jadra, coZz u nich zlepSuje absorpci v Cervené oblasti
spektra. Diky centralnimu koordinacné vdzanému atomu kovu (v nasem piipade zinek)
se jejich vlastnosti jesté zlepsuji. Problém agregace ve vodném prostredi, ke které maji
Pc ptirozené sklon, je pak feSen vhodnymi substituenty, diky kterym zistavaji
v monomernim stavu. V pfipadé P42-1ZnMe se jedné o hydrofilni kationicky substituent
obsahujici kvaternizované aminoskupiny, u druhych dvou PS o anionické skupiny
—u P44-COOH ve formé karboxylové kyseliny a u P44-COONa ve formé sodné soli této
kyseliny. VSechny substituenty studovanych PS jsou k Pc jadru navazany pies kyslik
(Kollar et al. 2020, Miletin et al. 2018, Selbo et al. 2002).

33



41

HOOC COCH NaOOC COONa

o) (o] 0 o]

HOOC O COOH NaOOC 0 COONa

P42-1ZnMe P44-COOH P44-COONa

Obr. 12 Struktura uzitych fotosensitizérii

Jako terapeutikum pro internalizaci byl pouzit na pracovisti rozpustény

lyofilizovany komer¢né dodavany saporin.

5.6.3 Pridani PS na desti¢ku

Proces ptipravy a ptidavani latek na desticku probihal opét ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu, v pfipadé¢ PS navic kvili moznosti jejich predcasné fotoaktivace

bez ptistupu svétla v co nejvetsim Seru.

Po 24hodinové inkubaci desticek probehla vyména kultivaéniho media
v kontrolnich jamkéch, a to jak u neovlivnénych kontrolnich bungk, tak 1 u pozitivnich
kontrol v poslednim sloupci, ke kterym se nasledné piidala letdlni davka H>Oo.
Do zbylych jamek, vybiranych ptednostné¢ uprostted desticky, se po odebrani
kultiva¢niho media napipetovalo 100 pl roztoku PS v pozadovanych koncentracich, které
byly pfedem pfipraveny ve sterilnich zkumavkach za pouziti zasobnich roztoka

PS a kultiva¢niho media.

Desticky se poté fadné oznacily a nechaly 4 hodiny inkubovat za standardnich

konstantnich podminek v laboratornim bunééném inkubétoru.
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5.6.4 Ozarovani

Po 4hodinové inkubaci se za sterilnich podminek v laminarnim boxu vSechny
jamky kromé pozitivnich kontrol oplachly a bylo k nim pfidano 100 pl cerstvého
kultivacniho media. Timto zpisobem byl odstranén piipadny prebytecny PS, ktery zlstal
mimo buiiky v mediu. Hned poté byla desti¢ka pfemisténa pod xenonovou lampu (400 W;
L > 570 nm; 12,4 mW/cm?), kde byla 15 minut svrchu ozafovana (11,2 J/cm?). Desticky
pouze s PS se nasledné vratily do inkubatoru, kde byly dalSich 24 hodin za standardnich

podminek inkubovany (fototoxicita PS).

5.6.5 Pridani saporinu na desticku

Vzhledem k experimentiim v ptistupu light-before byl samostatny saporin na rozdil
od PS pfidavan na desti¢ky s 24 h inkubovanymi bunikami aZ po ozéafeni a bez svételného

omezeni pti praci s nim. V ostatnim se postup nelisil od piedchozich bodii.

Lahvicka s 5 mg lyofilizovaného saporinu se steriln¢ oteviela v laminadrnim boxu
a bylo do ni napipetovano 5 ml sterilniho piefiltrovaného PBS. Z kultivaéniho media
a takto pfipravené¢ho zdsobniho roztoku saporinu (1 mg/ml) se poté ve zkumavkéach
piipravila fada roztokii o poZadovanych koncentracich, které byly po ozatfeni desticky
a odebrani media v mnozstvi 100 pl pfidany do jim urcenych jamek. Oznacené desticky
se saporinem byly poté stejné jako desticky s PS inkubovany za standardnich podminek

do dalsiho dne.

5.7 Stanoveni Zivotaschopnosti bunék pomoci testu vychytavani

neutralni ¢ervené

Test vychytavani neutrdlni Cervené¢ (NR) patii mezi nejvyuzivanéjsi metody
zjiStovani Zivotaschopnosti bunck. ZaloZen je na schopnosti neposkozenych bunck
pfijimat NR diky udrZovani stabilniho pH skrze produkci ATP. Pti fyziologické hodnoté
pH je NR, slabé kationické aminosubstituované fenazinové barvivo, buitkami piijiméno.
Dostava se az do lyzosomu, kde je pH prostfedi niz§i, NR zde ionizuje a zlstava
zde uzaviena. Pokud je buika poSkozend, neni schopna wudrzovat kyselé

pH v lyzosomech, a NR tak nemutZe v téchto organelach zadrzovat (Ates et al. 2017,
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Repetto et al. 2008, Chiba et al. 1997). Prace s NR jiz byla provadéna v nesterilnim

laboratornim prostiedi.

Nejprve byl v laboratorni plastové vani¢ce dukladn¢ smichdn potiebny objem
zasobniho roztoku NR s kultivaénim mediem tak, aby bylo dosazeno koncentrace
pracovniho roztoku 30 pg/ml. Pomoci automatické elektronické multikanalové pipety
se nasledn¢ do kazdé jamky v destickach ptidalo 100 ul piipraveného roztoku NR.
Desticky se poté nechaly inkubovat za standardnich podminek v bunééném inkubatoru

po dobu 2 hodin.

Po dvou hodinach byl obsah jamek odstranén a nahrazen 90 pl fixaéniho roztoku.
Bunky se pak za laboratorni teploty nechaly 15 minut ke dnu jamek mikrotitra¢nich
desticek fixovat. Nasledovaly dva oplachy bunék 90 pul PBS, po kterém jiz bylo do kazdé
jamky pfidano 90 pl lyza¢niho roztoku. S timto roztokem se pak buniky v destickach

nechaly pfi laboratorni teploté na deskové tfepacce 30 minut lyzovat.

Kazda jamka s kompletné zlyzovanymi buitkami byla poté spektrofotometricky
proméiena ¢teckou mikrotitranich desticek Tecan Infinite M200 nastavenou na vinovou
délku 540 nm. Namé&fené hodnoty byly zaznamenany v programu MS Excel, ve kterém
se 1 dale zpracovaly po odecteni signalu pozitivnich kontrol do procent neovlivnéné
kontroly pfedstavujicich Zivotaschopnost bunék na kazdé z destiCek. Procentudlné
vyjadiend Zivotaschopnost buné€k zjist€na z minimalné 8 opakovani byla nakonec vyuZita

pro zjisténi ICso kazdé¢ jednotlivé studované latky, tedy vSech testovanych PS i saporinu.

Nameétené hodnoty byly zpracovany v programu GraphPad Prism, ve kterém byla
také provedena statistickd analyza dat. Pro zji$téni normélniho rozdéleni byl v prvnim
kroku pouzit Shapiro-Wilklv test, pro jehoz provedeni neni potfeba stfedni hodnota
ani rozptyl dat. V ptipad€ normalniho rozdéleni dat (p > 0,05) nasledovala jednofaktorova
(One-way) ANOVA, pii odpovidajicim rozptylu s provedenim Dunettova post hoc testu
mnohonasobného porovnani, u odlisného rozptylu pak ANOVA s Brown-Forsythovym
testem a Dunnetovym post hoc testem mnohanasobného porovnani. U dat, kterd
by na zakladé¢ Shapiro-Wilkova testu nebyla normalné¢ rozd€lena (p <0,05),
by pak pro zjiSténi statisticky vyznamnych rozdili mezi skupinami prob¢hla

jednofaktorovéa neparametrickh ANOVA s Kruskal-Wallisovym testem.
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5.8 Stanoveni kombinac¢nich indexu fotochemické internalizace

5.8.1 Testovani kombinaci fotosensitizéri a saporinu

PCI saporinu a jednotlivych PS byla testovana ve stejném rezimu, jako tomu bylo

u stanoveni 1Cso.

Nasazeni bun¢k na desticky s naslednou inkubaci probihalo podle postupu

popsaném v kapitole 5.6.1.

Po 24 h se ve sterilnich zkumavkach v laminarnim boxu pfipravily roztoky
testovaného PS v koncentracich ICso/8, ICs0/4, ICs0/2, ICs0, 2XICs0 a 4X1Cso. Po odebrani
kultivaéniho media z jamky se tyto roztoky po 100 pl napipetovaly k buitkam v desticce.

Takto pfipravené desticky se na 4 h premistily do bunééného inkubatoru.

Po ubéhnuti inkubace byly bunky v destickach ozateny tak, jak bylo popsano
v kapitole 5.6.4.

Ihned po ozafeni byl k buiikdm ptidan saporin (buiiky s i bez PS) v koncentracich
ICs0/8, ICs0/4, 1Cs0/2, I1Cs0, 2XICsp a 4XICso, v ostatnim shodné s postupem popsanym
v kapitole 5.6.5. Dalsi den pak probéhlo stanoveni Zivotaschopnosti bun€k pomoci testu

vychytavani NR.

5.8.2 Stanoveni kombina¢nich indexii metodou dle Chou-Talalay

Déle nez stoleti existovaly pokusy interpretovat spolecné pulsobeni 1éCiv,
neexistovala vSak vyraznéjsi shoda na definici terminli a zptisobu jejich urceni. V roce
1983 se tento stav pokusili zménit Ting-Chao Chou a Paul Talalay, a pfedstavili metodu,
pomoci které Ize analyzovat efekt vicero souCasné podanych terapeutik. Zalozena
je na derivaci stfedniho ucinku odpovidajiciho napiiklad i ICso jednotlivych latek,
kvantifikace pak probihd pomoci vysledného kombina¢niho indexu (CI) — efekt mize
byt synergicky (CI < 1), aditivni (CI = 1), ¢i antagonicky (CI> 1). Kromé toho metoda
poskytuje s postupnym  vyvojem  softwaru  aktualizované¢  algoritmy
pro programove automatizovanou pocitacovou simulaci synergismu a/nebo antagonismu
pfi riznych davkach a ucincich (Chou 2010, Chou and Talalay 1984,
Chou and Talalay 1983).
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Pozitivy metody dle Chou-Talalay jsou jeji relativni jednoduchost, flexibilita
a efektivita, stejné jako vyznam pro klinickou medicinu. Kombinace 1é€iv jsou totiz velmi
Casté, navic hraji vyznamnou roli i u zédvaznych nemoci typu AIDS ¢i nadorovych
onemocnéni. Snahou je tak zvolit kombinaci terapeutik pulisobicich synergicky,
a tim minimalizovat potfebnou déavku, toxicitu pro organismus a moznost vzniku
rezistence. V poslednich letech se objevuji navrhy pro nahrazeni Chou-Talalay metody
modernéj$i alternativou, mnoho studii vSak stale zistavda u metody plivodni

(Ashton 2015, Chou 2010).

Pro kazdy experiment byly metodou Chou-Talalay stanoveny CI pomoci programu
CalcuSyn 1.1. Primér a smérodatné odchylky (SD) byly poté dopocitany v programu
MS Excel. Na zadkladé¢ hodnoty CI pak byly ur¢eny vysledné efekty jednotlivych
PS a saporinu (Tab. 1).

Tab. 1 Stupnice efektit a jejich barevného rozliseni podle metody Chou-Talalay

na zaklade hodnoty CI
Cli efekt
>10 velmi silny antagonismus
3,3-10 silny antagonismus
1,45-3,3 antagonismus
1,2-1,45 mirny antagonismus -
1,1-1,2 slaby antagonismus -
0,9-1,1 aditivni uéinek 0
0,85-0,9 slaby synergismus +
0,7-0,85 mirny synergismus ++
0,3-0,7 synergismus +++
0,1-0,3 silny synergismus ++++
<0,1 velmi silny synergismus _

5.9 Mikroskopické hodnoceni ucinku PCI pomoci FITC-dextranu

Pro vizualizaci G¢inku PCI byl vyuzit FITC-dextran, ktery se do bun¢k dostava stejné
jako saporin endocyt6zou. Bunécné suspenze v koncentraci 75 000 HeLa bunék/ml byla
nejprve v mnozstvi 500 pl nanesena na sterilni Petriho misky se sklenénym dnem,
které jsou vhodné pro konfokalni mikroskopii. Nasledovala inkubace za standardnich

podminek v bunééném inkubatoru po dobu 24 h nutna pro dostate¢ny nartst bunck.

Praskovy FITC-dextran (MW = 4000) byl rozpustén ve vodé¢ tak, aby vznikl zasobni

roztok o koncentraci 50 mg/ml. Pii provedeni experimentu bez PCI byl tento roztok
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nafedén kultivaénim mediem na koncentraci 5 mg/ml a 500 pl vzniklého pracovniho
roztoku se napipetovalo k buikdm. Po 4h inkubaci za standardnich podminek byly buiiky

pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem a vyfoceny.

V ptipadé¢ experimentu sPCI byl pfipraven 0,1 uM roztok P44-COONa,
ktery se k buntkdm pfidal. Po 18h inkubaci s PS pak byly buiky oplachnuty,
na 4 h vraceny zpét do inkubatoru a poté 15 minut ozafovany stejn¢ jako v bodé 5.6.4.
500 pl pracovniho roztoku FITC-dextranu o koncentraci 5 mg/ml se ihned po dosviceni
napipetovalo k buiikdim na Petriho misce, které se pak 4 h opét nechaly inkubovat
za standardnich podminek v bunéném inkubatoru. Na zavér byly bunky dvakrat

oplachnuty ¢istym mediem a snimény pomoci konfokalniho mikroskopu Nikon Al+.
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6 Vysledky

6.1 Hodnoty ICs studovanych latek

6.1.1 P42-1ZnMe

Stanoveni fototoxicity latky P42-1ZnMe po ozafeni bylo provedeno na bunécné
linii HeLa v koncentra¢nim rozmezi 0,0083 — 1uM. Ze ziskanych hodnot byla stanovena

ICs0 = 0,0943 + 0,0198 pM (n = 29).
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Obr. 13 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunék HelLa na koncentraci latky P42-1ZnMe.
Vlevo (A) jsou zobrazeny vSechny namérené hodnoty, vpravo (B) pak priiméry (SD).
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6.1.2 P44-COOH

Fototoxicita latky P44-COOH byla stanovena na bunécné linii Hela
v koncentra¢nim rozmezi 0,0188 — 3,52 uM. Ze namétenych hodnot byla urcena stiedni

inhibi¢ni koncentrace jako ICso = 0,2823 4+ 0,671 uM (n = 17).

&

B)

100+

4
o
=

a
<

@
g
Zivotaschopnost bunék
(% kontroly)

Zivotaschopnost bunék
(% kontroly)

[=]
1
(=)
n

0.01 0.1 1 0.01 0.1 1 10
Koncentrace (pM} Koncentrace (pM)

Obr. 14 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunék HelLa na koncentraci latky P44-COOH.
Vievo (A) jsou zobrazeny vsechny namérené hodnoty, vpravo (B) priimery (SD).
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6.1.3 P44-COONa

Stanoveni fototoxicity latky P44-COONa na bunééné linii HeLa bylo testovano
v koncentraénim rozmezi 0,0225 — 1,2 uM. Ze ziskanych hodnot byla stanovena

ICs0 = 0,1851 + 0,0676 uM (n = 8).
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Obr. 15 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunék HeLa na koncentraci latky P44-COONa.
Vievo (A) jsou zobrazeny vsechny nameérené hodnoty, vpravo (B) primeéry (SD).
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6.1.4 Saporin

Cytotoxicita  saporinu  byla  zkoumdna v koncentratnim  rozmezi

0,875 — 800 pg/ml. Ze ziskanych hodnot byla urcena stiedni inhibi¢ni koncentrace

ICs0 = 20,523 + 16,895 pg/ml (n = 35).
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Obr. 16 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunék HelLa na koncentraci saporinu. Vievo

(A) jsou zobrazeny viechny namérené hodnoty, vpravo (B) primery (SD).
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6.2 PCI saporinu pomoci testovanych PS

6.2.1 P42-1ZnMe a saporin

Pii experimentech byla cytotoxicita u latek P42-1ZnMe a saporinu zkoumana
zvlast u kazdé a v jejich kombinaci (n = 8), a to pfi koncentracich odpovidajicim podilim
a nasobkiim jejich hodnot ICso — pouzity byly koncentrace 1Cso/8, 1Cs0/4, 1Cs0/2, 1Cso,
2XICso a4XICso. Z vyslednych hodnot byly poté stanoveny kombinacni indexy

a z nich vyplyvajici efekty.

Tab. 2 Hodnoty CI a vysledné efekty dle metody Chou-Talalay pro kombinaci P42-1ZnMe

a saporinu. Barevné rozlisené dle Tab. 1.

Koncentrace ICﬁo/B ICso/4 |C50/2 |C5u 2 % |C§g 4 x |C5u
Kombinaéniindex | 0,567875 0,3915 0,211625 0,191875 0,584375 1,230875
Odchylka SD 0,146754 0,125233 0,032049 0,099863 0,15733 0,321112
Vysledny efekt +++ T ++++ ++++ +++ —
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§§ e O kombinace g
§ = 5 = £
3= Eos
2 ‘ H 2
N
0 0.0
2 4

l),1|25 0,‘25 0:5 ‘1 01256 0.250 0500 1.000 2000 4.000

Koncentrace (nasobky ICz) Koncentrace (nasobky |Cgp)

Obr. 17 PCI saporinu za pouZiti fotosensitizéru P42-1ZnMe.

A) Zivotaschopnost HeLa bunék v zavislosti na koncentraci P42-1ZnMe (Seda), saporinu
(zelend) a jejich kombinace (oranzova);, B) je grafickym zndzornénim kombinacnich
indexii kombinace P42-1ZnMe a saporinu v zavislosti na jejich zvysujici se koncentraci.

Barva pozadi je odlisena na zaklade efektu popsanych v Tab. 1.
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6.2.2 P44-COOH a saporin

Cytotoxicita latek P44-COOH a saporinu byla testovana zvlast u kazdé a v jejich
spolecné kombinaci (n = 6), a to pfi koncentracich odpovidajicim podilim a nasobkim
jejich ICso. Pouzity byly koncentrace ICso/8, 1Cso0/4, ICs0/2, 1Cso, 2XICso a 4XICso.
Z vyslednych hodnot byly poté stanoveny kombina¢ni indexy a z nich vyplyvajici efekty.

Tab.3 Hodnoty CI a vysledné efektii dle metody Chou-Talalay pro kombinaci P44-COOH

a saporinu. Barevné rozlisené dle Tab. 1.

Koncentrace |Cso/8 |Cso/4 |Cso/2 |C50 2 % |C50 4 x |Csu
Kombinacniindex | 0,530667 0,467167 0,534833 0,511333 0,845667 1,247
Odchylka SD 0,181546 0,098437 0,067825 0,266178 0,347552 0,659294
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Obr. 18 PCI saporinu za poucziti fotosensitizéru P44-COOH.

A) Zivotaschopnost HelLa bunéek v zavislosti na koncentraci P44-COOH (modra),
saporinu (zelend) a jejich kombinace (oranzova), B) grafické zndzornéni kombinacnich
indexii kombinace P44-COOH a saporinu v zavislosti na jejich zvysujici se koncentraci.

Barva pozadi je odlisena na zdklade efektii popsanych v Tab. 1.

45



6.2.3 P44-COONa a saporin

Pti experimentu byla cytotoxicita u latek P42-1ZnMe a saporinu zkoumana zv1ast’
u kazdé a v jejich kombinaci (n = 6), a to pii koncentracich odpovidajicim podilim
a nasobkim jejich ICso, konkrétné v koncentracich 1Cso/8, 1Cs0/4, 1Cs0/2, ICs0, 2XICso
indexy

stanoveny kombinacni

a4xICso. Zvyslednych hodnot byly poté

a z nich vyplyvajici efekty.

Tab.4 Hodnoty CI a vysledné efektii dle metody Chou-Talalay pro kombinaci P44-COOH

a saporinu . Barevné rozlisené dle Tab. 1.

Koncentrace 1C50/8 1Cs0/4 1Cs50/2 ICso 2 x1Csp 4 x ICso
Kombina&ni index 1,4455 1,028667 0,758667 0,482 0,6475
Odchylka SD 0,770726 0,373395 0,093752 0,226724 0,322247
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Obr. 19 PCI saporinu za pouziti fotosensitizéru P44-COONa.

A) Zivotaschopnost HelLa bunék v zavislosti na koncentraci P44-COONa (fialova),
saporinu (zelena) a jejich kombinace (oranzova), B) je graficke znazornéni kombinacnich
indexut kombinace P44-COONa a saporinu v zavislosti na jejich zvysujici se koncentraci.

Barva pozadi je odlisena na zaklade efektu popsanych v Tab. 1.
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6.3 Kombinaéni indexy jednotlivych PS a saporinu a jejich porovnani

Ze vSech provedenych experimentt vychazi jako nejvhodnéjsi kombinace saporinu
s fotosensitizérem P42-1ZnMe, ktera krom¢ nejvyssi pouzité koncentrace
pfi vSech ostatnich vykazuje v u¢inku synergismus, u ICso¢/2 a ICso dokonce silny
synergismus. Podobné jsou na tom také vysledky kombinace saporinu s P44-COOH,
kde se Ctyrikrat projevil synergicky, u druhé nejvyssi koncentrace mirné synergicky
aunejvyssi koncentrace stejné jako u predchoziho PS mirné antagonicky efekt,
zpisobeny vSak pravdépodobné experimentdlni chybou. NejhorSich vysledkl
pak dosahly kombinace saporinu s P44-COONa, které pii krajnich koncentracich
vykazuji antagonisticky az mirné antagonisticky ucinek, u ICso/4 aditivni a pouze
u ICs0/2, ICs0 a 2XICso se ucinky pohybuji v synergické ¢asti stupnice CI. Antagonistické
ucinky u krajnich hodnot jsou vSak spiSe dany experimentalni chybou (hodnoty
zivotaschopnosti jsou velmi podobné a lisi se v jednotkach %), nez vzijemnym

ovlivnénim ucinku latek.
Tab. 5 Porovnani efektii metodou dle Chou-Talalay pri PCI saporinu pomoct
studovanych PS. Barevna Skala dle Tab. 1.

Koncentrace |C50/8 |05o/4 |C50/2 ICso 2 x |C5u 4 % IC50
P42-1ZnMe e+ + ey o

P44-COOH +++ +++ +++ +++ ++ -
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Obr. 20 Grafickeé porovnani kombinacnich indexii saporinu s jednotlivymi PS

Koncentrace (nasobky IC5p)

v zavislosti na jejich koncentracich. Barva pozadi odpovida skale zobrazené v Tab. 1.
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6.4 Mikroskopické hodnoceni probéhlé PCI FITC-dextranu

Fluorescencné znaceny dextran byl detekovan jako zelend fluorescence v buiikach
jak v pfipadé stavu po samotné endocytoze, tak i po endocytdze s naslednou PCI.

Na obou fotografiich jsou viditelna jadra HeLa bun¢k (modra) a FITC-dextran (zelena).

V prvnim piipadé (Obr. 21) je FITC-dextran uzavieny v endosomech, viditelné
jsou proto pouze fluoreskujici body piedstavujici prave tyto organely. Na druhé fotografii

(Obr. 22) je jiz FITC-dextran diky tspésné PCI relokalizovan do cytosolu bunék.

Obr. 21 Subcelularni lokalizace FITC-dextranu v HeLa bunkach. FITC-dextran

je uzavren v endosomech (zelenda barva).

Obr. 22 Subceluldrni lokalizace FITC-dextranu v HelLa busikdch po provedené PCI.
FITC-dextran po poskozeni endosomdalni membrany unikl do cytosolu bunék (zelena

barva).
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7 Diskuse

Nadorovad onemocnéni predstavuji se svou zvySujici se Cetnosti ve spolecnosti
rostouci problém. Jednou ze zajimavych moznosti jejich 1é¢by se ke konci minulého
stoleti stala fotodynamickd terapie — specifickd selektivni metoda, pfi niZ pomoci
v nadoru akumulované fotosenzitivni latky, svételného zafeni a ptitomného kysliku
dochdzi k lokélni produkci ROS, bunécné smrti zasazenych bunck a zaroven k zddouci
indukci imunitniho systému. S postupem casu byla popsana uspésna 1écba PDT
primarnich nadort i jejich pokrocilych fazi na lidskych pacientech. Berg et al. (1999)
pak ptedstavili metodu novou, kterd na principu PDT stoji — kolem fotodynamickych
reakci zde vSak neni vyvolat bunéénou smrt, ale umoznit specifické dopraveni konkrétni
makromolekularni latky (napf. chemoterapeutika) do cytosolu lécenych bunék.
Chemoterapeutikum, které postradd jiny efektivni zplsob vstupu do bunky,
je do ni pfijiméno endocytdzou, po niz vSak ziistdva z vétSiny uzaviené v endosomech
anaslednym prichodem endolyzosomalnim aparatem je bez moznosti ucinku
degradovano. Pti fotochemické internalizaci dochazi k akumulaci PS v membranach
endosomu, které jsou nasledné po ozéafeni vzniklymi -cytotoxickymi pisobky
(107 a dal§imi ROS) rozruseny, a chemoterapeutikum tak miZe uniknout ven ke svému
bunéénému cili. Vyhodou PCI je pfi tom pouZiti menSich (subletalnich) davek
PS i chemoterapeutika, nez jakych by bylo tfeba pro stejny efekt pii jejich uziti
samostatng, a jak zjistili Norum et al. (2009), ve srovnani s PDT zejména také vyssi
terapeuticky efekt v okrajovych ¢astech nadorti. V mnoha in vitro i in vivo modelech byly
poté prokazany efektivita PCI, zvySeni ucinnosti riznych typid podanych
makromolekuldrnich latek a bezpe€nost 1€Cby, cozukazuje potencial PCI
stat se bezpecnym a vysoce specifickym zptisobem protinddorové 1€¢by i v klinické praxi

(Sultan et al. 2016).

vvvvvv

fotosensitizéru. Z principu metody vyplyva, Ze nebude-li PS lokalizovan v membrané
endosomt, nebude pro PCI pouzitelny. Z hlediska této vlastnosti je dilezitd zejména
amfifilita daného PS. V experimentalni PCI Casto vyuzivanymi PS jsou napftiklad
amfifilni disulfonylovany ftalocyaninovy fotosensitizér (AlPcS2.), disulfonylovany
tetrafenylchlorin  (TPCS2a) ¢i  disulfonylovany meso-tetrafenylporfin  (TPPS2.),

které (nejen) tento pozadavek spliiuji. Prvni jmenovany se ale i pies velmi dobrou
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ucinnost nejevi jako vhodny PS pro klinickou praxi, a to kvili velkému poctu izomert

a 1 tim danym rozdilim mezi Sarzemi (Berg et al. 2011).

Vna$i praci jsme se zaméfili na studium efektu u tfi vybranych PS
ze skupiny ftalocyanind, syntetizovanych védeckou skupinou prof. Zim¢ika na FaF UK
v Hradci Kralové — konkrétné se jednalo o latky P42-1ZnMe, P44-COOH a P44-COONa.
Pc jsou latky strukturou blizké porfyrinim, u kterych lze pomoci centralniho atomu
a substituci na krajnich benzenovych jadrech jejich vlastnosti vyrazn¢ meénit. Bylo
zjisténo, ze centralné vazany zinek, ktery obsahovaly vSechny tfi studované PS, zvySuje
efektivitu v produkci ROS. Substituenty zase ovliviiuji rozpustnost, coz je u lipofilnich,
ve vodném prostiedi agregujicich (a tim svou aktivitu ztracejicich) Pc zasadni
(Garland ef al. 2009). Roli hraje také naboj substituentu. P42-1ZnMe se fadi mezi PS
s kationickym substituentem, u kterych se piivodné piedpokladala lokalizace predevsim
v mitochondriich, pozdé¢ji se vSak ukazalo, ze se mohou shromazd’ovat i na membranach
a v lyzosomech, stejné jako anionické PS (Wood et al. 1997). Anionicky substituent
ve své struktuie z naSich latek obsahuji dva PS, a to P44-COOH (karboxylové skupiny)
a P44-COONa (jejich sodné soli).

Nejvyssi fotodynamickd ucinnost byla pii experimentech zaznamendna u P42-
1ZnMe  (ICs0=0,0943 £+ 0,0198 uM), nejniz§i pak u P44-COOH
(IC50=0,2823 £ 0,671 uM). Odpovida to zjisténi Kollara et al. (2020), kteti poukazali
na rozdilnou aktivitu anionickych a kationickych derivati Pc. Nejvétsi rozdily jimi byly
zaznamenany piedevsim u plné substituovanych hydrofilnich latek — to sice neni ptipad
nasSich PS, avSak I1Cso kationického P42-1ZnMe byla piesto oproti ICso anionického P44-

COOH pfiblizné trojndsobné niZsi.

Chemoterapeutikem nami studovanych kombinaci PCI byl cytotoxicky ribosomy
inhibujici protein saporin, pro ktery je z divodu absence efektivniho mechanismu vstupu
do cytosolu pravé zajisténi funk¢ni internalizace pro jeho ucinek zdsadni.
Bachran et al. (2009) 1 Weng et al. (2012) ve svych in vitro studiich uvadéi,
Ze jiz kombinaci konjugovanych saporinti v podob¢ imunotoxinti a saponinii Ize uc¢innost
saporinu zvysit. V riznych studiich pak byly zkoumany i dalsi zptsoby zlepSeni u¢inku
saporinu pomoci PCI. Pfijem a specifita se vnich 1 zde n¢kdy dale zvySuje,
napft. pravé konjugaci saporinu s protilatkou proti antigenu pfitomném na povrchu

cilovych bun¢k (vznikem imunotoxinu), nebo uzavienim saporinu do transportnich
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liposomt ¢i polymernich nanoc¢éstic. Weyergang et al. (2006) se podatilo pomoci PCI
za pouziti fotosensitizéru TPPS2, vyrazné zvysit u¢inek EGF-saporinu v EGFR+ buiikach
zviteci ovarialni nadorové linie NuTu-19. Uspé&$na byla i PCI konjugatu AC133-saporinu
na CD133+ nadorovych buitkach za pouziti fotosensitizéru TPCS,, provedend in vivo

(Bostad et al. 2015).

Hamabe et al. (2025) se pak vénovali PCI saporinového imunotoxinu pomoci jimi
nov¢ vyvinutého Zn6PTPc, PS ze skupiny zineCnatych ftalocyaninli, se zaméfenim
na vyuziti zatfeni o vlnové délce blizké infracervené oblasti. Experimenty probihaly
invitro (bunécnd linie A431 odvozena zlidského epidermoidniho karcinomu,
A549 z lidského adenokarcinomu plic a MCF-7 odvozena zlidského prsniho
karcinomu) 1 in vivo (zvifecim modelem byly myS$i nesouci A549 grafty). Vysledky
ukdazaly, ze ackoli pomoci Zn6PTPc po ozafeni nebylo mozno dosdhnout v dostatecné
nizkych koncentracich bunééné smrti, produkce 'Oz byla dostadujici pro jeho vyuziti
v PCl vrezimu [light-after a uvolnéni panitumumab-modifikovaného saporinu
z endosomu — jak u bunééné linie, tak i u in vivo modelu doslo k Zddoucimu zvySeni
ucinku, ackoli u MCF-7 pouze k nizkému. U mysi byla nddorova tkan z vétSiny nahrazena
nekrotickou a zanétlivou granulomatézni tkani, kterd obsahuje zvySené mnoZstvi
monocytil, makrofagii a lymfocyti podporujicich ni¢eni nddorovych bunék, coz je jednim

z pozitivnich efektt PDT i PCL

V naSem piipadé¢ jsme se zaméfili na samostatny saporin a hledani vhodné
kombinace s vybranymi PS zvySe zminéné skupiny zine¢natych ftalocyaninl tak,
aby doslo k jeho efektivni buné¢né internalizaci. U vSech tfech studovanych PS byly
nalezeny koncentrace, pfi nichZ toho lze za danych podminek v ptistupu light-before
dosahnout, a dopravit tak saporin specificky do cytosolu HeLa bun¢k, na kterych byly
experimenty této prace provadény. Uc&innd PCI byla prokdzana nejen skrze
zivotaschopnost bun€k a kombinacni indexy, ale také skrze mikroskopické urceni
lokalizace FITC-dextranu, ktery se do bun¢k stejné jako saporin dostava endocytozou.
V efektivité¢ PCI se jednotlivé PS mirné liSily, synergicky efekt a zvySeni Uc¢innosti

saporinu vSak byly pomérné jednoznacné.

Se stejnymi fotosensitizéry, na stejné bunécné linii a za stejnych laboratornich
podminek, jako byly pouzity v této praci, byla provedena studie PCI také v rezimu /ight-

after. 1 zde se u vSech tii studovanych PS a saporinu podafilo dosdhnout kombinaci

51



se silnym synergickym efektem (Danicova 2025). Rozdilna byla u obou ptistupti i€¢innost
PS v kombinacich — zatimco pfti naSem light-before postupu dosahla nejlepsich vysledki
pii samostatném pouziti 1 v kombinaci latka P42-1ZnMe, pii postupu s light-after
protokolem se pii PCI projevil opacny trend a nejvice u€inny samostatny P42-1ZnMe
se ukazal v kombinaci jako nejméné efektivni, nejméné samostatné ucinny pak dosahl
v kombinaci se saporinem pii nejlepsich vysledkli. Souhrnné se poté vysledné efekty
light-after ptistupu jevi jako ucinngjsi, vzhledem k pravdépodobnym experimentalnim

chybam je vSak mozny i zanedbatelny rozdil a pro potvrzeni by byla nutna delsi studie.

V literatute 1ze nalézt ptiklady PCI, pfi kterych rozdil v pouzitém pfistupu vysledek
ovliviioval, ale i situace, kdy statisticky vyznamny rozdil mezi light-before a light-after
experimenty nebyl zaznamenan. Vyse zminéni Weyergang et al. (2006) napiiklad uvadi
nezavislost vysledku na pouzitém pfistupu v pfipadé konjugatu  saporinu
se streptavidinem, ale u konjugovaného EGR-saporinu i u saporinu bez konjugace rozdil
nastal — v téchto pfipadech mél vétsi Gi€innost experiment v rezimu /ight-after. Naopak
ve studii Prasmickaite at al. (2002) doslo k podstatné lepSimu efektu za pouziti light-
before ptistupu. Sledovan zde byl na bunécné linii lidského maligniho melanomu t¢inek
geloninu (RIP stejného typu jako je saporin) pii PCI zprostiedkované fotosensitizérem
AlPcSza. Pfi porovnavani nejen téchto dvou moznych piistupil je tedy vzdy nutné brat
v potaz podminky a konkrétni podoby aplikace PCI, ptimé srovnani bez jejich zohlednéni

neni mozné.

Pozitivni vysledky v pouziti PCI, kterych se podatilo dosdahnout, odrazi i soucasny
stav v celé oblasti. Probéhlo a nadédle probiha mnoZstvi klinickych studii, béhem
nichZ jiz jsou léCeni reédlni pacienti a soucasné jsou ve vyzkumu i1 dal§i techniky
a moznosti, jak dosdhnout jest¢ lepsich Gcinkt. Sultan et al. (2016) zvetejnili prvni fazi
klinické studie, béhem niz byl zkouman efekt chemoterapeutika bleomycinu
fotochemicky internalizovaného do nadorovych bun¢k pomoci TPCSz.. U vétSiny
pacientl doSlo ke klinické odezvé a redukci nddorové tkané€, u vice nez 50 % dokonce
k jejimu kompletnimu zni€eni. Nezddouci ucinky se tykaly pouze lokalni zanétlivé reakce
a fotosensitizérem zpusobené kozni fotosenzitivity. V 1. fazi klinické studie provedené
Trojanem et al. (2022) bylo sledovano 16 pacientd s neoperabilnim
cholangiokarcinomem, u kterych byla provedena opét s pouzitim fotosensitizéru TPCS»,
PCI chemoterapeutika gemcitabinu se zavérem, Ze tato aplikace je pro pacienty bezpecna

a ve spojeni s klasickou chemoterapii zvySuje ptiznivou odezvu na 1écbu a délku Zivota.
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V jedné z nejnovéjsich preklinickych studii se pak Rosado ef al. (2024) pokusili vytvorit
pomoci PCI zpisob, jak piekonat netispéSnost chemoterapie v 1é¢bé rakoviny pankreatu,
jednoho z nejagresivnéjSich a nejhufe 1éCitelnych typt nadorG vibec. Za pouziti
samostatnych 1 kombinovanych saporinu s gemcitabinem a TPPS», se jim podatfilo diky
synergickému efektu PCI vyrazné snizit potfebné davky az na velmi nizké koncentrace
a efektivné potlacit zivotaschopnost bun€k ve vSech jimi pouzitych nadorovych

modelech.

Studie tak pfinaseji slibné vysledky, a to jak z hlediska snizeni zatéze pacienta
nezéddoucimi Gcinky souvisejicimi s davkou, tak i z hlediska existence moznosti 1écby
takovych forem malignit, které doposud nejsme schopni efektivné fesit. PCI navic neni
omezena pouze na 1écbu nddorovych onemocnéni pomoci chemoterapeutik, ale podobné
jako uPDT lIze i jeji princip vyuzit v dalSich aplikacich. I diky tomu se PCI stala
do budoucna velmi slibnou a v soucasnosti natolik zkoumanou metodou se zajimavym

potencialem.
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8 Zavéry

Vsechny studované PS vykazovaly fototoxicitu indukovanou ¢ervenym svétlem,
lisily se pouze v mife u¢innosti. Nejvyssi hodnota ICso (a tedy nejnizsi t¢innost)
byla zjisténa u P44-COOH (ICso = 0,2823 pM), nejnizsi hodnota ICso (a nejvyssi
ucinnost) pak u P42-1ZnMe (ICso = 0,0943 uM). Vysledna cytotoxicita saporinu
je vyjadiena hodnotou ICso = 20,523 pg/ml.

Kazdy ze studovanych PS byl in vitro v rezimu light-before schopny
zprostiedkovat PCI saporinu do HeLa bun¢k. PCI efekt byl potvrzen jak sniZzenou
zivotaschopnosti buné€k pfi pouzité kombinaci PS, saporinu a ozafeni oproti uziti
jednotlivych latek s ozafenim samostatné, tak i pomoci fluorescenéni mikroskopie

s FITC-dextranem.

Kombinac¢ni indexy urc¢ené metodou Chou-Talalay ukazaly ve vétSiné pouzitych
koncentracich vsech testovanych PS na synergicky ucinek. Nejlepsiho vysledku
bylo stejné jako pii stanoveni samostatné ¢innosti (ICso) dosazeno s P42-1ZnMe,

nejhtre se jevi kombinace s P44-COONa.
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9 Seznam zkratek

ALA d-aminolevulova kyselina

BCC bazocelularni karcinom

CaCl chlorid véapenaty

CIl kombinaéni index

CH3COOH kyselina octova

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
EGF epidermalni riistovy faktor

EGFR receptor epidermalniho rustového faktoru
ER endoplasmatické retikulum

EtOH ethanol

FBS fetalni bovinni sérum

FITC fluorescein isothiokyanat

HCHO formaldehyd

HO: hydroxylovy radikal

H>O voda

H20O2 peroxid vodiku

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
HP hematoporfyrin

HpD hematoporfyrinovy derivat

ICso sttedni inhibi¢ni koncentrace

IL-8 interleukin 8
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MW molekulova hmotnost

NSAID nesteroidni protizanétlivé 1éky

NR neutralni Cerven

10, singletovy kyslik

30, molekularni kyslik

‘O2- superoxidovy radikal

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
Pc ftalocyaniny

PCI fotochemicka internalizace

PDT fotodynamicka terapie

P/S penicilin/streptomycin

PS fotosensitizér

PS? fotosensitizér v zékladnim singletovém stavu
pS* excitovany fotosensitizér

SpS* excitovany fotosensitizér v tripletovém stavu
RIP(s) protein(y) inhibujici ribosomy

rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina

SCC dlazdicobunéény karcinom

SD smérodatnd odchylka

T/E roztok trypsin/EDTA

TB trypanova modf

uv ultrafialove
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