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Abstrakt 
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Konzultant: Mgr. Magdaléna Kozlíková 

Název diplomové práce: Stanovení kombinačních indexů fotochemické internalizace 

saporinu (light-before přístup) 

 

Zmínky o maligních onemocněních nalézáme již ve starověku, od kdy také 

existují pokusy jim čelit a léčit je. Současně s velkým pokrokem v medicíně přišlo 

i mnoho nových výzev. Se zlepšující se diagnostikou, zvyšující se délkou života 

a zhoršením životního prostředí se nádorová onemocnění dostala na první místa 

v žebříčcích výskytu nemocí i jejich úmrtnosti a potřeba výzkumu v této oblasti 

tak nabyla dalšího významu. 

Tato diplomová práce se věnuje jedné z novějších, specifických a minimálně 

invazivních metod boje s malignitami – fotochemické internalizaci (PCI). Po teoretickém 

představení fotodynamické terapie nádorů, ze které PCI vychází, PCI samotné a dalších 

aspektů s ní souvisejících následuje experimentální část, při níž byla in vitro na buněčné 

linii HeLa zkoumána PCI saporinu v přístupu light-before, a to za použití tří studovaných 

fotosensitizérů ze skupiny zinečnatých ftalocyaninů.  

Z výsledků experimentů vyplývá, že PCI jednoznačně zvyšuje účinnost saporinu. 

Jednotlivé testované fotosensitizéry se ve výsledném efektu mírně liší, u každého 

však byly nalezeny koncentrace, při kterých dochází k synergickému účinku (CI < 1). 

Nejúčinněji se jeví kombinace saporinu s P42-1ZnMe. Nejhorších výsledků naopak 

dosáhla kombinace saporinu s P44-COONa. 

Klíčová slova: fotodynamická terapie, PDT, fotosensitizér, PS, fotochemická 

internalizace, PCI, saporin, RIPs, HeLa 

  



 

 

Abstract 

Charles University 
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Candidate: Bc. Terezie Rubková 

Supervisor: RNDr. Miloslav Macháček, Ph.D. 
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Title of diploma thesis: Determination of combination indexes for photochemical 

internalization of saporin (light-before approach) 

 

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, HeLa
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2 Úvod  

Fotodynamická terapie nádorů (PDT) se po operační léčbě, chemoterapii 

a radioterapii stala čtvrtou nejrozšířenější terapeutickou metodou v onkologii. Jejími 

výhodami jsou především menší poškození tkání, méně nežádoucích účinků (včetně 

těch kosmetických) a lepší kvalita života po léčbě. I přes velký rozvoj a četné objevy 

posledního století se ale potýká s nejednou limitací, která další rozšíření jejího využití 

omezuje.  

Limitována je také léčba některými chemoterapeutiky – účinnými 

makromolekulárními látkami, které však často postrádají účinný mechanismus vstupu 

do buňky k cílům jejich působení, jejich podání je spojeno s výraznými nežádoucími 

účinky a problémem může být i rozvinutí rezistence vůči jejich působení.  

Fotochemická internalizace (PCI), inovativní metoda představená na přelomu 

tisíciletí, oba výše zmíněné způsoby terapie spojuje a mnohé nežádoucí jevy 

překračuje – pomocí fotochemických reakcí umožňuje specifický přenos 

makromolekulárních látek v efektivní dávce přímo do místa potřeby.  
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3 Teoretická část 

3.1 Fotodynamická terapie (PDT) 

3.1.1 Historie a vývoj 

Zmínky o fototerapii lze najít již v historických pramenech ze starověké Číny, 

Egypta, Indie či Řecka, které se díky lékaři Herodotovi ve 2. století př. n. l. stalo kolébkou 

tzv. helioterapie, tedy léčebného využití slunečního záření. V podobných oblastech brzy 

následoval také rozvoj fotochemoterapie, předchůdce dnešní PDT. V Indii bylo pomocí 

fotosenzitivních psoralenů léčeno vitiligo, v Egyptě i další poruchy pigmentace. Ještě 

v 18. a 19. století byla helioterapií ve Francii léčena celá řada chorobných stavů 

(např. revmatismus, svalová slabost, paralýza, kurděje, tuberkulóza či křivice). V roce 

1903 pak byla v oblasti fototerapie udělena Nobelova cena dánskému lékaři Nielsu 

Finsenovi, který léčil kožní formy tuberkulózy pomocí záření produkovaného 

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

 

 

 

 

Obr. 1 Pacienti s lupus vulgaris léčení fototerapií (Daniel et Hill 1991) 

Fotodynamická reakce jako základ dnešní PDT byla poprvé zaznamenána 

a popsána studentem medicíny Oscarem Raabem a jeho profesorem 

Hermanem von Tappeinerem roku 1900 v Mnichově během pokusů s akridinovou oranží 

na prvocích. Experimenty měly původně za cíl vysvětlit odlišné působení chininu 

a akridinu v léčbě malárie, nakonec však vedly k průkazu rozdílné in vitro toxicity 

akridinu v závislosti na (ne)přítomnosti světelného záření. Podařilo se tak popsat efekt 

způsobený světelným zářením (Ackroyd et al. 2001, Daniell et Hill 1991). 

Na základě předchozích zkoumání a objevu učiněného francouzským neurologem 

Primem byl později von Tappeinerem ve spolupráci s dermatologem Jesionekem použit 

eosin v kombinaci s bílým světlem pro léčbu kožních onemocnění včetně nádorů. 

Následně von Tappeiner společně s Jodlbauerem demonstrovali nutnost přítomnosti 
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kyslíku při fotosenzitivních reakcích, pro jejichž popis v roce 1907 použili termín 

„fotodynamický děj“ (Hamblin 2020, Ackroyd et al. 2001, Daniell et Hill 1991). 

Roku 1911 Hausmann a Pfeiffer pozorovali po podání hematoporfyrinu (HP) 

myším a morčatům a jejich vystavení světlu akutní, subakutní a chronické fotosenzitivní 

změny a fototoxicitu. O dva roky později pak došlo i k první lidské fotosenzitizaci 

s podobnými účinky. Friedrich Meyer-Betz injekčně aplikoval sám sobě 200 mg HP, 

na světlu exponovaných částech těla poté pozoroval bolest s otokem a fotosenzitivním 

pak zůstal déle než dva měsíce (Correia et al. 2021, Daniell et Hill 1991).  

S HP byla spojena i série dalších objevů. Policard správně přisoudil vyšší 

fluorescenci experimentálních nádorů akumulaci porfyrinu v nich. Auler a Banzer toto 

následně potvrdili při zkoumání fotodynamických reakcí. Nádorová tkáň při jejich 

pokusech vykazovala vyšší stupně nekrózy než zdravá nezasažená tkáň, u jednoho 

z laboratorních zvířat bylo po čtyřech ozářeních dosaženo dokonce takřka úplné 

eradikace maligní tkáně. Ve snaze purifikovat HP také došlo k objevu 

hematoporfyrinového derivátu (HpD) (Correia et al. 2021, Kessel 2019, 

Daniell et Hill 1991).   

I přes veškeré pokroky zůstávala PDT jako taková dlouho spíše v pozadí zájmu. 

První větší průlom nastal v roce 1960 na Mayo Clinic v USA, kde Richard Lipson 

a Samuel Schwarz přišli s uceleným konceptem PDT skrze terapeutické a diagnostické 

využití HpD. Ve srovnání s dalšími studovanými látkami se porfyrin ukazoval jako velmi 

dobrý fotosensitizér (PS) díky efektivní produkci singletového kyslíku a absorpčnímu 

maximu v červené části elektromagnetického spektra, což zvyšuje efektivitu a umožňuje 

lepší prostup záření do tkání. Roku 1975 Dougherty et al. zaznamenali první úspěšnou 

léčbu prsního karcinomu u myší za využití HpD a červeného světla. Při první velké studii 

zahrnující pacienty se 113 primárními i sekundárními kožními nádory (např. SCC, BCC, 

melanomy), které ke konvenční léčbě vykazovaly buď rezistenci, anebo se opakovaně 

vracely, byl použit opět injekčně podaný HpD s následným ozářením červeným světlem 

pod xenonovou obloukovou lampou v rozmezí 24-168 h. Pouze dvě kožní léze na léčbu 

nereagovaly. Úspěšné prokázání klinického účinku PDT podpořilo další výzkumy v této 

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

Ve snaze dále purifikovat HpD se také podařilo vytvořit porfimer sodný 

(komerčně známý jako Photofrin®), který byl v roce 1998 schválen FDA jako vůbec 
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první PS pro léčbu některých typů nádorových onemocnění. Vývoj se poté zaměřil 

především na nové PS s lepšími vlastnostmi a zefektivnění celé PDT (Jiang et al. 2023).      

3.1.2 Princip fotodynamické reakce 

Pro PDT je klíčová interakce třech základních složek – viditelného světla, 

fotosenzitivní látky (fotosensitizéru, PS) a kyslíku (3O2). PS jsou obecně nepoškozující 

neaktivní látky, které se buď po lokálním, anebo po systémovém podání selektivně 

akumulují v nádorové tkáni. Po ozáření světlem o vhodné vlnové délce dochází 

k fotodynamické reakci, jejíž cytotoxické produkty indukují poškození 

a smrt postižených buněk (Juarranz et al. 2008).    

PS jsou podávány v pro tělo netoxických dávkách. Po prvotní nespecifické 

systémové distribuci se za pomoci vícero mechanismů soustřeďují v cílových maligních 

buňkách, což společně s lokálním ozářením zajišťuje specifitu terapie a šetrnost vůči 

ostatním tkáním. Inkubační doba, za kterou k tomu v ideální míře dojde, se většinou 

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

  Následně dochází k ozáření místa světlem o specifické vlnové délce v závislosti 

na absorpčních maximech PS. Ty mohou ležet i v modré či zelené části spektra, 

pro PDT je však nejvýhodnější, leží-li v červené oblasti, protože červené světlo 

prostupuje tkáněmi lépe a do větší hloubky. Typicky proto bývá využito záření 

o vlnových délkách zhruba 600 až 800 nm, při kterých je zachována vhodná prostupnost 

tkáněmi i dostatečná energie záření pro iniciaci fotochemických reakcí (Karges 2022, 

Lee et al. 2020, Abrahamse et Hamblin 2016). 

Obr. 2 Schéma základního mechanismu (a) a klinického provedení PDT (b) 

(Li et al. 2018) 
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3.1.3 Fotochemické reakce 

Molekula PS obsahuje dva elektrony s opačnými spiny, je tedy v základním 

singletovém stavu (PS0). Po jejím ozáření dochází k absorpci fotonu a excitaci 

molekuly – jeden z elektronů přechází do orbitalu s vyšší energií. Excitovaný 

fotosensitizér (PS*) je nestabilní, nezměněný zůstává jen v jednotkách nanosekund. 

Nadbytek energie může vyzářit ve formě fluorescence, či jej vnitřní konverzí ztratit 

ve formě tepla a vrátit se tak do základního stavu. Může u něj však také dojít 

k mezisystémovému přechodu, při kterém se z PS* stane PS ve stabilnějším tripletovém 

stavu (3PS*). I z něj se zpět na PS0 může teoreticky vrátit emisí světelného záření 

(fosforescence), díky jeho delší životnosti (už v μs) však také může energii předávat 

okolním molekulám (Lee et al. 2020, Abrahamse et Hamblin 2016, 

MacDonald et Dougherty 2001). 

Dochází zde ke dvěma typům reakcí, u nichž obou je nutná přítomnost kyslíku. 

Při reakci I. typu 3PS* reaguje s okolními organickými molekulami (proteiny, lipidy, 

nukleovými kyselinami…) a skrze předání vodíkového atomu či elektronů a interakce 

s kyslíkem dochází postupně k produkci reaktivních forem kyslíku (ROS). Během reakce 

II. typu je předávána energie molekule kyslíku, která se tím ze svého základního 

tripletového stavu (3O2) mění na vysoce reaktivní singletový kyslík (1O2), který primárně 

způsobuje buněčnou smrt.  

Ačkoli jsou všechny tyto produkty vysoce reaktivní a cytotoxické, mají velmi 

krátký biologický poločas (u 1O2 nižší než 0,4 μs) a malý okruh působení (menší 

než je průměr většiny buněčných organel), hlavní roli proto hraje místo jejich vzniku dané 

lokalizací PS. Poměr mezi I. a II. typem reakce je pak určen vícero faktory, mezi jiným 

například mírou okysličení, použitým PS, jeho subcelulární lokalizací a přítomnými 

substráty (Jiang et al. 2023, van Straten et al. 2017, Abrahamse et Hamblin 2016, 

Juarranz et al. 2008). 

Obr. 3 Fotofyzikální mechanismus PDT znázorněný zjednodušeným Jablonského 

diagramem (Konan et al. 2001) 
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3.1.4 Fotosensitizéry 

PS jsou látky citlivé na světlo a jedna ze tří základních složek PDT. Aby byl PS 

pro terapii vhodný, měl by ideálně v co největší míře splňovat několik dalších podmínek. 

Důležitá je jeho minimální toxicita při absenci světla (tzv. dark toxicita) i zanedbatelné 

nežádoucí reakce po jeho podání, např. změny krevního tlaku, vznik alergií apod. 

Absorpční maximum ideálního PS by mělo ležet v červené oblasti světelného spektra, 

aby použité světlo lépe prostupovalo tkáněmi do hloubky, zároveň by ale takové 

maximum mělo zůstat tam, kde záření poskytuje dostatečnou energii pro excitaci PS, 

neboť se zvyšující se vlnovou délkou klesá energie.  PS by měl být chemicky čistý 

a stabilní, snadno (i finančně) dostupný, pro nádorovou tkáň vysoce specifický 

(v ní selektivně akumulovaný) a jinak z těla rychle eliminovatelný, což je zásadní 

pro minimalizaci reziduální fotosenzitivity a s tím spojenými nežádoucími účinky léčby. 

Také je vhodné, aby interval mezi podáním PS a ozářením byl co nejmenší, stejně jako 

nutná dávka PS. Rozpustnost PS hraje také důležitou roli, a to především v distribuci PS, 

který by během ní neměl agregovat (van Straten et al. 2017, Garland et al. 2009, 

Castano et al. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4 Oblast optimální vlnové délky záření, ve které by mělo ležet absorpční maximum 

PS, a příklad hloubky pronikání světla tkání v závislosti na jeho vlnové délce 

(Karges 2022, Dobson et al. 2018, upraveno) 
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Podle charakteristických vlastností a doby objevu bývají PS rozdělovány 

nejčastěji do několika generací.  

I. generace zahrnuje PS vznikající již od 19. století, tedy HP, HpD a některé další 

porfyriny včetně porfimeru sodného, který se stal prvním PS povoleným pro užití 

v klinické praxi, a jedním z mála PS schválených celosvětově. Podobně jako jeho 

předchůdci se i porfimer sodný vyznačuje vysokou efektivitou v tvorbě 1O2. Nevýhodou 

je ale poměrně malá rozpustnost ve vodě, nižší selektivita k nádorové tkáni, potřeba 

vysoké dávky pro žádoucí terapeutický efekt, absorpční maximum při relativně nízké 

vlnové délce a 6-8 týdnů trvající nežádoucí reziduální fototoxicita. Dodnes 

se však v některých případech využívá při léčbě několika prekancerózních stavů, nádorů 

jícnu či plicních nádorů (Karges 2022, Lan et al. 2019, van Straten et al. 2017, 

Garland et al. 2009, Juarranz et al. 2008, Konan et al. 2002). 

Snaha zlepšit jak fyzikální, tak chemické, a tím i celkové terapeutické vlastnosti 

PS vedla ke vzniku II. generace PS. Ta zahrnuje např. syntetické porfyriny, 

benzoporfyriny, porfyceny, ftalocyaniny (Pc), naftalocyaniny, chloriny, bakteriochloriny, 

feoforbidy či kyselinu δ-aminolevulovou (ALA). PS II. generace 

jsou již ve všech případech chemicky čistými látkami, mají absorpční maxima v pro PDT 

výhodné oblasti mezi 630-800 nm, dobře se akumulují v nádoru, jsou velmi efektivní 

v produkci 1O2 a rychle se z organismu eliminují. Kromě ALA, která se aplikuje 

především topicky při dermatologických diagnózách, mají nejčastěji systémové podání 

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

Vývoj III. generace PS směřuje k látkám, které by umožnily přístup PDT 

k nádorům ve větší hloubce (absorpční maximum při λ > 650 nm), měly dokonalejší 

selektivitu vůči nádorovým buňkám, a ještě rychleji se metabolizovaly a eliminovaly 

z organismu. Patří sem nejrůznější konjugované PS, cíleně zaměřené na nádor pomocí 

konjugátů např. s peptidy či protilátkami, PS v kombinaci s transportními systémy 

(např. nanočástice, či liposomy), ale i další syntetická barviva s absorpčním maximem 

blízkým infračervené oblasti. PS III. generace se také snaží řešit hlavní problém PS II. 

generace – nízkou rozpustnost ve vodě limitující možnost systémového intravenózního 

podání (Gunaydin et al. 2021, Ramsay et al. 2021, Dobson et al. 2018, 

Garland et al. 2009). 
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Většina zkoumaných a klinicky schváleních PS ve své struktuře obsahuje 

tetrapyrrolový kruh s centrálním koordinačně vázaným atomem (např. Zn či Al). Různé 

periferní substituenty pak zásadně ovlivňují jejich rozpustnost a stabilitu, což následně 

ovlivňuje jejich biodistribuci a subcelulární lokalizaci. Existují také specifické typy 

PS využívané v dalších metodách, jejichž úkolem není cytotoxické působení na buňku 

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

Obr. 5 Základní struktura některých významných PS (Berg et al. 2007) 

3.1.5 Omezení a možnosti PDT 

Ačkoli se jedná o velmi perspektivní metodu s mnoha pozitivy, je i přes vývoj 

a veškeré snahy stále limitována některými faktory a nežádoucími účinky, které vyplývají 

už ze samotného principu a vlastností PDT. 

Pro pacienta nepříjemné jsou např. otok léčeného místa a jeho bolest, 

která se nejčastěji objevuje kolem 1-2 dnů po ozařování a může trvat až 2 týdny, ačkoli 

její intenzita se s postupnou regenerací tkáně snižuje. Pokud nejsou kontraindikovány, 

většinou se ke zmírnění příznaků podávají NSAID a opiáty. Další nepříjemností 

je až 6 týdnů přetrvávající reziduální fotosenzitivita, jejímž následkem může 

být při vystavení se slunečnímu záření lokální zánět, otok až povrchová nekróza 

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

Problematický je potenciálně také už jen samotný přístup k PDT – jde o finančně, 

instrumentálně i personálně náročnější metodu léčby. Kvůli reziduálním nádorovým 

ložiskům může být potřeba provádět více než jednu léčebnou sérii, v periferii nádoru 

navíc v některých případech terapie vykazuje značné rezervy v efektivitě. Právě 

to pak může vést až k relapsu (Jerjes 2023, Jerjes et al. 2020) 
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Za účelem zvýšení efektivity, snížení vzniku rezistence i relapsu a vývoje cílené 

a vysoce přesné terapie se PDT začala propojovat s dalšími metodami. Kombinace 

s již zavedenými postupy jako je chirurgická resekce, chemoterapie či radioterapie 

přinesla velmi dobré výsledky. V různých fázích studií se pak objevují také spojení 

s dalšími metodami, které slibují jednoduchou aplikovatelnost, zlepšenou efektivitu 

a rychlý posun ke klinickému použití. Kromě výše zmíněných mezi ně patří 

např. fototermální terapie, magnetická hypertermní terapie, sonodynamická terapie 

či fotoimunoterapie. Významným kombinačním přístupem je také fotochemická 

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

Molekuly, které nejsou v dostatečné míře schopny projít skrz buněčnou 

membránu, se do buňky mohou dostat díky endocytóze. Problémem tohoto typu 

transportu však je, že z endosomů se tyto látky dostávají přes endolyzosomy 

do lyzosomů, kde jsou degradovány. Nemohou se tak přes membránu váčků dostat 

ke svým intracelulárním cílům. Pro dosažení žádoucího terapeutického efektu by bylo 

možné výrazně zvýšit dávku, to by s sebou ale neslo větší nežádoucí účinky. Efektivní 

možností internalizace exogenních molekul do cytosolu, která se tomuto problému 

vyhýbá, se stala PCI. Jedná se o poměrně novou metodu v oblasti výzkumu terapie 

(nejen) nádorových onemocnění založenou na propojení účinku látek s biologickou 

aktivitou a jejich efektivního uvolnění do buněk pomocí principu založeném na PDT 

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

S konceptem PCI jako takové přišel poprvé v roce 1999 Kristian Berg se svými 

spolupracovníky. Těm se úspěšně podařilo do buněk specificky dopravit 

makromolekulární látky v nízkých koncentracích tak, aby z většiny nezůstaly uzavřené 

v endosomech a lyzosomech bez možnosti účinku. Pomocí subletální dávky 

PS hromadícího se v membránách těchto organel a ozáření červeným světlem 

se makromolekulární látky dostaly do cytosolu. Jde tedy o způsob, jak látku specificky 

dopravit do cytosolu k intracelulárnímu cíli, navíc s možností nižší dávky při zachované 

efektivitě. Dále je možné zmenšit či úplně potlačit nežádoucí účinky chemoterapeutika 

a eliminovat rezistenci vůči němu. Díky subletální dávce PS lze snížit nebo úplně 

odstranit nežádoucí zbytkovou fotosenzitivitu, zvýšit efektivitu terapie a zlepšit 

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

První studie provedená na lidských pacientech s nádory hlavy a krku sledovala 

použití fimaporfinu (TPCS2a, Amphinex®) jako PS a bleomycinu jako chemoterapeutika. 

Bleomycin je po vstupu do cytosolu vysoce cytotoxický (jen přibližně 500 molekul stačí 

k indukci buněčné smrti), zároveň je ale znám svou akumulací v endosomech a vážnými 

nežádoucími účinky, obzvláště při opakovaném podání. U deseti z jedenácti pacientů 

bylo během zmíněné studie dosaženo kompletní odpovědi, a to díky synergickému efektu 

i u velmi nízkých koncentrací. Pouze jednou byla použita standardně podávaná dávka 

bleomycinu. Doposud se PCI ukázala být účinným způsobem cíleného dopravení látek 

k jejich vnitrobuněčnému cíli u více než 80 různých nádorových buněčných linií a více 
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než 10 odlišných zvířecích modelech (Selbo et al. 2015, Berg et al. 2014, 

Jerjes et al. 2010). 

3.2.1 Princip a mechanismy 

Jak již bylo uvedeno výše, PCI je metodou umožňující uvolnění látek z endosomů 

do cytosolu cílových buněk skrze provedení subletální PDT, a tedy skrze využití PS, 

světla a kyslíku.  

Pro PCI jsou důležité vhodné amfifilní PS lokalizující se na membráně buněk. 

Po endocytóze jsou pak lokalizované v membráně endosomů. Molekuly, které nejsou 

schopny projít cytoplasmatickou membránou, se do buněk také dostávají endocytózou 

a následně zůstávají uzavřeny endosomech, ze kterých se nemohou dostat ven. Díky 

přítomnému PS jsou však právě endosomální membrány jediným fotosenzitivním místem 

buňky. Po následné fotoaktivaci PS zářením o vhodné vlnové délce a lokální produkci 

ROS dochází k peroxidaci membrány a její destabilizaci až ruptuře ústící v únik 

uzavřených látek do cytosolu, kde mohou působit (Šošić et al. 2020, Selbo et al. 2015).  

 

 

 

 

 

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

Z důvodu velmi krátké životnosti 1O2 (ve fosfolipidové dvojvrstvě 12-36 μs, 

ve vodném prostředí ~ 4,2 μs) a tím i limitované difuzi do okolí (< 20 nm) 

je přitom zásadní lokalizace PS na endosomální membráně. Ta se skládá z lipidů 

(fosfolipidů, glykolipidů, sterolů), membránových proteinů a navázaných sacharidů, 

které dohromady regulují strukturu a funkčnost membrány. Přestože nebylo potvrzeno, 

které složky endosomální membrány se na průběhu PCI podílí nejvíce, obecně 

nejnáchylnějšími molekulami podléhajícími snadno oxidaci jsou cholesterol a fosfolipidy 

s nenasycenými mastnými kyselinami (Soe et al. 2021). 
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Obr. 7 Schéma popisující proces PCI v endosomu (Prasmickaite et al. 2004) 

 Podobně jako u PDT, tak i u PCI se ukazuje, že terapie má vliv nejen na nádorové 

buňky samotné, ale i na další složky nádoru i organismu celkově. Významné jsou zejména 

účinky na cévní zásobení nádoru způsobené lokalizací PS v endotelu těchto cév, 

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

3.2.2 Fotosensitizéry pro PCI 

Průběh PDT na úrovni buněčného poškození do velké míry závisí na fyzikálně-

chemických vlastnostech použitých PS. Některé PS se akumulují v lyzosomech 

či v mitochondriích, některé výrazně indukují apoptózu, jiné ničí především membránu 

endosomů, aniž by způsobily větší škody na úrovni celé buňky. Právě poslední jmenované 

nacházejí využití v PCI (Berg et al. 2014). 

Podobně jako v případě PDT samotné, tak i při PCI by vhodný PS měl být látkou 

snadno dostupnou, fotostabilní, s absorpčním maximem v červené oblasti spektra, 

s absencí dark toxicity, rychlou selektivní akumulací v maligní tkáni a eliminací z těla, 

vysokou efektivitou v produkci 1O2 a ostatních ROS a s tím souvisejícím nízkým sklonem 

k agregaci. Protože jeho úkolem při PCI je z endosomů uvolnit žádané makromolekuly 

(aniž by došlo k jejich fotochemickému poškození) do cytosolu, měl by být zároveň 

amfifilní a lokalizovaný na membránách endosomů. Právě u amfifilních PS s hydrofilní 

částí molekuly, která inhibuje možnost prostupu látky membránami, byla prokázána 

nejvyšší PCI efektivita (Soe et al. 2021, Norum et al. 2009, Selbo et al. 2001). 
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 PS splňujícími výše popsané podmínky jsou například amfifilní disulfonylovaný 

ftalocyaninový fotosensitizér AlPcS2a, disulfonylovaný tetrafenylchlorin (TPCS2a) 

nebo disulfonylovaný meso-tetrafenylporfin (TPPS2a), všechny často využívané 

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

 

Obr. 8 Struktura často používaných PS v PCI (Soe et al. 2021) 

3.2.3 Light-before a light-after přístupy 

PCI byla původně vyvinuta jako metoda, která uvolní látky již uzavřené 

v endosomech. V prvním kroku se podalo terapeutikum a PS, poté došlo k ozáření 

a tím následně k rozrušení endosomů a uvolnění molekul do cytosolu. Jednalo 

se tedy o tzv. light-after přístup, kdy ozáření proběhlo až po příjmu terapeutika buňkami. 

Tento postup však může být limitován předčasnou enzymatickou degradací 

makromolekul ještě před jejich uvolněním, potenciálním poškozením makromolekul 

vyskytujících se příliš blízko fotochemickými reakcemi rozrušované membrány, 

a také možnou časovou nevhodností takové léčby (např. po chirurgickém odstranění 

nádoru by bylo nutné podat chemoterapeutikum, poté několik hodin čekat 

a až poté postižené místo ozářit). V návaznosti na to vznikl další možný způsob 

provedení PCI v režimu light-before (někdy také light-first), při kterém k ozáření dochází 

po podání PS, ale ještě před podáním terapeutika (Prasmickaite et al. 2002). 

Principem light-before přístupu je splynutí fotochemicky poškozených endosomů 

s endosomy, ve kterých je uzavřené ihned po ozáření podané terapeutikum. Nově vzniklé 

vesikuly již nemají celistvou membránu 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 znázornění rozdílu mezi light-after (A) a light-before (B) způsobem 

uvolnění makromolekul (M) z endosomů skrze fotochemické reakce zprostředkované 

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

Toxicita a určité možnosti medicinálního využití některých rostlin produkujících 

RIPs byly známy již od antiky. Prvním milníkem v historii RIPs se však stalo až objevení 

částečně purifikovaných proteinů ricinu a abrinu ke konci 19. století. Prvotní studie 

ukazovaly na schopnost těchto dvou velmi účinných rostlinných jedů aglutinovat 

erytrocyty, čemuž byla původně připisována celá jejich toxicita. Paul Ehrlich později 

prokázal jejich imunogenní vlastnosti a vyslovil hypotézu o jejich složení 

ze dvou částí – vazebné, „haptoforu“, a toxické, „toxoforu“ (Bolognesi et al. 2016, 

Walsh et al. 2013). 

Velký návrat ke studiu RIPs nastal v 70. letech 20. století, kdy byla zaznamenána 

jejich zvýšená toxicita pro nádorové buňky. Postupně byly popsány struktury ricinu 

i abrinu, některé mechanismy jejich účinku a ostatní vlastnosti. Přibyly také objevy 

dalších rostlin obsahujících proteiny se schopností inaktivovat ribosomální aktivitu, 

a právě ta dala i přes neznalost kompletního mechanismu celé skupině název (RIPs). 

Přestože většina je produkována rostlinami, existují i RIPs vytvářené bakteriemi fungující 

jako jejich faktory virulence. Z těchto rostlin a mikrobiálních agens bylo dodnes 

izolováno více než 100 různých RIPs s různými úrovněmi toxicity závisejícími 

např. na jejich schopnosti a možnosti dosažení intracelulárních cílů 

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

3.3.1 Rozdělení 

Na základě vlastní struktury a s tím souvisejících vlastností se RIPs dělí klasicky 

do dvou skupin, někdy jsou uváděny tři, další možnosti rozdělení a nomenklatury 

se většinově neujaly.  

RIPs I. typu jsou jednořetězcové, přibližně 30 kDa velké, silně bazické proteiny 

s typickou enzymovou aktivitou. Svou toxicitou však nedosahují na toxicitu RIPs II. typu, 

což je částečně způsobeno absencí druhého řetězce, který proteinu usnadňuje 

vstup do buňky. Bylo také popsáno více RIPs tohoto typu než RIPs z druhé skupiny. Patří 

sem například gelonin, saporin, agrostin, momordin a další (Bolognesi et al. 2016, 

Berg et al. 2014, Walsh et al. 2013, Puri et al. 2012, Stirpe et Battelli 2006, 

Nielsen et Boston 2001). 
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RIPs II. typu jsou na rozdíl od prvních tvořeny dvěma řetězci spojenými 

disulfidickým můstkem – řetězcem A o velikosti přibližně 30 kDa s enzymovou aktivitou 

a řetězcem B o velikosti zhruba 35 kDa s vlastnostmi lektinu zprostředkovávajícím 

vstup do buněk. Proteiny s nižší toxicitou jsou schopné stejně jako RIPs I. typu vyvolávat 

nástup alergií. Jiné z nich pak mohou být letální již při velmi malých dávkách, 

a to ať už byly podány injekčně, inhalačně, nebo perorálně. Ricin z této skupiny 

je dokonce zařazen na seznamu nebezpečných látek s potenciálem biologické zbraně, 

vysoce toxických je jich však celkově známo jen několik (Bolognesi et al. 2016, 

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

Třetím někdy uváděným typem RIPs jsou tzv. proRIPs – inaktivní prekurzory, 

které se stávají aktivními až po odštěpení vnitřního krátkého peptidového segmentu 

z molekuly. Funkce této domény není známa, po jejím odstranění je však protein podobný 

RIPs typu I. Patří sem např. protein JIP60 izolovaný z ječmene (Puri et al. 2012, 

Stirpe et Battelli 2006, Nielsen et Boston 2001). 

Obr. 10 Schematické znázornění struktury jednotlivých typů RIPs (Stirpe 2004) 

3.3.2 Mechanismus účinku 

RIPs mají schopnost nevratně inhibovat ribosomální aktivitu, a tedy syntézu 

proteinů. Děje se tak díky jejich N-glykosidasové aktivitě. RIPs jsou schopné rozeznat N-

glykosidickou vazbu mezi adeninem a zbytkem nukleotidu na specifickém místě známém 

jako α-sarcinová doména velké podjednotky rRNA, adenin odštěpit a způsobit 

tak depurinaci daného místa, které se tím stává nestabilním. Právě tato vysoce 
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konzervovaná sekvence rRNA je přitom důležitá pro interakci s elongačním faktorem 

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

Následky intoxikace RIPs jsou ovšem rozdílné od působení jiných inhibitorů 

proteinové syntézy, což vedlo k předpokladu existence jiných účinků RIPs, 

než je jen samotná inaktivace ribosomů. Jedním z důležitých faktorů je pravděpodobně 

vyvolání produkce cytokinů vedoucích k apoptóze a zánětlivým reakcím, případně 

i k vážné nekróze. Některé RIPs v mononukleárních buňkách indukují tvorbu tumor 

nekrotizujícího faktoru a interleukinů (např. IL-8), jejichž uvolňování je následkem 

tzv. „ribotoxic stress response“. Kromě toho dochází k vystavení molekul spouštějících 

programovanou buněčnou smrt na povrch buněk, aktivaci kaspasové cesty, u intoxikace 

některými RIPs k produkci ROS, a celkově ke snížení antiapoptotických a zvýšení 

proapoptotických signálů. Některé RIPs také odštěpují více než jeden adenin z rRNA 

a jsou schopné deadenylovat též DNA, některé vykazují přímo i DNAsovou aktivitu 

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

Aby byl RIP účinný, potřebuje k tomu vhodný mechanismus vstupu 

do buňky – ne všechny RIPs jsou dosažení cílů v buňce v dostatečné míře schopné, 

na druhou stranu v některých případech k vyvolání buněčné smrti stačí i jediná molekula. 

Mechanismus vstupu RIPs I. a II. typu se částečně liší, obecně však lze říct, že jej zahajují 

interakcí s molekulami na buněčném povrchu, po níž následuje klatrinem 

zprostředkovaná anebo na klatrinu nezávislá endocytóza. Většina se pak dostává 

do lyzosomů, kde podléhají degradaci, méně než 5 % se však i přesto může translokovat 

do cytosolu, a to za pomoci zpětného transportu přes Golgiho aparát a endoplasmatické 

retikulum (ER), kde dojde k ER-sdružené proteinové degradaci (Berg et al. 2014, 

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

Konkrétně RIPs I. typu mohou mít kvůli nepřítomnosti vazného B-řetězce 

sníženou toxicitu, která se však výrazně zvýší, pokud se protein spojí s vhodným nosičem 

schopným vazby na buněčný povrch. Dalším problémem v jejich efektivitě je například 

to, že přestože mechanismy, kterými RIPs indukují buněčnou smrt, jsou velice účinné, 

schází jim určitá selektivita vůči buněčným cílům a při systémovém podání vykazují 

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 z různých částí rostliny mydlice lékařská 

(Saponaria officinalis). Mydlice byla pro své čisticí schopnosti známá a využívaná 

pro přípravu mýdla již ve starověku. Má však mnoho dalších zajímavých vlastností. 

Její metanolový extrakt vykazuje nejen antimikrobní (aktivita byla zaznamenána 

např. proti Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica 

a dalším), ale i antioxidační účinky. Dodnes se s ní lze setkat nejen v okrasných 

zahradách, ale také v lidovém a přírodním léčitelství v přípravcích používaných například 

při některých kožních problémech (Chandra et al. 2021, Jia et al. 1998).  

Saporiny byly nalezeny v listech, kořenech, stonku, květech i zralých semenech, 

liší se však isoformou a aktivitou (Chandra et al. 2021). 

3.3.4 Isoformy saporinu 

Existuje více než devět různých isoforem saporinu. Jednou z nich je saporin-L1, 

který byl extrahován z listů. Jedná se o monomerní protein skládající se ze dvou domén 

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

Hlavní široce studovanou a používanou isoformou je pak isoforma saporinu S6 

(označovaná také jako SO-6, saporin-6 či jen saporin) získávaná ze semen. Vyznačuje 

se vysokou stabilitou a mezi všemi isoformami též nejvyšší aktivitou – druhá 

nejpotentnější (saporin-5) zřejmě kvůli substituci jedné aminokyseliny ve své struktuře 

vykazuje oproti saporinu-6 významně nižší katalytickou a cytotoxickou aktivitu. Saporin 

S6 se skládá ze dvou domén: N-koncové, kterou tvoří šest β skládaných listů, a C-

koncové tvořené osmi α helixy, které zprostředkovávají 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 Účinky saporinu 

Saporin jako RIP I. typu inhibuje syntézu proteinů díky své N-glykosidasové 

aktivitě, která v konečném důsledku vede k buněčné smrti. Na rozdíl od některých jiných 

ribotoxinů v případě saporinu apoptóza nastává ještě před významnou inhibicí proteinové 

syntézy, a to skrze vnitřní cestu závislou na kaspasách. V několika studiích byly 

prokázány protinádorové účinky saporinu v různých typech neoplastických buněk, 

u kterých docházelo k apoptóze a nekróze. Důvodem, proč RIPs poškozují nádorové 

buňky více než buňky zdravé, může být vysoká proliferační aktivita nádoru spjatá 

se syntézou proteinů i vyšší citlivost k toxinům daná genetickou změnou 

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

Sám o sobě je saporin neselektivním toxinem s poměrně nízkou toxicitou 

a dobrou stabilitou, navíc je rezistentní ke konjugačním procesům a krevním proteasám. 

Právě poslední jmenované vlastnosti z něj dělají látku s potenciálem mnoha využití, 

včetně tvorby cílených imunotoxinů či použití v PCI (Ancheta et al. 2022, 

Bolshakov et al. 2020, Polito et al. 2013). 
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4 Cíle práce 

 

▪ Stanovení in vitro fototoxicity (vyjádřeno jako IC50) studovaných fotosensitizérů 

a stanovení IC50 saporinu na buněčné linii HeLa. 

 

▪ Stanovení kombinačních indexů a výsledných efektů fotochemické internalizace 

saporinu v přístupu light-before.  

 

▪ Porovnání účinnosti studovaných fotosensitizérů při in vitro PCI saporinu 

na buněčné linii HeLa. 
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5 Materiál a metodika 

5.1 Základní laboratorní vybavení 

▪ sterilní serologické pipety různých velikostí (Capp AHN Bio, Německo, 

Eppendorf, Německo, a TPP, Švýcarsko) 

▪ sterilní Pasteurovy pipety (VWR, Avantor, USA) 

▪ sterilní laboratorní sklo (Simax, Česká republika) 

▪ sterilní kultivační lahve 75 (TPP, Švýcarsko) 

▪ sterilní plastové špičky různých velikostí (BioHit, Finsko, a Eppendorf, 

Německo) 

▪ sterilní mikrozkumavky různých velikostí (Eppendorf, Německo) 

▪ Bürkerova komůrka (Brand, Německo) 

▪ sterilní plastové vaničky s víčky (Eppendorf, Německo) 

▪ sterilní 96jamkové mikrotitrační destičky s plochým dnem (TPP, Švýcarsko) 

▪ sterilní Petriho misky se skleněným dnem (WillCo Wells, Nizozemsko) 

 

5.2 Přístrojové vybavení 

▪ chladnička s mrazákem (Liebherr, Švýcarsko, a Electrolux, Švédsko) 

▪ temperovaná vodní lázeň (Memmert, Německo) 

▪ boxy s laminárním prouděním BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Itálie) 

▪ třepačky Vortex V-1 plus (Biosan, Lotyšsko) 

▪ elektronické pipetovací nástavce (Integra Biosciences, Švýcarsko, a Eppendorf, 

Německo) 

▪ buněčné inkubátory s termostatem (Esco, Singapurská republika) 

▪ mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko) 

▪ elektronické automatické multikanálové pipety (Sartorius, Německo, 

a Eppendorf, Německo) 

▪ automatické pipety různého rozsahu (Eppendorf, Německo) 

▪ xenonová lampa 450 W s oranžovým filtrem λ > 570 nm a vodním filtrem o délce 

9 cm (Newport Corporation, USA) 

▪ desková třepačka (Heidolph Instruments, Německo) 

▪ čtečky mikrotitračních destiček Tecan Infinite 200Pro a M200 (Tecan, Švýcarsko) 

▪ konfokální mikroskopický systém Nikon A1+ (Nikon, Japonsko) 
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5.3 Chemikálie a reagencie 

▪ základní kultivační médium DMEM (Capricorn, Německo) 

▪ fetální bovinní sérum (FBS; Capricorn, Německo) 

▪ roztok penicilin/streptomycin (P/S; Lonza, Švýcarsko) 

▪ HEPES pufr (Capricorn, Německo) 

▪ stabilní glutamin (Capricorn, Německo) 

▪ PBS pufr (Sigma Aldrich, Německo) 

▪ roztok trypsin/EDTA (T/E; Lonza, Švýcarsko) 

▪ trypanová modř (TB; Sigma, Německo) 

▪ 3% roztok peroxidu vodíku (Fluka, Sigma Aldrich, Německo) 

▪ roztok neutrální červeně, 3,3 mg/ml (Sigma Aldrich, Německo) 

▪ fixační roztok – 1% CaCl2 v 0,5% HCHO v H2O (Sigma-Aldrich, Německo, 

a Penta, Česká republika) 

▪ lyzační roztok – 1% CH3COOH v 50% EtOH v H2O (Penta, Česká republika) 

▪ fotosensitizéry (syntetizovány vědeckou skupinou prof. Zimčíka, 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, Německo) 

▪ dextran značený fluorescein isothiokyanátem, MW 4000 (FITC-dextran; Sigma 

Aldrich, Německo)  

 

5.4 Kultivace a pasážování buněk 

5.4.1 Buněčná linie HeLa 

Veškeré experimenty byly provedeny na buněčné linii HeLa získané z Americké 

banky buněčných linií (ATCC, USA). Jedná se o nádorovou buněčnou linii vzniklou 

z buněk adenokarcinomu děložního čípku Henrietty Lacksové, které jí byly biopticky 

odebrány v roce 1951. Přestože samotný odběr provází etické otázky, 

díky svým vlastnostem (rychlá proliferace, nenáročnost) se HeLa buňky staly 

celosvětově důležitou součástí in vitro výzkumu a dodnes patří mezi nejpoužívanější 

(Lyapun et al. 2019, Lucey et al. 2009, Masters 2002). 
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5.4.2 Kultivační medium 

Použití vhodného media s obsahem správného poměru pro buňky potřebných 

látek je základem jak práce s nimi jako takové, tak i veškerých následných experimentů. 

Pro kultivaci i experimenty bylo použito klasické DMEM medium (500 ml) obohacené 

o 5 ml antibiotického roztoku P/S, 5 ml HEPES pufru, 10 ml stabilního glutaminu 

a 50 ml FBS, následně dobře uzavřené a uchovávané v chladničce. Příprava media i práce 

s ním vždy probíhala za sterilních podmínek v laminárním boxu. 

5.4.3 Pasážování buněk 

Pasážování je procesem nutným k udržení životaschopnosti buněčných kultur 

a zajištění konstantních podmínek experimentů in vitro. Jedná se o pravidelně 

opakované přenesení části buněk za přísně sterilních podmínek ze staré kultivační nádoby 

do nové, s čerstvým mediem a dostatkem prostoru k jejich růstu. Kromě práce 

ve sterilním boxu s laminárním prouděním je nezbytné zabránit kontaminaci pracovního 

prostoru a také jednotlivých reagencií a buněk samotných i během jejich skladování, 

resp. inkubace. 

Před každým pasážováním bylo kultivační medium (uchovávané v chladničce), 

PBS (skladované při laboratorní teplotě) a roztok T/E (mezi použitími zamrazovaný) 

nutné nechat vytemperovat ve vodní lázni na teplotu 37°C. Důležitá byla také 

mikroskopická kontrola buněk – pasážuje se při pokrytí dna kultivační nádoby (v našem 

případě byly použity sterilní kultivační lahve T75) z přibližně 80-90 %, což zpravidla 

odpovídá 3 až 4 dnům mezi jednotlivými pasážemi. Kromě toho se sleduje také 

morfologie buněk a případná kontaminace. 

Prvním krokem samotného pasážování bylo odsátí starého media z kultivační 

lahve. Poté bylo její dno s přisedlými buňkami dvakrát za sebou opatrně opláchnuto 

5 ml PBS. Následně se pomocí sterilní Pasteurovy pipety přidal 1 ml roztoku T/E, 

který buňky odděluje ode dna lahve i od sebe, a uzavřená lahev se na maximálně 5 minut 

umístila do buněčného inkubátoru s 37°C. 

Po několika minutách bylo pod mikroskopem zkontrolováno oddělení buněk 

a v případě potřeby se mu mechanicky dopomohlo tak, aby bylo pozorovatelné čisté 

dno a pohybující se shluky buněk. Aby nedošlo k poškození buněk trypsinem, bylo 

následně přidáno 9 ml kultivačního media, které jej inaktivovalo. Opakovaným (cca 10×) 
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nasátím a rychlým vypuštěním obsahu lahve proti jejímu dnu byla poté vytvořena 

homogenní buněčná suspenze, z níž byla část pomocí pipety odebrána a přenesena 

do nové kultivační lahve s 15 ml čerstvého media, zbytek buněk ve staré lahvi pak bylo 

možné použít pro experimenty. Množství přenesené buněčné suspenze je vždy závislé 

na růstu buněk v předcházejících pasážích a na jejich stavu zjištěném před pasážováním 

mikroskopicky. Suspenze s novým mediem byla opětovným nasátím a vypuštěním pipety 

promíchána, lahev uzavřena a přenesena do buněčného inkubátoru s termostatem (37°C, 

5 % CO2, konstantní vysoká humidita). Zde bylo víčko lahve otočeno do první pozice 

umožňující výměnu plynů a buňky pak za standardních podmínek inkubovány až do další 

pasáže. 

 

5.5 Stanovení počtu životaschopných buněk 

Z důvodu nasazování správné konstantní koncentrace buněk na mikrotitrační 

destičky pro další experimenty bylo nezbytně nutné nejdříve určit počet životaschopných 

buněk v suspenzi zbylé po pasážování. Využita k tomu byla Bürkerova komůrka 

a 0,4% roztok trypanové modři (TB), se kterým se 100 μl buněčné suspenze 

odpipetované do zkumavky nejprve v poměru 1:1 smísilo. Následně bylo po krátké 

inkubaci odebráno a na každou z polovin Bürkerovy komůrky napipetováno 10 μl, které 

se mikroskopicky zhodnotily, a v pěti z devíti přítomných hlavních čtverců se spočítaly 

živé buňky. Výsledný počet živých buněk v 1 ml suspenze se pak stanovoval výpočtem.   

Principem užitého vitálního barvení je schopnost nepoškozených životaschopných 

buněk aktivně transportovat TB ven a neobarvit se, zatímco mrtvé buňky zůstávají kvůli 

absenci tohoto transportu modré. Lze je tedy od sebe dobře odlišit a v Bürkerově komůrce 

spočítat pouze buňky živé, nezbarvené.  

     

5.6 Stanovení IC50 

5.6.1 Nasazení buněk pro experimenty 

Nasazení buněk do 96jamkových mikrotitračních destiček, 

které jsou pro experimenty využívány, probíhalo vždy za přísně sterilních podmínek 

v laminárním boxu. 
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Nejdříve byl využit výsledek z předchozího bodu (počet živých buněk/ml) 

pro výpočet správného poměru buněčné suspenze a kultivačního media. Požadovanou 

koncentrací je 75 000 živých buněk/ml, v každé jamce destičky tedy při objemu 100 μl 

bylo přibližně 7 500 buněk. Konstantní množství HeLa buněk v destičkách zajistilo 

vhodné konstantní podmínky pro experimenty a jejich reprodukovatelnost. 

Výpočtem získané objemy buněčné suspenze a media byly dobře smíchány 

v laboratorní plastové vaničce a naředěná buněčná suspenze poté byla elektronickou 

automatickou multikanálovou pipetou v objemu 100 μl na jamku aplikována 

do 96jamkových mikrotitračních destiček.  

Tímto způsobem připravené destičky se nechaly po dobu 24 hodin inkubovat 

v laboratorním buněčném inkubátoru za standardních konstantních podmínek. 

5.6.2 Studované látky 

Použité PS byly syntetizovány vědeckou skupinou prof. Petra Zimčíka, Ph.D. 

na Katedře farmaceutické chemie a farmaceutické analýzy FaF UK v Hradci Králové. 

Jednalo se o látky ze skupiny ftalocyaninů, sloučenin s planární aromatickou 

makrocyklickou strukturou a tetrapyrrolovým jádrem stejným, jaké mají porfyriny. Jádro 

je ale rozšířeno o 4 benzenová jádra, což u nich zlepšuje absorpci v červené oblasti 

spektra. Díky centrálnímu koordinačně vázanému atomu kovu (v našem případě zinek) 

se jejich vlastnosti ještě zlepšují. Problém agregace ve vodném prostředí, ke které mají 

Pc přirozeně sklon, je pak řešen vhodnými substituenty, díky kterým zůstávají 

v monomerním stavu. V případě P42-1ZnMe se jedná o hydrofilní kationický substituent 

obsahující kvaternizované aminoskupiny, u druhých dvou PS o anionické skupiny 

– u P44-COOH ve  formě karboxylové kyseliny a u P44-COONa ve formě sodné soli této 

kyseliny. Všechny substituenty studovaných PS jsou k Pc jádru navázány přes kyslík 

(Kollar et al. 2020, Miletín et al. 2018, Selbo et al. 2002). 
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Obr. 12 Struktura užitých fotosensitizérů 

 

Jako terapeutikum pro internalizaci byl použit na pracovišti rozpuštěný 

lyofilizovaný komerčně dodávaný saporin. 

5.6.3 Přidání PS na destičku 

Proces přípravy a přidávání látek na destičku probíhal opět ve sterilním prostředí 

laminárního boxu, v případě PS navíc kvůli možnosti jejich předčasné fotoaktivace 

bez přístupu světla v co největším šeru. 

Po 24hodinové inkubaci destiček proběhla výměna kultivačního media 

v kontrolních jamkách, a to jak u neovlivněných kontrolních buněk, tak i u pozitivních 

kontrol v posledním sloupci, ke kterým se následně přidala letální dávka H2O2. 

Do zbylých jamek, vybíraných přednostně uprostřed destičky, se po odebrání 

kultivačního media napipetovalo 100 μl roztoku PS v požadovaných koncentracích, které 

byly předem připraveny ve sterilních zkumavkách za použití zásobních roztoků 

PS a kultivačního media. 

Destičky se poté řádně označily a nechaly 4 hodiny inkubovat za standardních 

konstantních podmínek v laboratorním buněčném inkubátoru. 
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5.6.4 Ozařování 

Po 4hodinové inkubaci se za sterilních podmínek v laminárním boxu všechny 

jamky kromě pozitivních kontrol opláchly a bylo k nim přidáno 100 μl čerstvého 

kultivačního media. Tímto způsobem byl odstraněn případný přebytečný PS, který zůstal 

mimo buňky v mediu. Hned poté byla destička přemístěna pod xenonovou lampu (400 W; 

λ > 570 nm; 12,4 mW/cm2), kde byla 15 minut svrchu ozařována (11,2 J/cm2). Destičky 

pouze s PS se následně vrátily do inkubátoru, kde byly dalších 24 hodin za standardních 

podmínek inkubovány (fototoxicita PS). 

5.6.5 Přidání saporinu na destičku 

Vzhledem k experimentům v přístupu light-before byl samostatný saporin na rozdíl 

od PS přidáván na destičky s 24 h inkubovanými buňkami až po ozáření a bez světelného 

omezení při práci s ním. V ostatním se postup nelišil od předchozích bodů.  

Lahvička s 5 mg lyofilizovaného saporinu se sterilně otevřela v laminárním boxu 

a bylo do ní napipetováno 5 ml sterilního přefiltrovaného PBS. Z kultivačního media 

a takto připraveného zásobního roztoku saporinu (1 mg/ml) se poté ve zkumavkách 

připravila řada roztoků o požadovaných koncentracích, které byly po ozáření destičky 

a odebrání media v množství 100 μl přidány do jim určených jamek. Označené destičky 

se saporinem byly poté stejně jako destičky s PS inkubovány za standardních podmínek 

do dalšího dne. 

 

5.7 Stanovení životaschopnosti buněk pomocí testu vychytávání 

neutrální červeně 

Test vychytávání neutrální červeně (NR) patří mezi nejvyužívanější metody 

zjišťování životaschopnosti buněk. Založen je na schopnosti nepoškozených buněk 

přijímat NR díky udržování stabilního pH skrze produkci ATP. Při fyziologické hodnotě 

pH je NR, slabě kationické aminosubstituované fenazinové barvivo, buňkami přijímáno. 

Dostává se až do lyzosomů, kde je pH prostředí nižší, NR zde ionizuje a zůstává 

zde uzavřena. Pokud je buňka poškozená, není schopna udržovat kyselé 

pH v lyzosomech, a NR tak nemůže v těchto organelách zadržovat (Ates et al. 2017, 
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Repetto et al. 2008, Chiba et al. 1997). Práce s NR již byla prováděna v nesterilním 

laboratorním prostředí. 

Nejprve byl v laboratorní plastové vaničce důkladně smíchán potřebný objem 

zásobního roztoku NR s kultivačním mediem tak, aby bylo dosaženo koncentrace 

pracovního roztoku 30 μg/ml. Pomocí automatické elektronické multikanálové pipety 

se následně do každé jamky v destičkách přidalo 100 μl připraveného roztoku NR. 

Destičky se poté nechaly inkubovat za standardních podmínek v buněčném inkubátoru 

po dobu 2 hodin. 

Po dvou hodinách byl obsah jamek odstraněn a nahrazen 90 μl fixačního roztoku. 

Buňky se pak za laboratorní teploty nechaly 15 minut ke dnu jamek mikrotitračních 

destiček fixovat. Následovaly dva oplachy buněk 90 μl PBS, po kterém již bylo do každé 

jamky přidáno 90 μl lyzačního roztoku. S tímto roztokem se pak buňky v destičkách 

nechaly při laboratorní teplotě na deskové třepačce 30 minut lyzovat. 

Každá jamka s kompletně zlyzovanými buňkami byla poté spektrofotometricky 

proměřena čtečkou mikrotitračních destiček Tecan Infinite M200 nastavenou na vlnovou 

délku 540 nm. Naměřené hodnoty byly zaznamenány v programu MS Excel, ve kterém 

se i dále zpracovaly po odečtení signálu pozitivních kontrol do procent neovlivněné 

kontroly představujících životaschopnost buněk na každé z destiček. Procentuálně 

vyjádřená životaschopnost buněk zjištěná z minimálně 8 opakování byla nakonec využita 

pro zjištění IC50 každé jednotlivé studované látky, tedy všech testovaných PS i saporinu.   

Naměřené hodnoty byly zpracovány v programu GraphPad Prism, ve kterém byla 

také provedena statistická analýza dat. Pro zjištění normálního rozdělení byl v prvním 

kroku použit Shapiro-Wilkův test, pro jehož provedení není potřeba střední hodnota 

ani rozptyl dat. V případě normálního rozdělení dat (p > 0,05) následovala jednofaktorová 

(One-way) ANOVA, při odpovídajícím rozptylu s provedením Dunettova post hoc testu 

mnohonásobného porovnání, u odlišného rozptylu pak ANOVA s Brown-Forsythovým 

testem a Dunnetovým post hoc testem mnohanásobného porovnání. U dat, která 

by na základě Shapiro-Wilkova testu nebyla normálně rozdělena (p < 0,05), 

by pak pro zjištění statisticky významných rozdílů mezi skupinami proběhla 

jednofaktorová neparametrická ANOVA s Kruskal-Wallisovým testem. 
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5.8 Stanovení kombinačních indexů fotochemické internalizace 

5.8.1 Testování kombinací fotosensitizérů a saporinu 

PCI saporinu a jednotlivých PS byla testována ve stejném režimu, jako tomu bylo 

u stanovení IC50.  

Nasazení buněk na destičky s následnou inkubací probíhalo podle postupu 

popsaném v kapitole 5.6.1.  

Po 24 h se ve sterilních zkumavkách v laminárním boxu připravily roztoky 

testovaného PS v koncentracích IC50/8, IC50/4, IC50/2, IC50, 2×IC50 a 4×IC50. Po odebrání 

kultivačního media z jamky se tyto roztoky po 100 μl napipetovaly k buňkám v destičce. 

Takto připravené destičky se na 4 h přemístily do buněčného inkubátoru. 

Po uběhnutí inkubace byly buňky v destičkách ozářeny tak, jak bylo popsáno 

v kapitole 5.6.4. 

Ihned po ozáření byl k buňkám přidán saporin (buňky s i bez PS) v koncentracích 

IC50/8, IC50/4, IC50/2, IC50, 2×IC50 a 4×IC50, v ostatním shodně s postupem popsaným 

v kapitole 5.6.5. Další den pak proběhlo stanovení životaschopnosti buněk pomocí testu 

vychytávání NR. 

5.8.2 Stanovení kombinačních indexů metodou dle Chou-Talalay 

Déle než století existovaly pokusy interpretovat společné působení léčiv, 

neexistovala však výraznější shoda na definici termínů a způsobu jejich určení. V roce 

1983 se tento stav pokusili změnit Ting-Chao Chou a Paul Talalay, a představili metodu, 

pomocí které lze analyzovat efekt vícero současně podaných terapeutik. Založena 

je na derivaci středního účinku odpovídajícího například i IC50 jednotlivých látek, 

kvantifikace pak probíhá pomocí výsledného kombinačního indexu (CI) – efekt může 

být synergický (CI < 1), aditivní (CI = 1), či antagonický (CI > 1). Kromě toho metoda 

poskytuje s postupným vývojem softwaru aktualizované algoritmy 

pro programově automatizovanou počítačovou simulaci synergismu a/nebo antagonismu 

při různých dávkách a účincích (Chou 2010, Chou and Talalay 1984, 

Chou and Talalay 1983). 
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Pozitivy metody dle Chou-Talalay jsou její relativní jednoduchost, flexibilita 

a efektivita, stejně jako význam pro klinickou medicínu. Kombinace léčiv jsou totiž velmi 

časté, navíc hrají významnou roli i u závažných nemocí typu AIDS či nádorových 

onemocnění. Snahou je tak zvolit kombinaci terapeutik působících synergicky, 

a tím minimalizovat potřebnou dávku, toxicitu pro organismus a možnost vzniku 

rezistence. V posledních letech se objevují návrhy pro nahrazení Chou-Talalay metody 

modernější alternativou, mnoho studií však stále zůstává u metody původní 

(Ashton 2015, Chou 2010). 

Pro každý experiment byly metodou Chou-Talalay stanoveny CI pomocí programu 

CalcuSyn 1.1. Průměr a směrodatné odchylky (SD) byly poté dopočítány v programu 

MS Excel. Na základě hodnoty CI pak byly určeny výsledné efekty jednotlivých 

PS a saporinu (Tab. 1). 

Tab. 1 Stupnice efektů a jejich barevného rozlišení podle metody Chou-Talalay 

na základě hodnoty CI 

 

 

 

 

 

 

 

5.9 Mikroskopické hodnocení účinku PCI pomocí FITC-dextranu 

Pro vizualizaci účinku PCI byl využit FITC-dextran, který se do buněk dostává stejně 

jako saporin endocytózou. Buněčná suspenze v koncentraci 75 000 HeLa buněk/ml byla 

nejprve v množství 500 μl nanesena na sterilní Petriho misky se skleněným dnem, 

které jsou vhodné pro konfokální mikroskopii. Následovala inkubace za standardních 

podmínek v buněčném inkubátoru po dobu 24 h nutná pro dostatečný nárůst buněk. 

Práškový FITC-dextran (MW = 4000) byl rozpuštěn ve vodě tak, aby vznikl zásobní 

roztok o koncentraci 50 mg/ml. Při provedení experimentu bez PCI byl tento roztok 
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naředěn kultivačním mediem na koncentraci 5 mg/ml a 500 μl vzniklého pracovního 

roztoku se napipetovalo k buňkám. Po 4h inkubaci za standardních podmínek byly buňky 

pozorovány pod fluorescenčním mikroskopem a vyfoceny. 

V případě experimentu s PCI byl připraven 0,1 μM roztok P44-COONa, 

který se k buňkám přidal. Po 18h inkubaci s PS pak byly buňky opláchnuty, 

na 4 h vráceny zpět do inkubátoru a poté 15 minut ozařovány stejně jako v bodě 5.6.4. 

500 μl pracovního roztoku FITC-dextranu o koncentraci 5 mg/ml se ihned po dosvícení 

napipetovalo k buňkám na Petriho misce, které se pak 4 h opět nechaly inkubovat 

za standardních podmínek v buněčném inkubátoru. Na závěr byly buňky dvakrát 

opláchnuty čistým mediem a snímány pomocí konfokálního mikroskopu Nikon A1+.  
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6 Výsledky 

6.1 Hodnoty IC50 studovaných látek 

6.1.1 P42-1ZnMe 

Stanovení fototoxicity látky P42-1ZnMe po ozáření bylo provedeno na buněčné 

linii HeLa v koncentračním rozmezí 0,0083 – 1μM. Ze získaných hodnot byla stanovena 

IC50 = 0,0943 ± 0,0198 μM (n = 29). 

 

 

Obr. 13 Graf závislosti životaschopnosti buněk HeLa na koncentraci látky P42-1ZnMe. 

Vlevo (A) jsou zobrazeny všechny naměřené hodnoty, vpravo (B) pak průměry (SD). 
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6.1.2 P44-COOH 

Fototoxicita látky P44-COOH byla stanovena na buněčné linii Hela 

v koncentračním rozmezí 0,0188 – 3,52 μM. Ze naměřených hodnot byla určena střední 

inhibiční koncentrace jako IC50 = 0,2823 ± 0,671 μM (n = 17). 

 

 

 

Obr. 14 Graf závislosti životaschopnosti buněk HeLa na koncentraci látky P44-COOH. 

Vlevo (A) jsou zobrazeny všechny naměřené hodnoty, vpravo (B) průměry (SD). 
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6.1.3 P44-COONa 

Stanovení fototoxicity látky P44-COONa na buněčné linii HeLa bylo testováno 

v koncentračním rozmezí 0,0225 – 1,2 μM. Ze získaných hodnot byla stanovena 

IC50 = 0,1851 ± 0,0676 μM (n = 8). 

 

 

Obr. 15 Graf závislosti životaschopnosti buněk HeLa na koncentraci látky P44-COONa. 

Vlevo (A) jsou zobrazeny všechny naměřené hodnoty, vpravo (B) průměry (SD). 
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6.1.4 Saporin 

Cytotoxicita saporinu byla zkoumána v koncentračním rozmezí 

0,875 – 800 μg/ml. Ze získaných hodnot byla určena střední inhibiční koncentrace 

IC50 = 20,523 ± 16,895 μg/ml (n = 35). 

 

 

 

Obr. 16 Graf závislosti životaschopnosti buněk HeLa na koncentraci saporinu. Vlevo 

(A) jsou zobrazeny všechny naměřené hodnoty, vpravo (B) průměry (SD). 
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6.2 PCI saporinu pomocí testovaných PS 

6.2.1 P42-1ZnMe a saporin 

Při experimentech byla cytotoxicita u látek P42-1ZnMe a saporinu zkoumána 

zvlášť u každé a v jejich kombinaci (n = 8), a to při koncentracích odpovídajícím podílům 

a násobkům jejich hodnot IC50 – použity byly koncentrace IC50/8, IC50/4, IC50/2, IC50, 

2×IC50 a 4×IC50. Z výsledných hodnot byly poté stanoveny kombinační indexy 

a z nich vyplývající efekty. 

 

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

a saporinu. Barevné rozlišené dle Tab.1. 

 

 

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

A) životaschopnost HeLa buněk v závislosti na koncentraci P42-1ZnMe (šedá), saporinu 

(zelená) a jejich kombinace (oranžová); B) je grafickým znázorněním kombinačních 

indexů kombinace P42-1ZnMe a saporinu v závislosti na jejich zvyšující se koncentraci. 

Barva pozadí je odlišená na základě efektů popsaných v Tab.1.  
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6.2.2 P44-COOH a saporin 

Cytotoxicita látek P44-COOH a saporinu byla testována zvlášť u každé a v jejich 

společné kombinaci (n = 6), a to při koncentracích odpovídajícím podílům a násobkům 

jejich IC50. Použity byly koncentrace IC50/8, IC50/4, IC50/2, IC50, 2×IC50 a 4×IC50. 

Z výsledných hodnot byly poté stanoveny kombinační indexy a z nich vyplývající efekty. 

 

Tab.3 Hodnoty CI a výsledné efektů dle metody Chou-Talalay pro kombinaci P44-COOH 

a saporinu. Barevné rozlišené dle Tab.1. 

 

 

Obr. 18 PCI saporinu za použití fotosensitizéru P44-COOH. 

A) životaschopnost HeLa buněk v závislosti na koncentraci P44-COOH (modrá), 

saporinu (zelená) a jejich kombinace (oranžová); B) grafické znázornění kombinačních 

indexů kombinace P44-COOH a saporinu v závislosti na jejich zvyšující se koncentraci. 

Barva pozadí je odlišená na základě efektů popsaných v Tab.1. 
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6.2.3 P44-COONa a saporin 

Při experimentu byla cytotoxicita u látek P42-1ZnMe a saporinu zkoumána zvlášť 

u každé a v jejich kombinaci (n = 6), a to při koncentracích odpovídajícím podílům 

a násobkům jejich IC50, konkrétně v koncentracích IC50/8, IC50/4, IC50/2, IC50, 2×IC50 

a 4×IC50. Z výsledných hodnot byly poté stanoveny kombinační indexy 

a z nich vyplývající efekty. 

 

Tab.4 Hodnoty CI a výsledné efektů dle metody Chou-Talalay pro kombinaci P44-COOH 

a saporinu . Barevné rozlišené dle Tab.1. 

 

 

 

Obr. 19 PCI saporinu za použití fotosensitizéru P44-COONa. 

A) životaschopnost HeLa buněk v závislosti na koncentraci P44-COONa (fialová), 

saporinu (zelená) a jejich kombinace (oranžová); B) je grafické znázornění kombinačních 

indexů kombinace P44-COONa a saporinu v závislosti na jejich zvyšující se koncentraci. 

Barva pozadí je odlišená na základě efektů popsaných v Tab.1. 
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6.3 Kombinační indexy jednotlivých PS a saporinu a jejich porovnání 

Ze všech provedených experimentů vychází jako nejvhodnější kombinace saporinu 

s fotosensitizérem P42-1ZnMe, která kromě nejvyšší použité koncentrace 

při všech ostatních vykazuje v účinku synergismus, u IC50/2 a IC50 dokonce silný 

synergismus. Podobně jsou na tom také výsledky kombinace saporinu s P44-COOH, 

kde se čtyřikrát projevil synergický, u druhé nejvyšší koncentrace mírně synergický 

a u nejvyšší koncentrace stejně jako u předchozího PS mírně antagonický efekt, 

způsobený však pravděpodobně experimentální chybou. Nejhorších výsledků 

pak dosáhly kombinace saporinu s P44-COONa, které při krajních koncentracích 

vykazují antagonistický až mírně antagonistický účinek, u IC50/4 aditivní a pouze 

u IC50/2, IC50 a 2×IC50 se účinky pohybují v synergické části stupnice CI. Antagonistické 

účinky u krajních hodnot jsou však spíše dány experimentální chybou (hodnoty 

životaschopností jsou velmi podobné a liší se v jednotkách %), než vzájemným 

ovlivněním účinků látek. 

Tab. 5 Porovnání efektů metodou dle Chou-Talalay při PCI saporinu pomocí 

studovaných PS. Barevná škála dle Tab. 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 20 Grafické porovnání kombinačních indexů saporinu s jednotlivými PS 

v závislosti na jejich koncentracích. Barva pozadí odpovídá škále zobrazené v Tab.1.  
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6.4 Mikroskopické hodnocení proběhlé PCI FITC-dextranu 

Fluorescenčně značený dextran byl detekován jako zelená fluorescence v buňkách 

jak v případě stavu po samotné endocytóze, tak i po endocytóze s následnou PCI. 

Na obou fotografiích jsou viditelná jádra HeLa buněk (modrá) a FITC-dextran (zelená). 

V prvním případě (Obr. 21) je FITC-dextran uzavřený v endosomech, viditelné 

jsou proto pouze fluoreskující body představující právě tyto organely. Na druhé fotografii 

(Obr. 22) je již FITC-dextran díky úspěšné PCI relokalizován do cytosolu buněk. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 21 Subcelulární lokalizace FITC-dextranu v HeLa buňkách. FITC-dextran 

je uzavřen v endosomech (zelená barva). 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 22 Subcelulární lokalizace FITC-dextranu v HeLa buňkách po provedené PCI. 

FITC-dextran po poškození endosomální membrány unikl do cytosolu buněk (zelená 

barva). 
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7 Diskuse 

Nádorová onemocnění představují se svou zvyšující se četností ve společnosti 

rostoucí problém. Jednou ze zajímavých možností jejich léčby se ke konci minulého 

století stala fotodynamická terapie – specifická selektivní metoda, při níž pomocí 

v nádoru akumulované fotosenzitivní látky, světelného záření a přítomného kyslíku 

dochází k lokální produkci ROS, buněčné smrti zasažených buněk a zároveň k žádoucí 

indukci imunitního systému. S postupem času byla popsána úspěšná léčba PDT 

primárních nádorů i jejich pokročilých fází na lidských pacientech. Berg et al. (1999) 

pak představili metodu novou, která na principu PDT stojí – úkolem fotodynamických 

reakcí zde však není vyvolat buněčnou smrt, ale umožnit specifické dopravení konkrétní 

makromolekulární látky (např. chemoterapeutika) do cytosolu léčených buněk. 

Chemoterapeutikum, které postrádá jiný efektivní způsob vstupu do buňky, 

je do ní přijímáno endocytózou, po níž však zůstává z většiny uzavřené v endosomech 

a následným průchodem endolyzosomálním aparátem je bez možnosti účinku 

degradováno. Při fotochemické internalizaci dochází k akumulaci PS v membránách 

endosomu, které jsou následně po ozáření vzniklými cytotoxickými působky 

(1O2 a dalšími ROS) rozrušeny, a chemoterapeutikum tak může uniknout ven ke svému 

buněčnému cíli. Výhodou PCI je při tom použití menších (subletálních) dávek 

PS i chemoterapeutika, než jakých by bylo třeba pro stejný efekt při jejich užití 

samostatně, a jak zjistili Norum et al. (2009), ve srovnání s PDT zejména také vyšší 

terapeutický efekt v okrajových částech nádorů. V mnoha in vitro i in vivo modelech byly 

poté prokázány efektivita PCI, zvýšení účinnosti různých typů podaných 

makromolekulárních látek a bezpečnost léčby, což ukazuje potenciál PCI 

stát se bezpečným a vysoce specifickým způsobem protinádorové léčby i v klinické praxi 

(Sultan et al. 2016). 

Jedním z nejdůležitějších faktorů pro úspěšnou PCI je použití vhodného 

fotosensitizéru. Z principu metody vyplývá, že nebude-li PS lokalizován v membráně 

endosomů, nebude pro PCI použitelný. Z hlediska této vlastnosti je důležitá zejména 

amfifilita daného PS. V experimentální PCI často využívanými PS jsou například 

amfifilní disulfonylovaný ftalocyaninový fotosensitizér (AlPcS2a), disulfonylovaný 

tetrafenylchlorin (TPCS2a) či disulfonylovaný meso-tetrafenylporfin (TPPS2a), 

které (nejen) tento požadavek splňují. První jmenovaný se ale i přes velmi dobrou 
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účinnost nejeví jako vhodný PS pro klinickou praxi, a to kvůli velkému počtu izomerů 

a i tím daným rozdílům mezi šaržemi (Berg et al. 2011).  

V naší práci jsme se zaměřili na studium efektu u tří vybraných PS 

ze skupiny ftalocyaninů, syntetizovaných vědeckou skupinou prof. Zimčíka na FaF UK 

v Hradci Králové – konkrétně se jednalo o látky P42-1ZnMe, P44-COOH a P44-COONa. 

Pc jsou látky strukturou blízké porfyrinům, u kterých lze pomocí centrálního atomu 

a substitucí na krajních benzenových jádrech jejich vlastnosti výrazně měnit. Bylo 

zjištěno, že centrálně vázaný zinek, který obsahovaly všechny tři studované PS, zvyšuje 

efektivitu v produkci ROS. Substituenty zase ovlivňují rozpustnost, což je u lipofilních, 

ve vodném prostředí agregujících (a tím svou aktivitu ztrácejících) Pc zásadní 

(Garland et al. 2009). Roli hraje také náboj substituentu. P42-1ZnMe se řadí mezi PS 

s kationickým substituentem, u kterých se původně předpokládala lokalizace především 

v mitochondriích, později se však ukázalo, že se mohou shromažďovat i na membránách 

a v lyzosomech, stejně jako anionické PS (Wood et al. 1997). Anionický substituent 

ve své struktuře z našich látek obsahují dva PS, a to P44-COOH (karboxylové skupiny) 

a P44-COONa (jejich sodné soli). 

Nejvyšší fotodynamická účinnost byla při experimentech zaznamenána u P42-

1ZnMe (IC50 = 0,0943 ± 0,0198 μM), nejnižší pak u P44-COOH 

(IC50 = 0,2823 ± 0,671 μM). Odpovídá to zjištění Kollára et al. (2020), kteří poukázali 

na rozdílnou aktivitu anionických a kationických derivátů Pc. Největší rozdíly jimi byly 

zaznamenány především u plně substituovaných hydrofilních látek – to sice není případ 

našich PS, avšak IC50 kationického P42-1ZnMe byla přesto oproti IC50 anionického P44-

COOH přibližně trojnásobně nižší.  

 Chemoterapeutikem námi studovaných kombinací PCI byl cytotoxický ribosomy 

inhibující protein saporin, pro který je z důvodu absence efektivního mechanismu vstupu 

do cytosolu právě zajištění funkční internalizace pro jeho účinek zásadní. 

Bachran et al. (2009) i Weng et al. (2012) ve svých in vitro studiích uvádějí, 

že již kombinací konjugovaných saporinů v podobě imunotoxinů a saponinů lze účinnost 

saporinu zvýšit. V různých studiích pak byly zkoumány i další způsoby zlepšení účinku 

saporinu pomocí PCI. Příjem a specifita se v nich i zde někdy dále zvyšuje, 

např. právě konjugací saporinu s protilátkou proti antigenu přítomném na povrchu 

cílových buněk (vznikem imunotoxinu), nebo uzavřením saporinu do transportních 
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liposomů či polymerních nanočástic. Weyergang et al. (2006) se podařilo pomocí PCI 

za použití fotosensitizéru TPPS2a výrazně zvýšit účinek EGF-saporinu v EGFR+ buňkách 

zvířecí ovariální nádorové linie NuTu-19. Úspěšná byla i PCI konjugátu AC133-saporinu 

na CD133+ nádorových buňkách za použití fotosensitizéru TPCS2a provedená in vivo 

(Bostad et al. 2015). 

Hamabe et al. (2025) se pak věnovali PCI saporinového imunotoxinu pomocí jimi 

nově vyvinutého Zn6PTPc, PS ze skupiny zinečnatých ftalocyaninů, se zaměřením 

na využití záření o vlnové délce blízké infračervené oblasti. Experimenty probíhaly 

in vitro (buněčná linie A431 odvozená z lidského epidermoidního karcinomu, 

A549 z lidského adenokarcinomu plic a MCF-7 odvozená z lidského prsního 

karcinomu) i in vivo (zvířecím modelem byly myši nesoucí A549 grafty). Výsledky 

ukázaly, že ačkoli pomocí Zn6PTPc po ozáření nebylo možno dosáhnout v dostatečně 

nízkých koncentracích buněčné smrti, produkce 1O2 byla dostačující pro jeho využití 

v PCI v režimu light-after a uvolnění panitumumab-modifikovaného saporinu 

z endosomů – jak u buněčné linie, tak i u in vivo modelu došlo k žádoucímu zvýšení 

účinku, ačkoli u MCF-7 pouze k nízkému. U myší byla nádorová tkáň z většiny nahrazena 

nekrotickou a zánětlivou granulomatózní tkání, která obsahuje zvýšené množství 

monocytů, makrofágů a lymfocytů podporujících ničení nádorových buněk, což je jedním 

z pozitivních efektů PDT i PCI. 

V našem případě jsme se zaměřili na samostatný saporin a hledání vhodné 

kombinace s vybranými PS z výše zmíněné skupiny zinečnatých ftalocyaninů tak, 

aby došlo k jeho efektivní buněčné internalizaci. U všech třech studovaných PS byly 

nalezeny koncentrace, při nichž toho lze za daných podmínek v přístupu light-before 

dosáhnout, a dopravit tak saporin specificky do cytosolu HeLa buněk, na kterých byly 

experimenty této práce prováděny. Účinná PCI byla prokázána nejen skrze 

životaschopnost buněk a kombinační indexy, ale také skrze mikroskopické určení 

lokalizace FITC-dextranu, který se do buněk stejně jako saporin dostává endocytózou. 

V efektivitě PCI se jednotlivé PS mírně lišily, synergický efekt a zvýšení účinnosti 

saporinu však byly poměrně jednoznačné.  

Se stejnými fotosensitizéry, na stejné buněčné linii a za stejných laboratorních 

podmínek, jako byly použity v této práci, byla provedena studie PCI také v režimu light-

after. I zde se u všech tří studovaných PS a saporinu podařilo dosáhnout kombinací 
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se silným synergickým efektem (Daničová 2025). Rozdílná byla u obou přístupů účinnost 

PS v kombinacích – zatímco při našem light-before postupu dosáhla nejlepších výsledků 

při samostatném použití i v kombinaci látka P42-1ZnMe, při postupu s light-after 

protokolem se při PCI projevil opačný trend a nejvíce účinný samostatný P42-1ZnMe 

se ukázal v kombinaci jako nejméně efektivní, nejméně samostatně účinný pak dosáhl 

v kombinaci se saporinem při nejlepších výsledků. Souhrnně se poté výsledné efekty 

light-after přístupu jeví jako účinnější, vzhledem k pravděpodobným experimentálním 

chybám je však možný i zanedbatelný rozdíl a pro potvrzení by byla nutná delší studie.  

V literatuře lze nalézt příklady PCI, při kterých rozdíl v použitém přístupu výsledek 

ovlivňoval, ale i situace, kdy statisticky významný rozdíl mezi light-before a light-after 

experimenty nebyl zaznamenán. Výše zmínění Weyergang et al. (2006) například uvádí 

nezávislost výsledku na použitém přístupu v případě konjugátu saporinu 

se streptavidinem, ale u konjugovaného EGR-saporinu i u saporinu bez konjugace rozdíl 

nastal – v těchto případech měl větší účinnost experiment v režimu light-after. Naopak 

ve studii Prasmickaite at al. (2002) došlo k podstatně lepšímu efektu za použití light-

before přístupu. Sledován zde byl na buněčné linii lidského maligního melanomu účinek 

geloninu (RIP stejného typu jako je saporin) při PCI zprostředkované fotosensitizérem 

AlPcS2a. Při porovnávání nejen těchto dvou možných přístupů je tedy vždy nutné brát 

v potaz podmínky a konkrétní podoby aplikace PCI, přímé srovnání bez jejich zohlednění 

není možné. 

Pozitivní výsledky v použití PCI, kterých se podařilo dosáhnout, odráží i současný 

stav v celé oblasti. Proběhlo a nadále probíhá množství klinických studií, během 

nichž již jsou léčeni reální pacienti a současně jsou ve výzkumu i další techniky 

a možnosti, jak dosáhnout ještě lepších účinků. Sultan et al. (2016) zveřejnili první fázi 

klinické studie, během níž byl zkoumán efekt chemoterapeutika bleomycinu 

fotochemicky internalizovaného do nádorových buněk pomocí TPCS2a. U většiny 

pacientů došlo ke klinické odezvě a redukci nádorové tkáně, u více než 50 % dokonce 

k jejímu kompletnímu zničení. Nežádoucí účinky se týkaly pouze lokální zánětlivé reakce 

a fotosensitizérem způsobené kožní fotosenzitivity. V I. fázi klinické studie provedené 

Trojanem et al. (2022) bylo sledováno 16 pacientů s neoperabilním 

cholangiokarcinomem, u kterých byla provedena opět s použitím fotosensitizéru TPCS2a 

PCI chemoterapeutika gemcitabinu se závěrem, že tato aplikace je pro pacienty bezpečná 

a ve spojení s klasickou chemoterapií zvyšuje příznivou odezvu na léčbu a délku života. 
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V jedné z nejnovějších preklinických studií se pak Rosado et al. (2024) pokusili vytvořit 

pomocí PCI způsob, jak překonat neúspěšnost chemoterapie v léčbě rakoviny pankreatu, 

jednoho z nejagresivnějších a nejhůře léčitelných typů nádorů vůbec. Za použití 

samostatných i kombinovaných saporinu s gemcitabinem a TPPS2a se jim podařilo díky 

synergickému efektu PCI výrazně snížit potřebné dávky až na velmi nízké koncentrace 

a efektivně potlačit životaschopnost buněk ve všech jimi použitých nádorových 

modelech.  

Studie tak přinášejí slibné výsledky, a to jak z hlediska snížení zátěže pacienta 

nežádoucími účinky souvisejícími s dávkou, tak i z hlediska existence možnosti léčby 

takových forem malignit, které doposud nejsme schopni efektivně řešit. PCI navíc není 

omezena pouze na léčbu nádorových onemocnění pomocí chemoterapeutik, ale podobně 

jako u PDT lze i její princip využít v dalších aplikacích. I díky tomu se PCI stala 

do budoucna velmi slibnou a v současnosti natolik zkoumanou metodou se zajímavým 

potenciálem.  
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8 Závěry 

 

▪ Všechny studované PS vykazovaly fototoxicitu indukovanou červeným světlem, 

lišily se pouze v míře účinnosti. Nejvyšší hodnota IC50 (a tedy nejnižší účinnost) 

byla zjištěna u P44-COOH (IC50 = 0,2823 μM), nejnižší hodnota IC50 (a nejvyšší 

účinnost) pak u P42-1ZnMe (IC50 = 0,0943 μM). Výsledná cytotoxicita saporinu 

je vyjádřena hodnotou IC50 = 20,523 μg/ml. 

 

▪ Každý ze studovaných PS byl in vitro v režimu light-before schopný 

zprostředkovat PCI saporinu do HeLa buněk. PCI efekt byl potvrzen jak sníženou 

životaschopností buněk při použité kombinaci PS, saporinu a ozáření oproti užití 

jednotlivých látek s ozářením samostatně, tak i pomocí fluorescenční mikroskopie 

s FITC-dextranem. 

 

▪ Kombinační indexy určené metodou Chou-Talalay ukázaly ve většině použitých 

koncentracích všech testovaných PS na synergický účinek. Nejlepšího výsledku 

bylo stejně jako při stanovení samostatné účinnosti (IC50) dosaženo s P42-1ZnMe, 

nejhůře se jeví kombinace s P44-COONa. 
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9 Seznam zkratek 

ALA    δ-aminolevulová kyselina 

BCC    bazocelulární karcinom 

CaCl2    chlorid vápenatý 

CI    kombinační index 

CH3COOH   kyselina octová 

DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

DMSO    dimethylsulfoxid 

EDTA    ethylendiamintetraoctová kyselina 

EGF    epidermální růstový faktor 

EGFR    receptor epidermálního růstového faktoru 

ER    endoplasmatické retikulum 

EtOH    ethanol 

FBS    fetální bovinní sérum 

FITC    fluorescein isothiokyanát 

HCHO    formaldehyd 

HO‧    hydroxylový radikál 

H2O    voda 

H2O2    peroxid vodíku 

HEPES    N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonová kyselina 

HP    hematoporfyrin 

HpD    hematoporfyrinový derivát 

IC50    střední inhibiční koncentrace 

IL-8    interleukin 8 
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MW    molekulová hmotnost 

NSAID   nesteroidní protizánětlivé léky 

NR    neutrální červeň 

1O2     singletový kyslík 

3O2    molekulární kyslík 

‧O2-    superoxidový radikál    

PBS    fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 

Pc    ftalocyaniny 

PCI    fotochemická internalizace 

PDT    fotodynamická terapie 

P/S    penicilin/streptomycin 

PS    fotosensitizér 

PS0    fotosensitizér v základním singletovém stavu 

PS*    excitovaný fotosensitizér 

3PS*    excitovaný fotosensitizér v tripletovém stavu 

RIP(s)    protein(y) inhibující ribosomy 

rRNA    ribosomální ribonukleová kyselina 

SCC    dlaždicobuněčný karcinom 

SD    směrodatná odchylka 

T/E    roztok trypsin/EDTA 

TB    trypanová modř 

UV    ultrafialové  
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