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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych veéd

Kandidat: Katefina Zvolankova
Skolitel: Mgr. Miloslav Machacek
Nézev diplomové prace: Nové ftalocyaninové fotosenzitizéry pro fotodynamickou

terapii nddorovych onemocnéni

Nédorova onemocnéni jsou jiz po fadu let zavaznym celosvétovym problémem.
Vyznamnym faktorem jejich stile rostouci incidence v lidské spolecnosti je
dlouhovékost populace. Dal§imi moznymi vlivy jsou vyssi vyskyt fyzikdlnich a
chemickych kancerogenii a lep$i diagnostika zhoubnych novotvarii. Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) uvadi, ze ro¢né¢ zemie v disledku onkologického
onemocnéni témet 8 miliond obyvatel nasi planety, pficemz 1,7 milioni imrti ptipada
na oblast Evropy. Zhoubné nadory jsou v Ceské republice (CR), stejné jako ve svété,
druhou nejcastéjsi pti¢inou imrti po kardiovaskularnich chorobéch, a to u obou pohlavi.
Mira umrtnosti na zhoubné nadory navzdory jejich rostouci incidenci ve svété klesa.
Tento pokles souvisi pfedevsim s vyssi kvalitou 1ékaiské péce a s dostupnosti novych
diagnostickych a terapeutickych prosttedki.

Terapie nadorovych onemocnéni je proto vyznamnym piedmétem
biomedicinského vyzkumu. Snahou védeckych tymi je vyvinout U¢innou a vysoce
selektivni terapii, ktera by cilené¢ zasdhla nadorové bunky a minimalné ovlivnila
zdravou tkan. Fotodynamicka terapie (PDT) mé vyborny potencidl pro splnéni téchto
pozadavkl. V soucasné dobé je PDT stale predevsim ve fazi preklinickych a klinickych
testd, které jsou zasadni pro jeji dal$i rozvoj. V klinické praxi se PDT vyuziva
v soucasné dob¢ jen v USA, Kanad¢, Japonsku a v n¢kterych evropskych statech.

Hlavni komponenty PDT tvofi fotosenzitizér (PS), ¢ervena oblast viditelného
svétla a kyslik. Tyto slozky samy o sob¢ nejsou toxické, avsak jejich kombinace iniciuje
fotochemickou reakci, kterda je klicovym momentem cel¢ metody. Produktem této

reakce jsou vysoce reaktivni formy kysliku (ROS) navozujici poskozeni bunécnych
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komponent a bunécnou smrt. Kromé piimého cytotoxického efektu vyvolava PDT také
zanétlivou reakci a narusuje krevni zasobeni nadoru.

Cilem této prace bylo hodnoceni novych PS ze skupiny ftalocyanint a jejich
aza-analogt, které by mohly byt v budoucnu s vyhodou pouzity v klinické praxi. Tyto
PS byly hodnoceny z hlediska jejich toxického efektu pro nadorové buiiky. Cytotoxicka
ucinnost byla stanovena v podminkach in vifro na bunécéné linii HeLa pochazejici
z maligniho karcinomu délozniho &ipku. Zivotaschopnost bunék po kultivaci s PS a po
ozareni svétlem (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?, 15 min, 11,2 J/cmz) byla stanovena pomoci
testu vychytavani neutralni ¢ervené.

K hodnoceni morfologickych zmén bunék po aktivaci PS byla pouzita
fluorescencni mikroskopie a mikroskopie v diferencidlnim interferenénim kontrastu. Pro
vizualizaci mitochondridlnich zmén bylo pouzito fluorescenéni barveni sondou
MitoTracker Green, pro detekci zmén v jadie byla pouzita kombinace propidium jodidu
a fluorescen¢ni soundy Hoechst 33342. Pro urceni subcelularni lokalizace byla pouzita
navic fluorescencni sonda LysoTracker Blue.

Vysledky provedenych experimenti ukazaly pomérné nizkou aktivitu
sledovan¢ho PS ze skupiny ftalocyaninii, aktivita jeho aza-analoga nebyla v naSich
podminkach potvrzena. Vhodnou kombinaci PS s nosi¢ovym systémem se v prubéhu
studie nepodafilo nalézt vzhledem k vysoké toxicité vybranych nosici (Cremophor EL,

rizné typy Si nanocastic), ¢i jejich limitované kapacité pro ptijem PS (liposomy).
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therapy of tumorous diseases

Oncological diseases are considered to be a serious global problem for many
years. One of the most significant factors of their expansion in human population is an
increasing life expectancy. Higher incidence of physical and chemical carcinogens and
better diagnostic methods of malignant neoplasms are farther possible factors.
According to World Health Organisation (WHO) almost 8 million people in the world
die from oncological disease every year, whereas 1.7 million of them are Europeans.
Malign tumours in Czech Republic, as well as in the world, are the second most
frequent causes of death right after cardiovascular diseases, in both genders. Despite
increasing incidence of malign tumours in the world, the mortality rate is decreasing.
This decline is connected especially with higher quality of medical care together with
availability of new diagnostic and therapeutic means.

Thus the therapy of cancer is an important subject of biomedical research.
Scientists have been trying to discover an effective and highly selective therapy which
is capable of targeting cancer cells with a minimal impact on healthy tissue.
Photodynamic therapy (PDT) has a potential to meet these requirements. PDT is
currently in a stage of preclinical and clinical studies that are essential for its next
development. It’s clinically employed in USA, Canada, Japan and also in some
european countries so far.

PDT requires three key elements: the photosensitizer (PS), the red region of a
visible light and the oxygen. These components are nontoxic on their own, but their
combination initiates photochemical reaction which is the key step of this approach.

Products of photoreaction are highly reactive oxygen species (ROS) inducing damage to



cell components and eventually cell death. Besides the direct cytotoxic effect, PDT
induces also inflammation and disruption of tumor vasculature.

The aim of this study was an evaluation of new PS from the group of
phtalocyanines and their aza-analogues which could be used in a clinical application of
PDT. Cytotoxic efficiency was evaluated in vitro using human cervical carcinoma cell
line (HeLa). Cell viability after incubation with PS and illumination by a red light was
assessed by neutral red uptake assay.

Fluorescence microscopy and microscopy in differential interference contrast
were employed for evaluation of morphological changes after activation of PS by light.
Visualization of mitochondrial changes due to PDT by the fluorescence probe
MitoTracker Green and detection of changes in nucleus by combination of propidium
iodide (PI) and the fluorescence probe Hoechst 33342 were used. For the subcellular
localization assay also the fluorescence probe LysoTracker Blue was used.

The results of the experiments demonstrated relatively low activity of observed
PS from the group of phtalocyanines against selected cell line. Cytotoxic activity of its
aza-analogue was not confirmed. Appropriate combination of photosensitizer and
carrier couldn't be found due to high toxicity of selected carriers (obseved in
Cremophor EL, various types of Si nanoparticles) or due to their limited capacity for

photosensitizer (observed in liposomes).
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4 UVOD

Téma Nové ftalocyaninové fotosenzitizéry pro fotodynamickou terapii
nadorovych onemocnéni jsem si pro vypracovani své diplomové prace zvolila proto, zZe
m¢e velice zaujala fotodynamické terapie jako metoda, kterd na rozdil od konven¢nich
protinddorovych lécebnych postupii vyuziva netoxickych latek aktivovanych zdravi
neskodnym viditelnym zafenim. Zaroven nabizi moZnost selektivniho zésahu
patologicky zménéné tkdn€é a do urCité miry tak chrani pacienta pied zdvaznymi
nezddoucimi ucinky. Prace na Katedfe biochemickych véd mi dala ptileZitost blize se
seznamit s laboratornim prostfedim a podilet se na vyzkumu, coz byl dalsi divod mé
volby tématu diplomové prace.

Udaje a vysledky obsazené v této praci mohou byt pouzity pro dalii a hlubsi
studium ucinnosti a toxicity danych latek prostiednictvim in vitro experimenti na
bunécnych liniich. Informace, které lze z této prace ziskat, umoziuji blizsi studium déja
vedoucich v dusledku fotodynamické terapie k poSkozeni bunénych komponent a
k bunééné smrti. Stejné tak mohou byt tyto udaje zdrojem pro lepsi pochopeni

mechanismu U¢inku danych latek a jejich bunééné lokalizace.
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S SEZNAM ZKRATEK

ABC transportéry

ALA
AlPcS4
AMD

Apaf-1

AzaPc
BA
Bak
Bax
BCC
Bcl-2
BPD
COX-2
DCS
DISC

D-L interval

DIC
DMEM
DMF
DMSO
ECso
EGF
EPO
ER
FASL
FAS/CD95
FBS

membranové transportéry (A TP-binding cassette transporters)
kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)

hlinity flalocyanin tetrasulfonat

vékem podminénd (senilni) makuldrni degenerace (age-related
macular degeneration)

faktor aktivujici proteazy apoptdzy (apoptotic-protease activating
factor-1)

azaftalocyanin(y) (azaphthalocyanine(s))

biologicka aktivita

proapoptoticky protein (Bcl-2 homologous antagonist killer)
proapoptoticky protein (Bcl-2-associated X protein)

bazalni bunéény karcinom (basal-cell carcinoma)

rodina proteinil regulujicich apoptézu (B-cell lymphoma 2)
benzoporfyrinovy derivat

cyklooxygenaza 2

difizni korelacni spektroskopie (diffuse correlation spectroscopy)
proteinovy komplex vytvoieny béhem apoptdzy (death inducing
signaling komplex)

Casovy interval mezi poddnim fotosenzitizéru a ozéfenim (drug-
light interval)

diferencialni interferen¢ni kontrast, Nomarského kontrast
kultivacni médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
dimethylformamid

rozpoustédlo (dimethylsulfoxid)

sttedni efektivni koncentrace

epidermdlni ristovy faktor (epidermal growth factor)

erytropoetin

endoplazmatické retikulum

transmembranovy protein ucastnici se apoptozy

receptor pro FASL

fetalni bovinni sérum (zde teplem inaktivované)
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FDA

DA

®F

GA
GSH
H,0,
HAL
HEPES
HpD
HPPH
HSP
ICso

IL

Lv.
KK638B
KK638A NH;3"
LED
LDL
LOX
MAL
MBs
MHC-I

mPDT

mTOR
mTHPC
nBCC

Nc
NIR
NMSD
NPe6

Utad pro kontrolu potravin a 1é&¢iv v USA (Food and Drug
Administration)

kvantovy vytézek singletového kysliku

kvantovy vytézek fluorescence

Golgiho aparat

glutathion

peroxid vodiku

hexylester ALA

puft (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)
derivat hematoporfyrinu 13

2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid a

proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins)

sttedni inhibi¢ni koncentrace

interleukin

intraven6zni/intravendzné

modifikované kifemikové nanocastice

modifikované kifemikové nanocastice

svétlo emitujici diody (light emitting diodes)

lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
lipoxygendza

methylester ALA

molecular beacons

transmembranovy  histokompatibilni  komplex 1  (major
histocompatibility komplex class I)

metronomickd fotodynamické terapie (metronomic photodynamic
therapy)

serin/threonin proteinkinaza (mammalian targetof rapamycin)
meta-tetrahydroxyphenylchlorin

nodularni bazdlni bunéfny karcinom (nodular basal-cell
carcinoma)

naftalocyanin(y) (naphthalocyanine(s))

oblast blizkd infracervenému svétlu (near infrared)
nemelanomova kozni onemocnéni (nonmelanoma skin disorders)

N-aspartyl chlorin e6
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NR

0y
‘OH
PBS

Pc

Pc4
P9-0Zn
PDT

PI
PPIX
PS

P/S
PSA
QSAR

RIP1

ROS
sBCC

SCC
SCM

SOD

T/E

TCso
TGF B
TNF
TNFR1/2
TRAIL

TRAILR1/2

neutralni Cerven (neutral red)

singletovy kyslik

superoxid anion radikal

hydroxylovy radikal

puftr (phosphate buffered saline)

ftalocyanin(y) (phthalocyanine(s))

kfemicity ftalocyanin

zinecnaty ftalocyanin

fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

propidium jodid (propidium iodide)

protoporfyrin IX

fotosenzitizér(y) (photosensitizer(s))

penicilin/streptomycin

prostaticky specificky antigen (prostate-specific antigen)

studie kvantitativnich vztahi mezi chemickou strukturou
abiologickou aktivitou latek (quantitative structure—activity
relationship)

kindza, ktera je soucasti multiproteinového komplexu
vznikajiciho béhem bunééné smrti (receptor interacting protein 1)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

povrchovy bazdlni bunéény karcinom (superficial basal-cell
carcinoma)

spinocelularni karcinom (squamous-cell carcinoma)

DMEM médium obsahujici sérum a dal$i suplementy (serum
containing medium)

superoxiddismutaza

trypsin/EDTA

sttedni toxickéd koncentrace

transformujici riistovy faktor beta (transforming growth factor- p)
tumor nekrotizujici faktor (tumour necrosis factor )

receptory pro TNF

apoptozu indukujici ligand patiici do skupiny TNF (TNF-related
apoptosis inducing ligands)

receptory pro TRAIL (TRAIL receptor 1/2)
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VEGF

WST09
WSTI11
ZnPc
ZIP21Zn

vaskularni endotelidIni riistovy faktor (vascular endotelial growth

factor)
padoporfin (Tookad®)

padeliporfin (Tookad® Soluble, Stakel®)

zinec¢naty ftalocyanin

zine¢naty azaftalocyanin (tetrapyrazinoporfyrazin)
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6 TEORETICKA CAST

6.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Fotodynamicka terapie je moderni, klinicky schvalenou, minimalné invazivni
lécebnou metodou, kterou Ize aplikovat v terapii malignich i nemalignich onemocnéni.

I ptesto, ze v soucasné dobé mame mnohem detailnéjs$i znalosti o vlastnostech a
metabolismu nadorovych bunék, které umoznily pfipravu novych, cilené¢ pusobicich
1é¢iv, stale se nepodafilo nalézt u¢innou a zaroveil maximaln¢ selektivni protinddorovou
terapii. Proto se pozornost obratila také na jiné nez klasické lécebné postupy. PDT ma
dobry potencial k naplnéni pozadavki, které jsou kladeny na uspéSnou protinadorovou
terapii. AcCkoli je tento pfistup zndm jiz fadu let, stidle se jednd o metodu ne zcela
docenénou, ktera zlistava predev§im ve fazi vyzkumu. (Agostinis a kol. 2011, Yoon a
kol. 2013)

Vyhodou PDT je absence nezddoucich uc¢inkt, které jsou typické pro konven¢ni
protinddorové lécebné metody jako chemoterapie ¢i radioterapie. U nékterych pacientl
sice miize PDT vyvolavat bolest a pfetrvavajici fotosenzitivitu klize, invazivnost terapie
vSak zlstdva ve srovnani s ostatnimi protinddorovymi postupy minimdlni. PDT mutze
byt pouzita samostatné nebo v kombinaci s tradicnimi metodami onkologické 1écby,
kterymi jsou chirurgické odstranéni nddoru, chemoterapie a radioterapie. Kombinovana
terapie prispiva ucinkiim radikalni i paliativni terapie u vétSiny onkologickych pacientt.
Velkou nad¢ji predstavuje zvlasté pro pacienty se zvySenym rizikem recidivy nadoru po

chirurgickém zékroku. (Agostinis a kol. 2011, Filonenko 2013)

6.1.1 Historie PDT

Terapeuticky potencidl svétla byl objeven jiz ve starovéku na uzemi Indie,
Egypta a Ciny. Tamni civilizace vyuZivaly slune¢ni zateni k 16¢b& koznich onemocnéni,
jakymi jsou vitiligo, psoridaza ¢i ekzém, a zaroven pozorovaly jeho pfiznivé ucinky na
duSevni zdravi. Od samého pocatku si vSak byli lidé také védomi negativnich vlivii

slune¢niho zafeni. Metoda zalozend na ucincich UV zéfeni ¢i viditelného svétla je
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dodnes zndma jako fototerapie, kterd nachdzi uplatnéni predevS§im v oborech
dermatologie, porodnictvi a psychiatrie/psychologie. (Ormond a Freeman 2013, Zimcik
a Miletin 2009)

Pocatky fotodynamické terapie sahaji do roku 1900, kdy byl na univerzité
v Mnichové poprvé detailn€ji popsan efekt fotosenzitizace. Tamni student mediciny
Oscar Raab, pod dohledem prof. H. von Tappeinera, zaznamenal béhem své
experimentalni prace letdlni ucinek akridinové oranze v kombinaci se soucasné
pusobicim svétlem na modelovém organismu, jimz byl prvok zrodu Paramecium
(trepka). Akridinovad oranz je pfitom bez pfitomnosti svétla chemicky inertnim
barvivem. (Filonenko 2013) V roce 1924 francouzsky fyzik Policard zaznamenal, Ze
nadorova tkan vykazuje vyrazné vyssi fluorescenci nez tkan zdrava. Tento poznatek
vyuzila dvojice Figge a Rasmussen-Taxdal se svym vyzkumnym tymem, ktefi v obdobi
40. az 60. letech zacali s podavanim pfirodnich porfyrini pacientim a zvifatim trpicim
nadorovym onemocnénim ve snaze Iépe detekovat nadorovou tkan pomoci
fluorescence. V Sedesatych letech byly ke stejnym tcelim poprvé pouzity syntetické
porfyriny — tetrafenylporfiny. (Macdonald a Dougherty 2001, Zimcik a Miletin 2009)

Kromé porfyrind byly v pritbé¢hu 20. stoleti zkouSeny také dalSi fotosenzitivni
latky, napft. eosin, které jsou schopné v pfitomnosti svétla indukovat bunénou smrt.
Zaroven se ukézalo, ze pro letdlni efekt je vyzadovéna ptitomnost molekuladrniho
kysliku. (Allen a kol. 2001)

Rok 1960 znamenal pro fotodynamickou terapii zésadni posun, a to diky
spolupraci Richarda Lipsona a Samuela Schwartze. Schwartz dokazal z nddorové tkané
izolovat derivat hematoporfyrinu (HpD), ktery byl zédhy pouzit jako tumor detekujici
¢inidlo pfi experimentdlni praci Lipsona. Diky témto pokusim se zacalo prvné
uvazovat, ze HpD by se mohl uplatnit jako fotosenzitizér pii destrukci nadorovych
bunék. (Macdonald a Dougherty 2001)

V sedmdesatych letech byl identifikovan hlavni cytotoxicky produkt
fotochemické reakce — singletovy kyslik ('O,). Jako fotosenzitizéry byly blize
zkoumany latky porfyrinového typu, které produkovaly 'O, ve vysoké mife a
vykazovaly absorpéni maximum svétla v ervené oblasti spektra. V této oblasti bylo
totiz popsano tzv. optické okno tkané, jehoz vlastnosti jsou pro PDT ideédlni z hlediska
dostate¢n& hluboké penetrace svételného paprsku a zaroveii vysoké produkce 'O,
(Macdonald a Dougherty 2001, Yoon a kol. 2013) Pozornost byla vénovana pfedevsim

izolaci a identifikaci aktivnich frakci HpD. Podatilo se ziskat Cistou latku nazvanou
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Photofrin. Ten byl vroce 1993 v Kanadé schvalen pro lé¢bu rakoviny mocového
méchyfe a zapocal tak historii PDT v klinické praxi. Od doby zavedeni Photofrinu do
klinické praxe byla nasyntetizovana fada novych fotosenzitizéri a vyvoj PDT vcetné
jejich modifikaci stale pokracuje. (Macdonald a Dougherty 2001, Josefsen a Boyle
2008)

6.1.2 Princip PDT

Mechanismus PDT je zalozen na tfech zasadnich komponentech: PS, svétlo a
kyslik. Tato kombinace iniciuje fotochemickou reakci, jejimz produktem jsou ROS.
Tyto molekuly jsou zodpovédné za poskozeni burky, které mize vést az k bunécné
smrti cestou apoptdzy, nekrozy ¢i bunééné smrti spojované s autofagii. (Agostinis a kol.
2011)

Fotochemicka reakce je zahdjena v okamziku, kdyz PS absorbuje svétlo
specifické vinové délky a nasledné ptenasi svoji energii na okolni kyslik. Vysledkem je
vznik ROS, z nichZ za nejdilezit&jsi je povazovan 'O,. (Machacek a kol. 2015, Zimcik
a kol. 2010)

Ozéteni PS vyvolava jeho excitaci ze zdkladniho singletového do excitovaného
singletového stavu o vysoké energii. Trvani tohoto excitovaného nestabilniho stavu je
velmi kratké, fddové ns, a dochazi k ndvratu PS na zakladni energetickou hladinu
prostfednictvim uvolnéni absorbované energie v podobé fluorescence nebo dochazi
k vnitini konverzi molekuly. Dal§i moznosti je pfechod PS z excitovaného singletového
stavu na energeticky mezistupenn nazyvany jako excitovany tripletovy stav. Ten je pro
PDT nejvyznamnéjsi. Oproti singletovému excitovanému stavu je stabilnéjsi a jeho
trvani se pohybuje fddove v pus. (Allen a kol. 2001, Yoon a kol. 2013) Tento excitovany
tripletovy stav je ukoncen navratem PS do stavu zékladniho prostfednictvim dvou typt
fotoreakci, ptfipadné¢ PS uvoliiuje energii béhem srazek s dalSimi molekulami ¢i

v podobé fosforescence. (Macdonald a Dougherty 2001, Yoon a kol. 2013)
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6.1.2.1 Fotoreakce typu 1

V podminkach bez piitomnosti kysliku mize PS v excitovaném stavu piimo
reagovat s organickymi substraty na principu oxida¢né-redukénich reakei, které¢ vedou
ke vzniku oxidovaného substratu a redukovaného PS. Pokud se nejednd o zcela
anoxické prostfedi, pak mize redukovany PS reagovat s kyslikem za vzniku ROS
zahrnujicich pfedevSim superoxidovy anion radikal (-O;"), peroxid vodiku (H»O,) a
hydroxylovy radikal (-OH). Tyto reakce jsou ozna¢ovany jako fotoreakce typu I, zavisi
na koncentraci cilového substratu a nabyvaji proto na vyznamu zejména pii vysokych
koncentracich PS a za hypoxickych podminek. Preferovany jsou také ve vice polarnim
prostiedi, kde jsou radikaly stabilizovany. (Macdonald a Dougherty 2001, Zimcik a
Miletin 2009)

6.1.2.2 Fotoreakce typu 11

V ptitomnosti kysliku pfenasi chromofor ochotné svou energii na molekularni
kyslik v zdkladnim tripletovém energetickém stavu, coz vede k jeho konverzi na 'Os.
Tyto reakce, které nazyvame jako fotoreakce typu II, jsou charakteristické zavislosti na
ptitomnosti kysliku. V pribéhu fotodynamického déje dominuji nad reakcemi typu I,
obvykle se vSak oba typy reakci objevuji soucasné. (Macdonald a Dougherty 2001,
Zimcik a Miletin 2009)
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Obrazek 1 Modifikovany Jablonského diagram popisujici fotofyzikalni jevy béhem PDT: 1) absorpce,

2) fluorescence, 3) vnitini konverze, 4) prechod na energeticky mezistupeii (excitovany tripletovy stav), 5)
fosforescence, 6) tvorba volnych radikalii v disledku fotoreakce typu I, 7) tvorba 'O, prostitednictvim
fotoreakce typu II (Yoon a kol. 2013)

'0, je dominantnim cytotoxickym agens PDT. Jedna se o vysoce reaktivni formu
kysliku vznikajici zménou spinu jednoho elektronu, ktery se nachazi v nejvzdalené;si
vrstvé od jadra. 'O, se primarné vaze na dvojné vazby a reaguje tak s biologickymi
molekulami zahrnujicimi lipidy, proteiny i nukleové kyseliny. Zivotnost 'O, je diky
jeho znacné reaktivité velice kratkd (3-4 us ve vod¢, 0,2 us v buiice). (Bacellar a kol.
2015, Zimcik a Miletin 2009) Tim je limitovana difize 'O, do vzdalenosti cca 10-
55 nm. Pokud porovndme maximalni vzddlenost diftze s velikosti lidskych bun¢k
(tadoveé 10-30 pm v prameéru) ¢i intracelularnich organel (napt. mitochondrie o tlousce
cca 500 nm), je ziejmé, ze fotodynamicky efekt bude lokalizovan v bezprostfedni
blizkosti vzniku 'O, (lokalizace PS). (Agostinis a kol. 2011, Bacellar a kol. 2015)

Protinadorovy efekt PDT je kromé ptimého cytotoxického vlivu 'O zptisoben
také narusenim vaskularizace naddoru a vznikem mohutné zanétlivé reakce. Pomérné
zastoupeni téchto mechanismtll zavisi na druhu a ddvce pouzitého PS, na intervalu mezi
podanim PS a ozéafenim nddoru (D-L interval), na celkové davce svétla a jeho fluenci,
tj. poCtu Castic, které prosly jednotkou plochy v daném case. Proto definovat optimalni
podminky pro pouziti PDT je pomérné naro¢né a vyzaduje interdisciplinarni spolupraci.

(Agostinis a kol. 2011)
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6.2 FOTOSENZITIZERY

Fotosenzitizéry jsou molekuly schopné absorbovat svétlo a tim ptechazet do
excitovaného stavu o vysoké energii, kterd mize byt nasledné vyuzita ke spusténi
fotochemickych reakci. PS je sdm o sob¢, bez ozafeni svétlem vhodné vinové délky,
neucinnou latkou. Po jeho podani do téla pacienta (i.v., p.o., topicky) je PS prednostné
vychytavan nadorovou tkani. Diky kratké Zivotnosti 'O, a jeho dosahu v tkani je G¢inek
omezen pouze na bunku obsahujici PS. Takto dochazi k redukci nezddoucich ucinkl na
zdravou tkan. (Josefsen a Boyle 2012, Kala a kol. 2009)

Dtlezitym faktorem pro PDT je mimo jiné i D-L interval, ktery spolu
s farmakokinetickymi vlastnostmi PS ovliviiuje jeho distribuci. Pti pouziti kratSiho D-L
intervalu bude PDT ptisobit zejména v krevnim fecisti nadoru vzhledem k lokalizaci PS
uvnitt cév. Rovnéz PS, které jsou rychle eliminovany z téla, vyzaduji aktivaci bez
delsiho casového prodleni. Pokud se jedna o PS s delsim polocasem, pak prodlouzeni
D-L intervalu mize navodit pfimé cytotoxické U€inky v naddorové tkani, kam se PS

stacil distribuovat. (Chen a kol. 2006)

6.2.1 Struktura fotosenzitizéru

Fotosenzitizéry uzivané v PDT néadorovych onemocnéni pochazi zejména ze
skupiny porfyrinti,, chlorind, bakteriochlorind, taxafrini nebo ftalocyaninii a
naftalocyaninti. Obecné se jednd o planarni aromatické molekuly sloZzené nejcastéji ze
¢tyt symetricky uspofadanych pyrolovych jednotek. Tetrapyrolové jadro obsazené v PS
nachazime rovnéz v piirodnich molekulach, jako je napf. protoporfyrin obsazeny
v krevnim barvivu hemoglobinu. (Agostinis a kol. 2011, Macdonald a Dougherty 2001)

Porfyriny, chloriny a bakteriochloriny obsahuji ve své struktufe methinové
mistky spojujici pyrolové jednotky. Porfyriny jsou plné¢ konjugované, chloriny maji
redukovanou jednu dvojnou vazbu, bakteriochloriny maji redukované dvé dvojné
vazby. Redukce dvojné vazby zpisobuje posun absorpéniho maxima k vy$§im vlnovym
délkadm v Cervené oblasti spektra. Zatimco porfyriny maji absorpéni maximum pfii
vlnovych délkach okolo 630 nm, u chlorini nabyvd hodnot 650-680nm a u
bakteriochlorintt 730-800 nm. (Josefsen a Boyle 2012, Macdonald a Dougherty 2001)
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Obrazek 2 Srovnani struktury porfyrind, chlorini a bakteriochlorinii s vyznacenim redukce dvojnych vazeb
(Yoon a kol. 2013)

Odlisnou strukturu maji ftalocyaniny (Pcs) a naftalocyaniny (Ncs), pro které je
typicka pritomnost ctyi' fenylovych respektive naftylovych skupin. Absorpéni maximum
Pcs se nachazi v oblasti nad 650 nm, pfitomnost dal§itho benzenového kruhu posouva

absorpci Ncs k hodnotam nad 760 nm. (Zimcik a Miletin 2009)

Obrazek 3 Struktura ftalocyaninu (vlevo) a naftalocyaninu (vpravo)

6.2.2 Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

S idealnim PS se v praxi jen tézko setkame, piesto byly vzhledem k hledani

novych struktur definovany pozadavky, které¢ jsou na idealni PS kladeny.
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Idealni PS by méla byt chemicky ¢ista stabilni latka o zndmém sloZeni, ktera je
dostupnd a lze ji pomérné snadno nasyntetizovat. PS i jeho degradacni produkty by
mély mit nizkou ¢i nulovou vlastni toxicitu (toxicita bez ptitomnosti aktivujiciho zateni)
a pomérné¢ rychlou clearance ze zdravé tkane, kterd by minimalizovala nezédouci
ucinky terapie. Absorpéni maximum PS by se mélo nachazet v rozmezi vinovych délek
680-800 nm cervené oblasti spektra. Absorpce svétla o vinové délce nad 800 nm totiz
neposkytuje dostateCnou energii pro excitaci kysliku do jeho singletového stavu, ktery
je pro fotodynamicky efekt zasadni. Protoze s vinovou délkou roste hloubka penetrace
do tkané, PS absorbujici svétlo o vlnové délce blizké 800 nm se zdaji byt pro terapii
nejvhodngji. Dale by PS mél byt dobrym producentem 'O, a dalsich ROS. Tato
produkce je vyjadiena jako kvantovy vytézek singletového kysliku (®A) tzn. pocet
molekul 'O, vytvofenych po absorpci jednoho fotonu svétla. V idealnim piipads by
mélo platit, ze A > 0,5. PS by se m¢l kumulovat preferencné v nddorové tkani, aby
byly co mozna nejvice redukovany systémové nezadouci ucinky terapie. (Agostinis a

kol. 2011, Josefsen a Boyle 2008, Zimcik a Miletin 2009)

6.2.3 Photobleaching

Samotny PS neni zcela odolny viaci aplikovanému svétlu a v disledku
sebedestrukce postupné ztrdci schopnost absorpce. Tento proces se nazyva
photobleaching (,,vysviceni®) a lze jej méfit in vitro na zdklad¢é poklesu fluorescence.
(Macdonald a Dougherty 2001, Zimcik a Miletin 2009)

Photobleaching miiZe byt zpiisoben 'O,, ale i jinymi mechanismy nezavislymi na
ptitomnosti kysliku. Experimenty ukéazaly, ze Photofrin pfitomny ve vodném roztoku je
degradovan pomalu, ziejmé z diivodu jeho vysoké agregace. Piedpoklada se, ze tato
mirnad degradace je zpisobena mechanismy, které zavisi na ptitomnosti kysliku. Na
druhé stran¢, Photofrin v deoxygenovaném roztoku je degradovan velice rychle a
vtomto piipadé¢ je fotodestrukce ziejmé zaloZzena na principu fotoreakce typu I.
Agregace PS ve vodném prostfedi inhibuje fotoreakce typu I a tim i fotodestrukci
molekul. Fotoreakce typu I jsou proto povazovany za hlavni pfi¢inu degradace PS a

prevladaji nad mechanismy zavislymi na kysliku. (Macdonald a Dougherty 2001)
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Dtive byl photobleaching povazovan za nezddouci, dosud ale nebylo prokazano,
zda tento jev ovlivituje i€¢innost PDT. Védci se naopak shoduji v tom, Ze v praxi pisobi
photobleaching ptedev§im protektivné. Diky destrukci PS v priibéhu ozatfovani se
snizuje riziko nadmérné davky svétla. Ubyvani PS ve zdravé tkani chrani tuto tkan pied
poskozenim a ptispiva tak k selektivité terapie. (Agostinis a kol. 2011, Macdonald a

Dougherty 2001, Zimcik a Miletin 2009)

6.2.4 Rozdéleni fotosenzitizéra

Obecné lze PS rozdélit do tii generaci. Prvni generace vychazi z porfyrind a
fadime do ni pfedev§im HpD, komeréné znamy jako Photofrin. Ve snaze piekonat
nevyhody Photofrinu byly syntetizovany nové PS pattici do druhé generace. Nejnovejsi
tfeti generace zahrnuje struktury druhé generace, které byly konjugovany s latkami, jako
napt. cholesterol, liposomy ¢i protilatky, ve snaze zvysit jejich selektivitu. (Yoon a kol.

2013)

6.2.5 Prvni generace fotosenzitizéra

6.2.5.1 PORFYRINY

Porfirmer sodny (Photofrin)

Porfirmer sodny, komeré¢né znadmy jako Photofrin, je prvnim a nejbéznéji
uzivanym PS v PDT. Jednd se o smés monomerd, dimerti a oligomerli o ne zcela
zndmém pomérném zastoupeni. Byl pfipraven synteticky reakci hematoporfyrinu (latka
ziskané z krevniho barviva hem) se smési kyseliny sirové a octové za vzniku mono- a
di- acetatu hematoporfyrinu. Jeho néslednou zésaditou hydrolyzou vznikla smés
porfyrinti znama jako HpD. Cistd frakce Photofrinu, skladajici se z jedné az deviti
porfyrinovych jednotek, byla ziskdna z HpD pomoci chromatografie, béhem které byly

odstranény nizkomolekularni slouceniny, a byla izolovana frakce oligomert, které jsou
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zodpovédné za selektivnéjsi akumulaci uvnitt nadoru. (Macdonald a Dougherty 2001,

Zimcik a Miletin 2009)

NaOQ:;C CO;Na

O—T1—

Obrazek 4 Struktura Photofrinu (n=1-9)

Struktura Photofrinu je pro PDT v nékterych ohledech nevyhodna. Jak jiz bylo
uvedeno, z chemického hlediska se nejednd o jednotnou latku, nybrz smés latek (mono-,
di-, oligomery porfyrinit). Photofrin mé pomérné slabé absorpcni maximum svétla o
vinové délce 630 nm. Svétlo o takové hodnoté vinové délky miize PS v nddorové tkéni
aktivovat jen zhruba do hloubky 5 mm. K dosaZeni terapeutického efektu je tedy nutné
podavat vysoké davky PS i svétla. Dalsi nevyhodou Photofrinu je jeho vyrazna
kumulace v kiizi, kterd zpisobuje jeji pretrvavajici fotosenzitivitu. Proto je tfeba, aby se
pacient vyvaroval slune¢nimu zafeni i jinému intenzivnimu svétlu a chranil télesny
povrch oblecenim a slune¢nimi brylemi. Toto opatieni by mélo trvat jeSté zhruba Sest
tydnti od posledniho podéani PS. (Macdonald a Dougherty 2001, Zimcik a Miletin 2009)

Photofrin se stal prvnim PS schvalenym v klinické praxi. Stalo se tak v roce
1993 v Kanadé a indikaci k PDT byla rakovina mocového méchyte. V nésledujicich
letech byl Photofrin schvalen rovnéz v Japonsku, USA a v nékterych evropskych statech
pro pouziti pfi lécbé karcinomu jicnu a nemalobunééného karcinomu plic. (Josefsen a

Boyle 2008)
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6.2.6 Druha generace fotosenzitizéru

Tato novd generace PS ¢itd nckolik stovek pln€ definovanych chemickych
sloucenin, potencidln¢ vhodnych k pouziti v PDT. Patfi sem piedevSim barviva
porfyrinového typu, napi. ftalocyaniny, chloriny, bakteriochloriny, benzochloriny ¢i
purpuriny.

PS druhé generace maji oproti prvni generaci absorpéni maximum svétla o
vyssich vinovych délkach (670-800 nm), které mohou penetrovat hloubéji do tkané (2-
3 cm) a proto jsou pro terapii vhodnéjsi. Dal§i vyhodou novych PS je jejich stabilita a
vynikajici schopnost generovat 'O,. V neposledni fad& je tieba zminit pouze minimalni
vyskyt prolongované fotosenzitivity kiize. (Macdonald a Dougherty 2001, Zimcik a
Miletin 2009)

Bohuzel, tyto latky stale postradaji dostateCnou selektivitu k nadorové tkani.
V soucasné dob¢ se proto PS druhé generace kombinuji s riznymi typy nosici, diky
kterym mohou lépe zasahnout cilovou tkan. Takto vzniklé konjugéty pak lze oznacit za

treti generaci PS. (Zimcik a Miletin 2009)

6.2.6.1 PORFYRINY

Kyselina 5-aminolevulova (Levulan)

Kyselina 5-aminolevulovd (ALA) je endogennim metabolitem, ktery se
ptirozené vytvaii v mitochondriich reakei sukcinyl-CoA a glycinu za ucasti enzymu
ALA-syntetaza. Konjugaci osmi jednotek ALA pak vznika protoporfyrin IX (PPIX),
ktery je pomoci enzymu ferochelatdza konvertovan na hem nesouci dvoumocné Zelezo.

(Wachowska a kol. 2011)
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Obrazek 5 Struktura ALA

ALA sama o sobé neni aktivni molekulou, ale jedna se o kli¢ovy prekurzor
v biosyntéze fotosenzitivniho PPIX. Proto je ALA chdpédna jako prolécivo. Hem,
vznikajici enzymatickou konverzi PPIX, postradd fotodynamickou aktivitu v disledku
ptitomnosti centralniho atomu Zeleza, ktery vyrazné redukuje délku trvani excitovaného
stavu. (Josefsen a Boyle 2008)

Za normalnich podminek vys§i koncentrace hemu inhibuje syntézu ALA na
principu negativni zpétné vazby. Jestlize doddme exogenni molekulu ALA do
organismu, zvysi se produkce PPIX, ktery vSak nemlze byt dostatecné rychle
konvertovan na hem z diivodu limitované kapacity enzymu ferochelataza. Tim dochézi
k akumulaci PPIX uvniti bunék. Zaroven se ukézalo, ze mira syntézy a akumulace PPIX
v naddorovych buiikach je vyssi nez v buiikach zdravé tkan¢. Divodem je niz$i aktivita
ferochalatazy a limitovand dostupnost Zeleza v nddorovych buikéach. (Macdonald a
Dougherty 2001, Wachowska a kol. 2011) Vysoka kumulace v nddorové tkani ptispiva
k selektivit¢ PDT a nabizi také pouziti ALA v diagnostice nadort vzhledem k
charakteristické fluorescenci PPIX. (Lange a kol. 1999)

ALA je polarni, vysoce hydrofilni molekula, kterd obtizné penetruje ptes kiizi a
bunééné membrany. V praxi je tedy jeji pouziti limitovano pouze na povrchové léze.
Z téchto divodi byly do terapie zavedeny modifikace ALA, které zvysily lipofilitu
molekuly se soufasnym zachovanim jeji aktivity. Jako nejvhodnéjsi se ukézala
esterifikace ALA pomoci alifatickych ¢i aromatickych kyselin. Nejvétsiho tuspéchu
dosahly methylester (MAL) a hexylester (HAL). (Wachowska a kol. 2011, Zimcik a
Miletin 2009)

Podéani ALA miiZe byt ve formé intravendzni, peroralni ¢i topické. V odstupu
4-6 hodin po aplikaci, kdy je nasyntetizovano dostate¢né mnozstvi PPIX, je cilova tkan

ozéafena svétlem o vlnové délce 630 nm. Fotosenzitizace klize je vzhledem k rychlé
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systémové clearance PPIX pouze mirna a kratkodoba. Castym nezidoucim G¢inkem je
ale bolest, ktera terapii provazi. (Allison a kol. 2004, Wachovska a kol. 2011)

ALA byla zavedena do PDT v roce 1990, kdy byla dvojici Kennedy a Pottier
aplikovdna u pacientli s povrchovym koznim onemocnénim. V soucasné dobé je jeji
topické podani schvaleno pro terapii aktinické keratdézy, Bowenovy choroby a bazalniho
bunécéného karcinomu (BCC). Derivaty ALA nasly uplatnéni jak v terapii, tak v oboru
diagnostiky nadorovych onemocnéni. Methylester ALA (Metvix) byl schvélen pro
lécbu aktinické keratdozy, hexylester ALA (Hexvix) je oficidlné wuzivan pro

fotodiagnostické ucely. (Zimcik a Miletin 2009)

6.2.6.2 CHLORINY
Temoporfin (Foscan)

Temoporfin neboli meta-tetrahydroxyphenylchlorin (mTHPC) je dista,
syntetickd molekula ze skupiny chlorinti, jejiz farmaceutickd forma je znama jako

Foscan.

OH

QAo

HO O

HO

Obriazek 6 Struktura temoporfinu
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Absorpéni maximum temoporfinu se nachazi pti vinové délce svétla 650 nm. PS
je aktivovan také svétlem v zelené oblasti spektra o vinové délce 514 nm. Vzhledem k
nizké hloubce penetrace je zelené svétlo vhodné zejména pro terapii 1€zi tenkosténnych
organii napf. pro terapii malignich a premalignich onemocnéni jicnu. Pfi pouZziti
zeleného svétla v této indikaci zaroven vyrazné snizime riziko perforace jicnu. (Senge a
Brandt 2011)

Temoporfin patii k nejucinngjSim PS, proto je mozné jej podavat v dévce
nepievysujici 0,15 mg/kg. (Zimcik a Miletin 2009) K aktivaci PS postacuji nizké davky
zateni, redukovana je rovnéz doba terapie. Fotoaktivita temoporfinu je pfiblizné 100krat
vyS$i nez fotoaktivita Photofrinu, proto se jedna o velice nadéjného zastupce druhé
generace PS. (Josefsen a Boyle 2008, Senge a Brandt 2011)

Selektivita k nadorové tkani je vysoka, ale temoporfin vyZaduje zhruba 4 dny,
nez se v cilové tkani nakumuluje v dostate¢né koncentraci. V praxi se toto projevuje
delsim D-L intervalem. Hlavni nevyhodou temoporfinu je kozni fotosenzitivita, ktera
obvykle pfetrvava minimalné 15 dni. Ozafenit kané proto vyzaduje vysokou presnost.

V roce 2001 byl temoporfin v Evropské unii schvalen pro PDT pokrocilych
stadii nadort hlavy a krku a doposud zlstava jedinym PS, ktery byl pro tento typ nadoru
schvalen. (Zimcik a Miletin 2009)

Verteporfin (Visudyne)

Verteporfin je benzoporfyrinovym derivatem (BPD), ktery byl vyvinut v Kanadé
pod obchodnim nazvem Visudyne. (Josefsen a Boyle 2008)

29



Obriazek 7 Struktura verteporfinu

Vetreporfin silné¢ absorbuje svétlo o vinové délce okolo 690 nm. Vzhledem ke
své Spatné rozpustnosti ve vodé musi byt podavan ve formé liposomi. Na druhé strané
se diky sv¢ lipofilité dobfe vaze na bunécné membrany. (Zimcik a Miletin 2009)

Verteporfin je velmi rychle vylu€ovan ze séra i ze tkdng, v€etné nadorovych lézi.
Po uplynuti 3 hodin od intravendézni aplikace dosdhne verteporfin maximalni
koncentrace v nadorové tkani, ktera vSak nésledné rychle klesa. Vetreporfin vykazuje
pomérné nizkou selektivitu k nddorovym buinikam, jelikoz se nachdzi ve vysoké
koncentraci v cirkulaci a tim se dostava do ostatnich tkdni. Dobré uplatnéni vSak nasel
v o¢nim lékatstvi. (Macdonald a Dougherty 2001)

Pod obchodnim nazvem Visudyne (tzv. verteporfin pro injekce) byl schvalen
k 1é€bé veékem podminéné makularni degenerace (AMD), kterd je povazovéna za
nejCastejsi pricinu ztraty zraku u starSich osob. Pouzivd se rovnéz u jinych océnich
onemocnéni, ktera jsou spojena s novotvorbou cév v cévnatce (choroidalni
neovaskularizace). Visudyne je podavan intravendézné 15 minut pfed ozafenim oka.
Utinek Visudynu je principialné zaloZen na jeho akumulaci v abnormélnich cévach.
NejcastéjSim nezddoucim G¢inkem je bolest provazejici aplikaci, fotosenzitivita kiize je
vzhledem k rychlé eliminaci PS minimalni a trva v priméru 1-2 dny. (Allen a kol. 2001,

Josefsen a Boyle 2008, Pogue a kol. 2003)
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Talaporfin (Laserphyrin)

Talaporfin je semisyntetickym derivatem chlorinu e6, ktery lze ziskat
z chlorofylu a. Spojenim chlorinu €6 s kyselinou asparagovou ziskdme mono-L-aspartyl

chlorin e6 (NPe6) neboli talaporfin. (Zimcik a Miletin 2009)

:
MNa

Obrazek 8 Struktura talaporfinu (ve formé tetrasodné soli)

Talaporfin vykazuje maximalni absorpci pii vlnové délce 664 nm. Ve formé
sodné soli se podava intravenozné, kozni fotosenzitivita pietrvava nejdéle 2 tydny od
aplikace. (Nanashima a Nagayasu 2015)

Sodna sil talaporfinu, komeréné zndma jako Laserphyrin, byla v Japonsku
schvalena pro terapii pocatecniho stadia karcinomu plic. V soucasné dobé¢ probiha
klinické studie pro pouziti talaporfinu v terapii hepatocelularniho karcinomu, karcinomu
jicnu a zluéniku. (Nanashima a Nagayasu 2015, Yoon a kol. 2013) Talaporfin je také
potencialné vhodnym PS pro PDT fibrosarcomu, naddorového onemocnéni mozku a

ustni dutiny. (Ormond a Freeman 2013)

Rostaporfin (Purlytin, Photrex)

Rostaporfin neboli ciniCity etiopurpurin byl pfipraven vroce 1988 pomoci

inzerce kovu do pupurinového derivatu reakci s SnCl, v prostiedi kyseliny octové.
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Obrizek 9 Struktura rostaporfinu

Jedna se o hydrofobni latku, kterd musi byt poddvéana spolu se sulobilizaénim
¢inidlem. Obvykla davka je 1,2 mg/kg a k aktivaci PS dochdzi 24 hodin po jeho podani.
(Zimcik a Miletin 2009) Diky centralné ulozenému atomu cinu dochazi k posunu
absorpéniho maxima k hodnoté 660 nm. (Allison a Sibata 2010) Rostaporfin se uklada
v ktizi, kde vyvolava fotoreakei jesté 1-2 tydny po podani PS. (Josefsen a Boyle 2008)

Pod oznac¢enim Purlytin byl rostaporfin hodnocen v terapii metastatick¢ho
adenokarcinomu prsu, bazalniho bunééného karcinomu a Kaposiho sarkomu u pacientti
trpicich AIDS. Déle dokoncil 3. fazi klinického hodnoceni pro pouziti v terapii AMD.
Prozatim vsak k této indikaci nebyl schvalen, jelikoz FDA pozaduje vice klinickych
testll, které by potvrdily uc¢innost a bezpecnost PS. (Josefsen a Boyle 2008, Ormond a
Freeman 2013)

6.2.6.3 FEOFORBIDY
2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbide-a (HPPH, Photochlor)
HPPH patii do skupiny feoforbidli, které jsou odvozeny od pfirozené se

vyskytujicich porfyrinii — chlorofylu. Jedna se o extrémné hydrofobni slouceninu, ktera

se vyznacuje piiznivymi fotofyzikdlnimi a farmakokinetickymi vlastnostmi. Z tohoto
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divodu je HPPH povazovan za nejucinngj$i PS v protinddorové terapii. (Wu a kol.

2013)

Obrazek 10 Struktura HPPH

Maximalni absorpci HPPH nachazime pti vlnové délce 665 nm. Vzhledem
k hydrofobnimu charakteru molekuly je nutné podavat HPPH spolu s vhodnym
nosi¢em. V soucasné dobé je také suspéchem testovano pouziti HPPH ve formé
nanokrystalické suspenze. Obvykla davka PS se pohybuje vrozmezi 2-6 mg/m’.
Navzdory nizké rozpustnosti slouceniny je HPPH rychle odstrafiovan z klize, proto je
kozni fotosenzitivita po terapii minimalni. (Wu a kol. 2013, Zimcik a Miletin 2009)

HPPH je dosud ve fazi klinického hodnoceni pro terapii nadorového
onemocnéni jicnu, plic, hlavy a krku, Gstni dutiny, hltanu a BCC. (Ormond a Freeman

2013)

33



6.2.6.4 BAKTERIOCHLORINY

Padoporfin (WST-09, Tookad), Padeliporfin (WST-11, Tookad Soluble,
Stakel)

Padoporfin je ptedstavitelem rodiny bakterioforbidii s chelatovanym atomem
paladia uvnitt makrocyklu. Byl syntetizovan z molekuly pfirozené¢ se vyskytujiciho
bakteriochlorofylu izolovaného =z bakterii. Padeliporfin je rozpustnym derivatem
padoporfinu syntetizovanym pro farmaceutické ucely. (Lepor 2008, Ormond a Freeman

2013)

Obriazek 11 Struktura padoporfinu (vlevo) a padeliporfinu (vpravo)

Diky redukci dvojnych vazeb dochazi k aktivaci bakteriofeoforbidti pti vyssich
vlnovych délkach — pro padoporfin 763 nm, pro padeliporfin 753-757 nm. (Lepor 2008)
Tento posun absorpéniho maxima k vy$$im vinovym délkam umoziuje hlubsi penetraci
aktivujiciho svétla do tkané. Dalsi vyhodou obou latek je jejich rychld exkrece z téla,
nizka kumulace v kiizi a tedy 1 minimélni koZni fotosenzitivita. (Berdugo 2008, Ormond
a Freeman 2013, Zimcik a Miletin 2009)

Molekula padoporfinu je nerozpustna ve vod¢, proto se podava spolu s nosi¢em
typu Cremophor EL. Padeliporfin je naopak ve vodé dobie rozpustny a jeho aplikace je
proto snazsi. Uginky obou latek jsou lokalizovany zejména v krevnim feéisti nadorové
tkané, kde vyvolavaji uzavér cév. Vzhledem k rychlé clearance zacina ozateni tkang jiz

v prabéhu i.v. podani PS ¢i kratce po ném.
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Oba PS jsou v souCasné dob¢ s uspéchem hodnoceny pro terapii karcinomu
prostaty. Vzhledem k jejich cilenému ptlisobeni v cévach maji dobry potencidl také pro

lécbu choroidalni neovaskularizace. (Lepor 2008, Zimcik a Miletin 2009)

6.2.6.5 TEXAPYRINY

Motexafin Lutecium (Lu-Tex)

Motexafin lutecium je ¢len skupiny texapyrind, kterd jsou syntetickymi analogy
porfyrinoida. Jadro texapyrint je rozSifené a nese 5 atomil dusiku. Na principu oxidacni
reakce je do makrocyklu zaveden atom lutecia.

Lu-Tex je ve vod¢ dobie rozpustny, po podani absorbuje svétlo o vinové délce

732 nm. (Josefsen a Boyle 2008, Ormond a Freeman 2013, Zimcik a Miletin 2009)

Obrazek 12 Struktura motexafin lutecia

Lu-Tex je pod ndzvem Lutrin klinicky hodnocen pro terapii rakoviny prostaty,
karcinomu délozniho ¢ipku, rakoviny prsu a maligniho melanomu. Pod obchodnim
nazvem Optrin je dale klinicky testovan pro lécbu AMD. Diky schopnosti PS
akumulovat se v cévach a v ptfitomnych aterosklerotickych platech je hodnoceno jeho
pouziti ve fotoangioplastice — nové metod¢ uzivané v terapii arterialnich onemocnéni na
urovni koronarniho i periferniho fecisté. V této diagndze uziva Lu-Tex obchodni nazev

Antrin. (Josefsen a Boyle 2008, Ormond a Freeman 2013)
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6.2.6.6 FTALOCYANINY, NAFTALOCYANINY

Ftalocyaniny jsou spolu se svymi objemnéj$i homology naftolocyaniny
syntetickd makrocyklickd barviva, kterd se strukturdlné¢ podobaji porfyrinim. Na B-
pozice tetrapyrolového jadra jsou vSak ptipojeny Ctyfi benzenové kruhy, v pfipadé
naftalocyaninti ¢tyfi naftalenové kruhy. Pfitomnost téchto aromatickych kruhi posiluje
absorpci v oblasti blizké infratervenému svétlu (NIR). DalSim charakteristickym

znakem je pfitomnost azoniovych namisto methinovych mustkl. (Zimcik a Miletin

P G
T o

Obrazek 13 Struktura ftalocyaninu a jeho komplexu s chelatovanym kovem (Me = Zn, Al, Mg, Si, Pd,...)

Obriazek 14 Struktura naftalocyaninu
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V soucasné dobé¢ jsou Pcs pouzivany jako funkéni materidly v mnoha oborech.
Dulezitou vlastnosti, kterd nabizi Siroké moznosti uplatnéni Pcs, je ptfitomnost 18 &
elektronti konjugovanych v kruhu. Reakce Pcs jsou témér univerzalné zalozeny na
pfenosu téchto elektrond. Silnd absorpce svétla v Cervené oblasti viditelného spektra jim
dodavda modré az zelené zabarveni. Z toho divodu jsou Pcs hojné uzivany jako
pramyslovéa barviva. Po ozafeni jsou schopné produkovat velké mnozstvi 'O, a stavaji
se tak vhodnymi PS pro PDT. Jelikoz vykazuji silnou fluorescenci, jsou také s vyhodou
uzivany v rozvoji novych fluorescen¢nich senzorii. (Novakova a kol. 2015, Sakamoto a
Ohno-Okumura 2009)

Syntéza Pcs a jim ptibuznych latek vychazi z aromatickych ortho-dicarbonitrili.
V prvnim kroku dochazi k reakci s terc. tetrastylthiolatem. Jedna se o nukleofilni
substituci halogenu (Cl, Br), ktery je v aromatickém kruhu vazan na silné¢ elektron-
deficitni uhlik. Timto mechanismem vznikaji ctyii zékladni jednotky, které jsou
nasledné uspotfadany do cyklu procesem cyklotetramerizace. (Novakova a kol. 2015)

Pcs 1 Ncs ochotné vytvaii komplexy s fadou kovi, jejichz pfitomnost je zdsadni
pro PDT. Tyto komplexy se vyznacuji dlouhou zivotnosti tripletového stavu a vysokymi
hodnotami ®A. Jako nejvhodnéjsi se jevi komplexy zine¢naté, hlinité a kiemicité,
pfiCemz charakter centralniho kovu ovliviiuje fotofyzikalni vlastnosti PS (délka
tripletového stavu). (Zimcik a Miletin 2009)

Absorpéni maximum Pcs se nachazi vrozmezi vlnovych délek 670-700 nm.
(Ormond a Freeman 2013) Ncs absorbuji svétlo o jesté vysSich vinovych délkach nez
Pcs (740-780 nm), proto mohou byt zavadény hloubéji do tkané. Zavedenim atomu
dusiku na misto aromatického C-H fragmentu v benzenovém ¢i naftalenovém kruhu
ziskdme aza-analoga Pcs a Ncs. Timto dochazi k posunu absorpce svétla k niz§im
vlnovym délkam a vy$§im energiim. V piipad€ Ncs je posun vyraznéjsi, pokud dochazi
k substituci na vnitinim benzenovém jadfe (posun o 55 nm) neZ na vnéj$im benzenovém
jadte (posun o 34 nm). (Novakova a kol. 2015)

Nevyhodou Pcs a jejich analog je charakteristicky nizka rozpustnost ve vodé a
tendence k tvorb¢é agregati. Ncs jsou v porovnani s Pcs méné rozpustné a maji vyssi
tendenci k agregaci. K tvorbé agregati dochdzi v dasledku pfitomnosti plandrniho
makrocyklického jadra, které umoziuje m-elektronové interakce. Agregace sniZuje
Zivotnost tripletovych stavii PS a produkci 'O,, ¢imZ je limitovana pouzitelnost latek
v PDT. Tento nezadouci jev byl potlacen syntézou modifikovanych Pcs, které na své

periferii vazi osm objemnych alifatickych substituentti. Dal§i zvySeni rozpustnosti
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umoziuje pfitomnost kladného néboje, ktery lze do molekuly zavést napt. procesem
kvarternalizece dusiku. Nizsi agregace molekul je dana plisobenim odpudivych
elektrostatickych sil. (Machacek a kol. 2015, Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin
2009)

Ackoli jsou Pcs potencidlné vhodnymi latkami pro PDT, jejich G¢innost zatim
nebyla ovétena dostatkem klinickych testi. V soucasné dobé probiha hodnoceni 3

zastupcu Pcs.

Zinecnaty ftalocyanin (ZnPc, CGP55847)

Jednd se o nejjednodussi z klinicky testovanych Pcs. Vzhledem ke své nizké
rozpustnosti ve vod¢ je pfipraven v kombinaci s liposomy. Po intravendéznim podéni
tvofi ZnPc komplexy s LDL. Jeho maximalni absorpce pii vinové délce 671 nm
poskytuje vyborny prinik svétla do tkan¢. Dalsi vyhodou ZnPc je jeho rychla eliminace
ledvinami. Po uplynuti 6 hodin od podani injekce dosahuje plazmatickd koncentrace Pc
50%. Timto dochazi ke snizeni rizika nezddouci prolongované fotosenzitivity.

Experimentalni studie ukézaly, ze ZnPc je potencidln¢ vhodnym PS pro 1é¢bu
onemocnéni spojenych s choroiddlni neovaskularizaci, ptfedev§im pak AMD.
V zavislosti na davce PS a davce svétla zplisobuje ZnPc selektivni uzaver choroidalnich
kapilar. Na rozdil od dalSich PS zkouSenych v této indikaci (napf. verteporfin)
zpuisobuje ZnPc jen minimalni poSkozeni retinalniho pigmentového epitelu a vykazuje
vysokou selektivitu k choroiddlnim cévam. Pro bliz§i vyhodnoceni mechanismu a
ucinnosti PDT s liposomalnimi komplexy ZnPc jsou vyzadovany dals$i preklinické a

klinické studie. (Schmidt-Erfurth a kol. 2009)
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Obrazek 15 Struktura ZnPc

Photosens (AIPcS4)

Photosens, neboli hlinity flalocyanin tetrasulfonat, patfi do skupiny
sulfonovanych Pcs, které jsou charakteristické zvySenou rozpustnosti ve vodé a mohou
byt podavany jako intravendzni roztok. Absorpcni maximum AIPcS4 se nachédzi pti
vlnové délce 676 nm. Pod oznacenim Photosens je uzivan v Rusku v terapii rakoviny
zaludku, kiize, ustni dutiny a karcinomu prsu. Jeho nevyhodou je rozvoj koZzni
fotosenzitivity pretrvavajici 4-6 tydnl. (Ormond a Freeman 2013, Zimcik a Miletin

2009)

Obrazek 16 Struktura AlPcS4
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Kiemicity ftalocyanin (Pc4)

Ttetim klinicky testovanym Pc je kiemicity komplex Pc4, ktery absorbuje svétlo
o vlnové délce 675 nm. V ramci klinickych studii byla dokoncena prvni faze klinického
hodnoceni jeho U¢innosti v terapii aktinické keratézy, Bowenovy choroby a rakoviny
kiize. Uginnost a bezpeénost pouziti Pc4 se projevila také v terapii Mycosis fungoides —
kozniho T-lymfomu, vcetné leukemické formy zvané Sézaryho syndrom. (Baron a kol.

2010, Ormond a Freeman 2013)
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Obrazek 17 Struktura Pc4

6.2.7 Treti generace fotosenzitizéru

Mnohé PS prvni a druhé generace nelze podat intravenézné z divodi jejich
nizké rozpustnosti ve vod¢, zejména pii fyziologickém pH. Proto byly vyvinuty
pfenaseCové systémy, jako napi. nanocastice, emulgatory (napt. Cremophor EL), nebo
liposomy.

Tteti generaci proto rozumime konjugaty PS druhé generace, které se vyznacuji
vyhodnéj§imi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a umoziuji cilené plsobeni PS.
Vysledkem konjugace je lepsi pfechod ptfes bunéénou membranu, vyssi rozpustnost
molekuly a selektivnéjsi lokalizace v nadorovych bunikach. (Allen a kol. 2001, Josefsen
a Boyle 2012)

V souCasné dob& védci usiluji o fizené navazani PS na specifické bunécné
receptory. Za timto ucelem jsou studovany PS nesouci kovalentné vazanou molekulu,

kterd funguje jako ligand s afinitou k cilovym receptorim nadorovych bunck. Tento
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nosi¢ je zodpovédny za lokalizaci PS a samotny PS tak mulze byt volen pouze na
zakladé svych fotochemickych vlastnosti. Takto byly syntetizovany napi. konjugaty
s lipoproteiny LDL, monoklonalnimi protilatkami, proteiny jako je inzulin, transferin ¢i
epidermalni ristovy faktor (EGF), n€kterymi polysacharidy, somatostatinem a mnoha
dal$imi molekulami. (Agostinis a kol. 2011) Experimentadln¢ se ukazalo, ze dobry
potencidl maji predev§im castice LDL. Nadorové buiiky totiz ¢asto exprimuji na svém
povrchu velky pocet LDL receptord, jelikoz diky své znaéné proliferaci vyzaduji
zvySeny piijem cholesterolu pro tvorbu membran. LDL ¢astice proto mohou pfenaset
PS k receptorim nadorovych bunck a PS je déale na principu internalizace receptoru
inkorporovéan dovniti buiiky. (Allen a kol. 2001, Macdonald a Dougherty 2001)
Oligomery vazané na sérové lipoproteiny, stejné¢ jako nckteré velké agregaty,
mohou cirkulovat v krvi jesté 24-48 hodin po injekéni aplikaci v terapii. To ma ziejmé
souvislost s fotosenzitivitou kiize, kterd je nezadoucim uc¢inkem mnoha PS. (Macdonald
propustnych, zkroucenych nédorovych cév, vznikajicich vramci abnormalni

neovaskularizace, a nedostate¢nou lymfatickou drenazi. (Agostinis a kol. 2011)
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Tabulka 1 Fotosenzitizéry schvalené pro PDT ¢i hodnocené v klinickych studiich (Ormond a Freeman 2013)

Absorpcni
Nazev/komeréni nazev )
Struktura maximum Pouziti
fotosenzitizéru
(nm)
Kanada (1993) — karcinom
mocového méchyte; USA (1995) —
karcinom jicnu; USA (1998) —
karcinom plic; USA (2003) —
Porfirmer sodny/Photofrin porfyrin 632 )
Barretttv jicen; Japonsko —
karcinom dé¢lozniho ¢ipku; Evropa,
Kanada, Japonsko, USA, Velka
Britanie — karcinom plic
5-ALA/Levulan prekurzor porfyrinu 632 USA (1999) — aktinicka keratoza
MAL/Metvix prekurzor porfyrinu 632 USA (2004) — aktinicka keratoza
USA (2010) — diagnostika nadoru
HAL/Hexvix prekurzor porfyrinu 632
mocového méchyie
Temoporfin/Foscan chlorin 652 Evropa — nadory hlavy a krku
Verteporfin/Visudyne chlorin 689 USA (1999) - AMD
Klinické studie — karcinom prsu,
Rostaporfin/Purlytin chlorin 664 bazalni bunéény karcinom,
Kaposiho sarkom, AMD
Talaporfin/Laserphyrin chlorin 664 Japonsko (2003) — rakovina plic
Padoporfin/Tookad bakteriochlorin 763 Klinické studie — karcinom prostaty
Padeliporfin/Stakel, o ) )
bakteriochlorin 753 Klinické studie — karcinom prostaty
Tookad Soluble
Klinické studie — karcinom jicnu,
(HPPH)/Photochlor feoforbid 665 bazalni bunéény karcinom, karcinom
plic, Barrettiv jicen
Klinické studie — aktinicka keratdza,
Kfemicity ftalocyanin ]
(Ped) ftalocyanin 675 Bowenova nemoc, nadory ktize,
c
Mycosis fungoides
Rusko (2001) — karcinom zaludku,
AlPcS4/Photosens ftalocyanin 675

ktize, rtu, dutiny ustni, jazyka, prsu
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Klinické studie — karcinom prostaty,
Motexafin lutecium/ ] AMD, karcinom prsu, karcinom

] ) ] texapyrin 732 ) ]
Lutrin, Optrin, Antrin délozniho ¢ipku, ischemicka

choroba srdecni

6.2.8 Farmakologie fotosenzitizéra

6.2.8.1 OSAR

Nastrojem pro identifikaci optimalnich PS jsou studie kvantitativnich vztaht
mezi chemickou strukturou a biologickou aktivitou latek (QSAR). VétSina téchto studii
se zamétuje na porfyriny a jejich modifikace.

V zivém organismu se vyskytuje fada ptekazek, v podobé napi. sérovych
bilkovin a krevnich bung¢k, se kterymi mohou pouzité latky interagovat. PS proto miize
byt na zaklad€ znalosti vztahil struktury a biologické aktivity teoreticky navrzen, avSak
vpraxi je latka soptimalnimi vlastnostmi ziskdna az bchem jejiho opakovaného
zkouSeni. (Macdonald a Dougherty 2001)

Jednim ze zdkladnich pozadavki, které jsou na strukturu PS kladeny, je jeji
selektivita. Vyss$i selektivita znamena vyS$si akumulaci latky v nadorovych bunikach a
niz§i vyskyt nezadoucich Gc€inkl. Zajisténi cileného transportu PS na spravné misto
uvnitt buiiky, kde méa dojit k tvorbé '0,, je proto diilezité k optimalizaci G¢innost PDT.
(Mehraban a Freeman 2015)

Predpoklada se, ze biologicka aktivita PS je urcena jeho schopnosti vazat se na
cilovy receptor v tkani. Afinita k tomuto receptoru souvisi se sterickym uspofadanim a
déle s hydrofobnimi a ndbojovymi interakcemi mezi latkou a receptorem. (Macdonald a

Dougherty 2001)

Biologickou aktivitu dané latky proto mizeme vyjadiit nasledujici rovnici:

BA =} sterické interakce + ) hydrofobni interakce + ) nabojové interakce
(Macdonald a Dougherty 2001)
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Hydrofobni/hydrofilni charakter fotosenzitizéri

Vétsina relativné hydrofobnich PS se dobie vaze na bunééné membrany. To plati
1 pro ve vodé rozpustné latky jako NPe6 nebo sulfonované porfyriny/ftalocyaniny diky
ptitomnosti velkého hydrofobniho kruhu v jejich struktuie. Hydrofobni molekula (logP
cca 9,3) o primérné velikosti porfyrinu miize vstoupit do burniky prostfednictvim difuze
pfes bunéénou membranu. Ochotné reaguje s plazmatickymi proteiny a bunécnymi
membranami. Hydrofilni stejné tak jako agregované PS se dostdvaji do buiikky pomoci
endocytozy/pinocytozy, akumuluji se prevazné v endozomech, které mohou fuzovat
s lysozomy. Hovotime tedy o endolysozomalnim kompartmentu. (Bacellar a kol. 2015,
Mehraban a Freeman 2015)

Vyhodami hydrofilnich PS jsou jejich nizkd tendence k agregaci ve vodnim
prostfedi, dobra distribuce a biologicka dostupnost a rychla exkrece z téla. Nevyhodou
zUstava jejich obtizna penetrace pies bunééné membrany. Hydrofobni PS naopak dobie
prochazi bunéénymi membranami, ale vzhledem k jejich vysoké agregaci v prostiedi
vody nemohou byt podany bez pfislusného nosiCového systému. V porovnani
s hydrofilnimi PS jsou tyto latky v téle déle zadrZzovany. (Mehraban a Freeman 2015)

Agregované PS, které jsou charakteristické krat§i Zivotnosti excitovaného
tripletového stavu a niz§imi hodnotami ®A, jsou povazovany za méné ucinné.
Nadmérné agregaci lze v nékterych ptipadech zabranit pfidinim emulgujicich ¢inidel,
jako je Cremophor EL, polysorbaty, polyethylenglykol, DMSO nebo etanol. Tyto latky
maji za kol zvysit rozpustnost snadno agregovatelnych sloucenin.

In vitro studie ukazaly, ze PS amfifilniho charakteru jsou fotodynamicky
aktivnéj$i nez slouCeniny ¢isté hydrofobni ¢i hydrofilni. Tato vlastnost umoziuje latkam
vazat se na hydrofobné-hydrofilni rozhrani bunécnych membran a také na povrch
proteini. Amfifilni molekuly jsou ve vod¢ malo agregované a proto fotodynamicky

aktivni. (Macdonald a Dougherty 2001)
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Naboj fotosenzitizéru

Fotodynamickou aktivitu déle ovliviluje naboj PS. Obecné lze fict, Ze
s rostoucim poctem zapornych ndboji chromoforu se jeho fotodynamickd aktivita
snizuje. Vyrazné¢ aniontové slouceniny jsou méné efektivnimi PS. Derivaty
benzoporfyrinli obsahujici jednu kyselou funkéni skupinu jsou in vitro zhruba desetkrat
aktivnéj$i nez derivaty obsahujici ve své struktufe dvé karboxylové funkéni skupiny.
Avsak v podminkach in vivo je jejich pouziti limitovano rychlou clearance z tkan¢,
véetné tkané nadorové. (Machacek a kol. 2016) Vyjimkou je Photofrin ve formé di-
acetatu, ktery pfesto dosahuje vysokych koncentraci v nadorové tkani a je
fotodynamicky aktivni. In vitro pokusy dokézaly, Ze kationové PS se selektivné
vychytavaji ve zvySené koncentraci v mitochondriich, které se tak stavaji senzitivnhim
cilem pro u¢inky PDT. (Macdonald a Dougherty 2001) Nov¢jsi studie vSak ukézaly, ze
kationické PS jsou ve velké mife lokalizovany v endolysozomalnim kompartmentu.
Pric¢inou toho je zfejmé endocytdza, kterd je mechanismem vstupu velkych a elektricky

nabitych sloucenin do buiky. (Machacek a kol. 2015)

6.3 SVETLO VE FOTODYNAMICKE TERAPII

PDT mtiZzeme oznacit za dvoufidzovy proces. V prvni fazi je pacientovi podan
PS, ve druhé fazi dochazi k jeho aktivaci ozafenim svétlem vhodné vinové délky.
Ptesnost ozareni nadorové tkané, spolu se schopnosti PS lokalizovat se ptednostné
v naddorovych butikach, ptispiva k selektivité PDT. (Agostinis a kol. 2011)

Vhodné svétlo pro PDT je takové, které je schopné penetrovat do pozadované
hloubky tkané¢ a zaroven poskytovat dostatek energie pro vznik fotochemické reakce.
Hloubka penetrace zavisi na optickych vlastnostech dané tkdné€ a na vinové délce svétla.
Modré svétlo, majici vlnovou délku zhruba 430-520 nm, je z hlediska schopnosti
penetrace do tkané nejméné UCinné. Svétlo zcervené (625-740 nm) a blizké
infracervené (760-1000 nm) oblasti spektra pronikda vyrazné hloubéji do tkané.
(Agostinis a kol. 2011, Macdonald a Dougherty 2001)

Na prinik svétla do tkdné ma vyrazny vliv jeho absorpce, rozptyl, odraz a

kombinace téchto parametri. Absorpce svétla v tkdni je zprostfedkovana predevsim
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endogennimi chromofory, mezi které patfi hemoglobin, myoglobin, cytochromy a
melanin. (Castano a kol. 2004)

Oblast v rozmezi 600-1200 nm je zndma jako optické okno tkané. Svétlo o
vlnové délce presahujici 800 nm ale neposkytuje dostatek energie k iniciaci
fotochemické reakce a produkei dostate¢ného mnozstvi 'O,. Navic pii vinovych délkach
nad 1200 nm dochazi k absorpci svétla molekulami vody a ndsledné konverzi jeho
energie na teplo. Ztéchto divodd je pro PDT nejvhodnéjsi oblast 600-800 nm.
(Agostinis a kol. 2011, Macdonald a Dougherty 2001)

6.3.1 Davka PDT

K zékladnim tdajim, které se v klinické PDT udavaji, patii davka PS, vinova
délka svétla a doba ozareni tkané. Celkova davka svétla je mirou absorbované energie
PS v daném objemu tkané. Selektivni destrukce nadorové tkdné mtize byt dosazeno,
pokud akumulace PS v nadorové tkani bude zna¢né vyssi nez v okolni zdravé tkani. Ve
skutecnosti vSak neni dosazeno tak vyrazného rozdilu mezi koncentraci PS v nadorové
tkani a v tkani okolni. Proto musi byt svétlo poddno co mozné nejpiesnéji do cilového
mista, nejCastéji za pouziti optickych vlaken. (Macdonald a Dougherty 2001)

Cilem dozimetrie je stanoveni optimalnich davek PS a svételné energie, tak aby
PDT byla co mozna nejucinnéjsi v nadorové tkani a zaroven Setrna ke tkani zdravé.
Meéteni dozimetrie je vSak v organickych nehomogennich tkanich znac¢né slozité.

(Sheng a kol. 2004)

Existuji tyto zékladni modely dozimetrie PDT:

e Piimé4 dozimetrie — m&feni mnozstvi 'O, produkovaného v tkani v prib&hu PDT

e Explicitni dozimetrie — méteni riznych parametrt fotochemické reakce

e Implicitni dozimetrie — méfeni jediného parametru fotochemické reakce, napf.
kinetika procesu zvaného photobleaching

e Dozimetrie prostfednictvim biologické odpovédi — méfeni naptf.: poklesu

pratoku krve v pribéhu PDT
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Piima dozimetrie kvantifikuje mnoZstvi 'O, prostiednictvim detekce jeho
luminiscence v oblasti 1270 nm (NIR). Vzhledem ke kratké zivotnosti 'O,
v biologickém médiu je velice obtizné tento luminiscenéni signal detekovat. Pocatecni
pokusy piimého méfeni 'O, v podminkach in vivo byly netspdiné z divodil nizké
citlivosti detek¢nich zafizeni. Diky inovaci v podobé NIR-senzitivniho fotonasobice
(Hamamatsu) se mé&feni 'O, stalo jednodussi a spolehlivéjsi. (Niedre a kol. 2002)

Model explicitni dozimetrie je zaloZen na méfeni parametrti v prub¢hu celého
procesu PDT — od absorpce svétla az po produkei 'O,. V praxi je proto monitorovano
aktivujici svétlo, koncentrace PS a hladina tripletového kysliku v tkéni. Koncentrace PS
miize byt kvantifikovana prostiednictvim fluorescence nebo absorpce signalu. Saturace
tkan¢ kyslikem souvisi s parcialnim tlakem kysliku, ktery lze méfit metodami na
principu polarografie, fluorescence a fosforescence, piipadné pomoci markert hypoxie.

Implicitni dozimetrie sleduje kinetiku photobleachingu PS, ke kterému dochazi
pusobenim ROS, stejn¢ tak jako k destrukci tkéné. Photobleaching miize byt
zaznamenan jako zména fluorescence. (Wilson a kol. 1997)

Model dozimetrie zalozené na biologickych reakcich se opird o fakt, ze PDT
ovliviiuje krevni cirkulaci v tkéni. Proto je vyhodné monitorovani lokalniho pritoku
krve, ktery v pribéhu PDT klesa. K tomu se vyuzivaji metody difuzni korelacni
spektroskopie, Dopplerova laseru, Dopplerova ultrazvuku ¢i  angiografie

s fluoresceinem. (Mesquita a kol. 2011)

6.3.2 Zdroje svételného zareni

Svételné zdroje a zplsob dodani zafeni s vhodnymi dozimetrickymi parametry
jsou kli¢ové komponenty PDT v klinické praxi. (Yoon a kol. 2013)

Svétlo aktivujici PS je ve vétSin€ piipadd generovano lasery, dale pak zdroji
nekoherentniho zéfeni, jako jsou obloukové lampy, ¢i zdroji fluorescen¢niho zéfeni.
Dodéani svétla presné do nadorové tkané mize byt dosazeno kombinaci vhodného zdroje
zateni a optického vldkna, ve kterém je svételny paprsek uzavien. Neexistuje
univerzalni zdroj svétla, ktery by byl idealni pro vSechny indikace PDT. (Macdonald a
Dougherty 2001)
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Volba vhodného zdroje svétla zavisi na nékolika faktorech:

e absorpce pouzité¢ho PS
e charakter onemocnéni (lokalizace, velikost a pfistupnost 1éze, vlastnosti tkdn¢)

e cena a rozmery zafizeni

Pti pouziti svétla v ramci PDT je vzdy nutné vzit v tvahu komplexni dozimetrii
zahrnujici celkovou déavku svétla, dobu svételné expozice a rezim aplikace svétla, ktery

mize byt jednordzovy, frakciovany nebo metronomicky. (Agostinis a kol. 2011)

6.3.2.1 LASERY

Hlavni vyhoda laserti spoc¢iva v produkci koherentniho monochromatického
svétla o vysoké energii. Diky této vlastnosti mize byt svételny paprsek uzavien do
optického vldkna, jehoz specidlné navrzené zakonceni v podobé napi. mikrococky,
cylindrického ¢i sférického difuséru umoziuje piesnou aplikaci svétla do cilového
mista. Takto mtize byt svétlo efektivné¢ dodano i do tézko pfistupnych mist jako je
mocovy mechyf nebo gastrointestindlni trakt. (Huang 2005, Macdonald a Dougherty
2001)

Standardnim a Siroce rozSifenym zdrojem svétla je laser na bazi argonového
diodové lasery, které maji vysoky stabilni vystupni vykon a chlazeni vzduchem, lze je

snadno nainstalovat, jsou pienosné a finanén¢ méné nakladné. (Yoon a kol. 2013)

6.3.2.2 NELASEROVE ZDROJE SVETLA

Mezi nelaserové zdroje zafeni patii Sirokospektré xenonové, wolframové,
kifemikové ¢i halogenové lampy s barevnymi ¢i tepelnymi filtry. Tyto konvenéni lampy
maji vyrazny tepelny efekt a pii jejich pouziti dochazi k ozateni okolni zdravé tkané.
Vzhledem k nevyhodnym vlastnostem konvenc¢nich lamp se v dnesni dobé k ozareni
velkych ploch pouzivaji ptedevsim elektroluminiscencni svétlo emitujici diody (LED).
Mohou generovat svétlo o vysoké energii a pozadované vinové délce. Jsou kompaktni a

mohou byt sestaveny v rtiznych velikostech a geometrickych uspotéddanich. V soucasné
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praxi se ovSem stale upfednostniuji lasery a vyuziti inkoherentnich svételnych zdroji je
v PDT spiSe minimalni. Preferenci nelaserovych zdroju zafeni vSak nachazime v terapii
koznich onemocnéni, kdy je tieba ozafit vétsi plochu povrchu. (Huang 2005, Moreira a

kol. 2008, Yoon a kol. 2013)

6.4 BIOLOGICKA REAKCE NA PDT
Zéakladni mechanismy, kterymi PDT piisobi na nddorovou tkan, jsou:
1) Piimy cytotoxicky Gi¢inek 'O, a daliich ROS
2) Uzavieni cév, které omezuje zasobeni nadorové tkané kyslikem a Zivinami

3) Rozvoj imunitni odpovédi proti nddorovym bunikam

(Zimcik a Miletin 2009)

6.4.1 Primy cytotoxicky efekt

Jak jiz bylo fedeno, Zivotnost 'O, a daliich ROS je velice kratka a jejich difuze je
proto limitovdna do hloubky pouze 10-55 nm. Z toho divodu se pfima cytotoxicita
projevi v bezprostfedni blizkosti intraceluldrni lokalizace PS. Nejcastéj$imi cilovymi
organelami PS jsou lysozomy a mitochondrie. V pribé¢hu PDT vSak mohou byt
zasazeny 1 dalSi bunécné cile jako jadro, endoplazmatické retikulum (ER), Golgiho
aparat (GA) ¢i cytoplazmaticka membrana. Fragmentace DNA, objevujici se po PDT, je
povazovana spiSe za disledek nastalé apoptdzy nez primého efektu PDT na bunécné
jadro. (Agostinis a kol. 2011, Zimcik a Miletin 2009)

Lokalizace PS se mize v pribéhu terapie ménit a nékteré PS tak mohou
zasdhnout vice intracelularnich cild. Obecné lze fici, ze hydrofobni PS, které se do
buiiky dostavaji pasivni difuizi, se vazi na intracelularni membrany. Mén¢ hydrofobni
molekuly jsou do bunky pfendSeny pomoci endocytézy a nasledné zlstavaji
v lysozomech. Barviva zadrzovand pievazné v mitochondriich (napf. néktera
kationickd) patii k nejvice toxickym PS. Mitochondridlni lokalizace je také povazovana

za nejdilezitéjsi pro indukci apoptozy jako dasledek PDT. (Zimcik a Miletin 2009)
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Tabulka 2 Subcelularni lokalizace vybranych fotosenzitizéri (Agostinis a kol. 2011, Castano a kol. 2004,
Kessel 2006, Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin 2009)

Fotosenzitizér Subcelularni lokalizace
Porfirmer sodny membrany, membranové organely
Talaporfin lysozomy
Rostaporfin lysozomy, ER
ALA mitochondrie
Temoporfin mitochondrie, ER
Verteporfin mitochondrie, ER, GA
Pcy mnoho cild, primarné¢ mitochondrie
AlPc lysozomy, ER

Je jisté, Ze subcelularni lokalizace PS a jeho davka pfedurcuji zpiisob bunééné
smrti. Existuji tfi hlavni cesty, které vedou vlivem PDT k bunééné smrti: apoptoza,
nekroza a smrt spojovana s autofagii. Za hlavni jsou vSak povazovany apoptdza a
nekroza, autofagie je dopliikovym mechanismem. Obecné plati, Ze méné zavazné
poskozeni buniky je signidlem k zahdjeni fizené bunécné smrti — apoptdzy. Tézké
bunécéné poskozeni je spojeno se zdsahem mitochondrii, které vede k zastaveni tvorby
ATP a bunka nekrotizuje. Zavaznost poskozeni buiiky je odrazem davky PDT (typ a
koncentrace PS, intenzita svétla, doba ozareni). (Bacellar a kol. 2015, Josefsen a Boyle

2012, Macdonald a Dougherty 2001)

6.4.1.1 APOPTOZA

Apoptoza, neboli fizend bunécnd smrt, je velice komplexni, vicestupniovy d¢j,

ktery je geneticky zakddovany v kazdé buiice téla. Je provazena fadou bunécnych zmén
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detekovatelnych mikroskopickymi metodami (kondenzace chromatinu v jadte, tvorba
apoptotickych télisek). (Macdonald a Dougherty 2001, Mroz a kol. 2011)

ptipad¢ je apoptdza vyvolana aktivaci receptorti smrti na bunééném povrchu, v pripadé
druhém uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii. Obé cesty vedou k aktivaci spolecné
apoptotické drahy, ktera zacind aktivaci kaskady efektorovych kaspaz a zplsobuje
Stépeni rtiznych bunécnych substrati. V disledku toho dochazi k typickym
biochemickym a morfologickym zménam, které lze pozorovat u umirajicich bunck.

(Klener a Klener jr. 2013, Mroz a kol. 2011)

Vniti'ni cesta apoptozy

Mitochondrie hraji v priabéhu apoptotické kaskady kli¢ovou roli skrze regulaci
uvoliovani celé¢ fady molekul, které se jsou do procesu apoptdzy =zahrnuty.
Nejvyznamnégj$im faktorem je cytochrom c, ktery je uvolnén z mitochondrii do cytosolu
bunkky v pribéhu apoptdzy, a je tak jednim z vyznamnych markeri tohoto procesu.
Cytochrom ¢ se nasledn¢ vaze na molekulu Apaf-1 (apoptotic-protease activating
factor-1) a prokaspazu-9 a iniciuje tak tvorbu proteinového komplexu zvaného
apoptozom. Tento komplex S$tépi prokaspazu-9 za vzniku kaspazy-9, kterd jako
iniciatorova kaspdza aktivuje tvorbu dalSich efektorovych kaspaz (kaspaza 3 a 7).
(Debele a kol. 2015, Mroz a kol. 2011)

Kaspéazy (cysteinyl aspartic acid-proteases = caspases) jsou enzymy z rodiny
cysteinovych protedz, které katalyzuji hydrolytické Stépeni v prubéhu apoptdzy.
Aktivaci efektorovych kaspaz 3 a 7 (spolecné pro obé apoptotické drahy) se apoptoza
stava ireverzibilnim déjem a vyvolava charakteristické bunééné zmény. Dochazi ke
Stépeni aktinu, kondenzaci chromatinu, St€épeni DNA na stejné¢ dlouhé fragmenty,
smr$téni buiky a k zdvérecnému rozpadu buiky na apoptotickd téliska ohraniena
membranou. Tato téliska jsou rozpoznana a fagocytovana okolnimi makrofagy aniz by

doslo k rozvoji vyznamnéjsi zanétlivé reakce. (Klener a Klener jr. 2013)
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Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi (receptorova) cesta apoptdzy je spusténa po navazani ligandt (FasL, TnF-
a, TRAIL) na své pfislusné tzv. receptory smrti (FAS/CD95, TNFR1, TNFR2,
TRAILRI1, TRAILR2) na vnéjsi stran¢ buné¢né membrany. Dochézi k agregaci téchto
receptortl, k jejich internalizaci a nasledné tvorbé proteinového efektorového komplexu,
ktery je oznaCovan jako DISC (death inducing signaling komplex). DISC je mistem
aktivace kaspaz 8 a 10, které nasledné §tépi efektorové kaspazy 3 a 7. Zde se ob¢ cesty
apoptozy (vnitini 1 vnéjsi) setkavaji.

Mezi hlavni regulatory bunééné apoptdzy patii proteiny rodiny Bcl-2, které se
déli na proapoptotické a antiapoptotické. Hlavnimi proapoptotickymi proteiny jsou Bak
a Bax. Diky jejich schopnosti naruSovat mitochondrialni membranu, dochazi k uvolnéni
proapoptotickych molekul ~ z mitochondrie a k iniciaci apoptéozy. Ukolem
antiapoptotickych proteinti je naopak blokada Bak a Bax (ve formé& neaktivniho
komplexu). Rada malignich onemocnéni je charakteristickd zvysenou expresi téchto

proteintl inhibujicich bunéénou apoptézu. (Klener a Klener jr. 2013)

Apoptoza a PDT

PS kumulované ptfevazné v mitochondriich poskozuji Bcl-2, vazené na
bunénou membranu. Tim dochézi k inhibici antiapoptotickych proteind, k tvorbé pori
v mitochondridlni membrané, zvySeni jeji propustnosti a uvolnéni cytochromu c a
dalsich proapoptotickych molekul do cytosolu. Poskozeni mitochondridlni membrany
predchéazi zejména tvorba ROS pod vlivem PDT. (Agostinis a kol. 2011, Allen a kol.
2001, Macdonald a Dougherty 2001, Moreira a kol. 2008, Mroz a kol. 2011)

Hydrofilni PS, které se kumuluji pievazné v lysozomech, pisobi riznymi
mechanismy vedouci kapoptéze. Jednim znich je uvolnéni lysozomalnich
proteolytickych enzymii tzv. katepsinii z naruSenych lysozomi. V cytoplazmé pak
mohou tyto enzymy aktivovat kaskddu kaspédz, kterd vede k bunécné smrti. (Kessel

2006, Macdonald a Dougherty 2001, Moreira a kol. 2008, Plaetzer a kol. 2003).
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6.4.1.2 NEKROZA

V souvislosti s PDT je apoptéza obecné pfijimana jako hlavni cesta bunécné
smrti. Pokud je vSak davka PDT vysok4 (vysoka koncentrace PS, vysoka fluence
svétla), bunka s vétsi pravdépodobnosti podlehne nekroze. Z hlediska preference
nekrotické bunééné smrti se uvazuje také o tom, ze vysoké davky PDT inaktivuji
klicové enzymy a dalS$i komponenty apoptotické kaskady a vedou tak k nekrdze.
(Agostinis a kol. 2011, Mroz a kol. 2011)

Nekrozu lze charakterizovat jako nahlou, rychlou formu bunééné smrti, ktera
postihuje velkou c¢ast bunééné populace. Z klasického pohledu je tedy brana jako
nahodny, neprogramovany d¢j. V pribchu nekrozy se rozviji typicky obraz, zahrnujici
zvétSovani bunky, destrukci organel, pyknozu jadra a rupturu plazmatické membrany
spojenou s uvolnénim bunééného obsahu a rozvojem zanétu. (Mroz a kol. 2011)

Mechanismus na molekuldrni Girovni je stale nejasny. Byly vSak popsany nékteré
déje jako aktivace RIP1 (receptor interacting protein 1) kindzy, nadmérna produkce
ROS v mitochondriich, poSkozeni lysozomti a nadbytek intracelularnich vapenatych

iontl. (Agostinis a kol. 2011)

6.4.1.3 AUTOFAGIE

Bunky zasazené PDT mohou stimulovat autofagii (makroautofagii), kterd mtze
nepiimo vést k bunécné smrti nebo naopak k pfeziti buiiky. Autofagie je fizena
lysozomy, které timto zplGsobem za béznych podminek degraduji a eliminuji
intracelularni proteiny a organely. Vysledkem této recyklace je udrZzovani bunééné
homeostazy. (Agostinis a kol. 2011, Klener a Klener jr. 2013)

Struktury, které maji byt degradovany, jsou obalené dvojitou membranou a
vytvaii vacky zvané autofagozomy. Ty ndsledné splyvaji s lysozomy za vzniku
autofagolysozomu, ve kterém dochazi k proteolytickému $tépeni organel a proteinii na
zakladni slozky. Ty se pak stavaji zdrojem energie pro buiku v prostfedi chudém na
ziviny ¢i kyslik. (Klener a Klener jr. 2013, Mroz a kol. 2011)

Autofagie byla pozorovana u PS lokalizovanych v ER, mitochondiich,

lysozomech a endozomech. (Mroz a kol. 2011)
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Existuje fada stresovych signdlti, které mohou podnitit autofagii, pficemz
dilezitou roli hraje oxidacni stres. Soucasné studie nahlizi na autofagii jako na
mechanismus chréanici Zivotaschopnost buniky po jejim fotodynamickém poskozeni. PS,
které se lokalizuji primarné¢ v lysozomech, mohou naruSit schopnost fyziologické
autofagie. Dusledkem toho je akumulace poskozenych bunécnych komponent a rozvoj
bunééné smrti na principu apoptdzy. Zatimco ztrata schopnosti autofagie ziejmé
podporuje fotodynamicky navozenou bunécnou smrt, v piipadé nepfitomnosti apoptdzy
se samotnd autofagie miize stat dilezitou cestou bunééné smrti. Dalsi moznou funkci
autofagie je UiCast pfi rozpoznavani nddorové builkky imunitnim systémem. (Agostinis a

kol. 2011, Kessel 2015)

6.4.2 Antivaskularni efekt v PDT

Naruseni krevniho zasobeni nddoru vede krozvoji hypoxie az anoxie a
k nedostatecnému piisunu zivin. Viabilita naddoru je tak siln€ ohrozena. Béhem PDT
miize v cévach dochazet k nékolika riznym dé&jim, pficemz pievladajici mechanismus
zavisi na typu pouzitého PS. Podani porfirmeru sodného ¢i hydrofobnich Pcs je spojeno
s vazokonstrikci, vznik trombi 1ze pozorovat po aplikaci talaporfinu a pouze ke zvySené
permeabilité cév vede podani disulfonovanych Pcs. (Zimcik a Miletin 2009)

Porucha mikrocirkulace byla prvné zaznamenana v roce 1963 ve studii vedené
W. M. Starem. V jeho experimentech na laboratornich zvifatech doSlo po podani
porfirmeru sodné¢ho a néasledném ozareni nadorové tkdné k pocate¢ni vazokonstrikci
cév, kterd byla nasledovdna tfadou rtznych reakci jako Uplnd staza pritoku krve,
krvaceni ¢i agregace krevnich desti¢ek. Na zéklad¢ téchto poznatkil se lze domnivat, Ze
primarnim cilem PDT v podminkach in vivo je endotel, ktery na Girovni cév iniciuje
vySe popsané reakce. Citlivost endotelidlnich bun¢k na ptisobeni PDT byla zkoumana
C. M. Westem. Pfi hodnoceni vysledkli experimenti byly endotelidlni bunky vyrazné
citlivgj$i a v prubéhu terapie akumulovaly vice PS oproti bunkdm nadorovym.
(Agostinis a kol. 2011)

Vyrazny efekt PDT na cévy se projevuje predevsim tehdy, pokud je PS podan
intravenozné a pokud je mezi jeho aplikaci a ozafenim nddorové tkan€ pouze kratky

casovy interval. Mechanismus poruchy krevniho zdsobeni nddoru se zda byt zasadni
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v ptipadé€ PS s nizkou selektivitou k nddorovym bunikadm ¢i s rychlou clearance. (Zimcik
a Miletin 2009)

V klinické praxi se antivaskularni efekt uplatiiuje v ramci PDT zaméfené na
cévy (VTP). Jejim primdrnim cilem je nadorova mikrocirkulace, PS je aplikovan
intravenozné a svétlo je dodano prostfednictvim optickych vlaken. V soucasné dobé se

VTP klinicky pouziva v terapii AMD a karcinomu prostaty. (Lepor 2008)

6.4.3 Rozvoj imunitni odpovédi

Zanétliva reakce predstavuje ochranny d¢j, ktery vznika v disledku poskozeni
nadorové tkané a jehoz cilem je obnoveni homeostdzy a zachovani integrity tkané.
Jedna se o né€kolikafazovy proces, ktery je jednim ze zadkladnich nastroji vrozené
imunity. (Agostinis a kol. 2011)

Stejné jako poranéni tkané ¢i infekéni onemocnéni, také PDT Casto vyvolava
zanétlivou reakci, kterou mizeme pozorovat jako lokalizovany edém v misté ptsobeni
PDT. Aktivace imunitni odpovédi v disledku PDT neni primarnim mechanismem
bunécéné smrti, ale napomaha v dlouhodobé kontrole naddorové tkang. (Zimcik a Miletin
2009)

Tkan ovlivnéna fotodynamickym efektem uvoliuje fadu zanétlivych a
chemotakticky ptsobicich signdli, souhrnné oznacenych jako cytokiny. Cévy nadorové
tkané se stavaji vyrazné propustnéjsi pro krevni bilkoviny a proadhezivni pro burnky
ucastnici se zanétlivé reakce. Do mista plisobeni PDT jsou transportovany neutrofily,
zirné bunky a monocyty/makrofigy. Jejich primarnim cilem je eliminace necistot v
zasazené tkani, vcéetné¢ posSkozenych a mrtvych bunék. (Agostinis a kol 2011,
Macdonald a Dougherty 2001)

Ukéazalo se, ze vycerpani bunék ucastnicich se zanétlivé reakce ¢i jejich inhibice
po skonceni terapie snizuje celkovy efekt terapie. Vyznamnou roli v regulaci zanétlivé
reakce maji zejména interleukiny IL-1p a IL-6. Blokada funkce téchto molekul byla
neptizniva pro vysledky terapie. Naopak blokddou protizanétlivych cytokini (IL-10 a
TGF-f - transforming growth factor ) bylo dosazeno lepSich vysledkii 1éCby.
(Agostinis a kol. 2011)

Nejen vrozend imunita (rozvoj zanétlivé reakce), ale také imunita ziskand je

zapojena do komplexni odpovédi na PDT. Pocetné preklinické a klinické studie
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ukdzaly, Ze nékteré reakce na terapii vyustily potenciaci adaptivni imunitni reakce,
zatimco jiné imunosupresi. Piesny mechanismus téchto dvou jevl neni zndm, ale
predpoklada se zavislost na terapeutickém rezimu, misté 1é¢by a typu pouzitého PS.
Béhem PDT jsou aktivovany CD8 T-lymfocyty prostfednicim rozponani
transmembranového komplexu MHC-I (major histocompatibility komplex class I).

T-lymfocyty napadaji zbyvajici nadorové builky, které se nachazi na vzdalenych
mistech, napt. v loziscich metastdz. Bylo dok4zdno, Zze nadory postradajici molekuly
MHC-I jsou odolné vi¢i bunikami zprostfedkované imunitni reakci. Rovnéz u pacientti
s narusenou imunitou mélo nadorové onemocnéni del§i pribeh a castéji dochazelo k
recidivé. Mira imunitni odpovédi by vpraxi mohla byt zvySena i1 podanim
imunostimulancii pted 1é¢bou PDT. (Agostinis a kol. 2011, Macdonald a Dougherty
2001, Zimcik a Miletin 2009)

Imunitni reakce vznikajici jako nasledek fotodynamického efektu nabizi
vynikajici moznost pouziti PDT i v pfipadech metastazujicich onemocnéni ¢i jako
doplitkovou terapii v kombinaci s dal$imi onkologickymi metodami. (Agostinis a kol.
2011) Predpoklada se, ze schopnost PDT navodit nddorové specifickou imunitni reakci
by mohla byt v budoucnosti vyuzita pro vyvoj ucinnych protinddorovych vakein.

(Zimcik a Miletin 2009)

6.4.4 Cytoprotektivni mechanismy nadorové tkané

Nédorové buiiky jsou do urc¢ité miry schopné brénit se toxickym vlivim PDT. Je
dokéazano, ze ROS mohou zptsobit poskozeni DNA a iniciovat tak nddorové bujeni. Na
druhé stran¢ mohou ROS navodit bunéénou smrt a plisobit jako protinddorové agens.
Proto jsou naddorové buiiky vybavené G€¢innym antioxida¢nim systémem, jehoz tkolem
je udrzet ptijatelnou hladinu intraceluldrnich ROS a zabranit tak oxida¢nimu poskozeni
bunék. Tento systém zahrnuje v prvni fadé ucinky antioxidac¢nich enzymi, mezi které
patii superoxid dismutiza (SOD), glutathion peroxiddza, glutathion reduktaza c¢i
katalaza. Protektivné pusobi také neenzymatické antioxidanty, jako jsou glutathion
(GSH), vitamin C a E, n¢které aminokyseliny ¢i koenzym Q. (Reuter a kol. 2010)

Dalsi obranny mechanismus je zaloZzen na expresi genti a nasledné tvorbé
specifickych proteint, které jsou z velké casti souCdsti signalni drahy regulujici

bunécénou apoptézu. Nekteré proteiny se Ucastni reparace lézi zplisobenych oxida¢nim
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stresem. Protektivni funkci pti aplikaci PDT maji také proteiny teplotniho Soku (HSP,
heat shock proteins), které jsou schopné vazat se na zoxidované proteiny a pusobit jako
chaperony. Nemalou ulohu plni rovnéz ubikvitin-proteazémovy systém, jehoz princip je
zalozen na znaceni proteind pomoci malé molekuly ubikvitin. Takto oznacené proteiny
jsou urcené k degradaci v proteazomu a tim je znemoznéna tvorba toxickych
proteinovych agregatl. (Agostinis a kol. 2011)

Antioxidanty se nachazi prakticky ve vSech nadorovych burikach, avsak jejich
hladina je velice variabilni a zalezi na typu buiky. Tento fakt pfispiva k rozdilné
citlivosti bunék na PDT. V soucasné dobé je predmétem klinickych studii pouziti
kombinace PDT a specifickych inhibitorti antioxidantii za ti¢elem zvySeni toxickych
ucinkli terapie v nadorovych buiikdch. Potencidlné vhodnymi se zdaji byt zejména

inhibitory SOD. (Agostinis a kol. 2011, Kimani a kol. 2012)

6.5 PDT VKOMBINACI SOSTATNIMI TERAPEUTICKYMI
PRISTUPY

Pro dosazeni vysSiho terapeutického indexu lé¢by se v moderni onkologii bézné
vyuziva kombinace riiznych terapeutickych metod s nepiekryvajici se toxicitou. Stejné
tomu je i1 v ptipadé PDT, ktera miZze byt kombinovéana se standardnimi protinadorovymi
metodami, jako jsou chirurgické zakroky, radioterapie ¢i chemoterapie. Potenciace
toxicity navozena kombinovanou terapii neni systémova, ale vztahuje se pouze na
ozéafenou oblast téla. Proto lze tyto postupy s vyhodou aplikovat i u starSich ¢i
oslabenych pacienttl, kteti obecné hlife sndsi intenzivni terapeutické rezimy. (Agostinis
a kol. 2011)

Z obecného pohledu existuji dva hlavni pfistupy, které zvySuji UCinnost

protinddorové terapie:

e zvySeni citlivosti tzv. senzitizace nadorovych bunék k terapii

e interference s cytoprotektivnimi déji

Citlivost k PDT miize byt podpofena selektivni doddavkou PS k nadorovym
buiikdm. K tomu se vyuziva PS konjugovanych s molekulami, které dokazou vyhledat a

cilené zasahnout naddorové bunky. Molekuly vhodné ke konjugaci zahrnuji sacharidy,
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peptidy, proteiny, monoklonalni protilatky, LDL c¢astice a dalsi. Syntéza novych
konjugati PS nasla vyuziti jak v terapeutickych tak v diagnostickych ozafovacich
metodach. Zvlasté dilezity vyznam maji v ptipad¢, kdy musi byt béhem terapie ozatena
velka plocha lidského téla nebo je Zadana nejvyssi mozna selektivita terapie. (Agostinis
a kol. 2011, Tomanova a Jurasek 2014)

Nejen vyssi dodavka, ale také nizsi ztraty PS podporuji i€¢innost PDT. K tomu se
vyuziva latek branicich efluxu PS. Tato kombinace je vSak vyhodnd pravdépodobné
pouze u takovych PS, které jsou substraty membranovych transportnich systému jako
ABC transportérii (ATP-binding cassette transporters). DalSi moZnosti je vyuziti
inhibice molekul HSP, které¢ v nadorovych butikach opravuji ¢i odstrafiuji zoxidované
proteiny. Nedostatecna reparace proteinl vede k jejich akumulaci a agregaci a zvySuje
se tak pravdépodobnost bunécné smrti. Vyznam ma také blokada enzymu ucastnicich se

vychytavani ROS, jako napt. SOD. (Agostinis a kol. 2011)

6.5.1 Kombinace PDT s antiangiogenimi latkami

Angiogeneze je definovédna jako tvorba novych z jiz existujicich cév. Jedna se o
kaskadu déja, které jsou regulovany rovnovdhou mezi pro- a antiangiogennimi
molekulami. Prvnim krokem angiogeneze je zvySena propustnost a rozsifeni ptivodnich
cév. Nasleduje migrace a proliferace endotelidlnich bunck, které se vzajemné spojuji a
vytvaii lumen nové kapilary. Cévy nasledné vyzrévaji za vzniku stabilniho cévniho
fecisté. Aby mohla byt celd kaskada uspéSné absolvovéana, musi dojit k vyvazené souhte
angiogennich faktord. (Dubska 2009)

Mezi hlavni aktivatory angiogeneze patii vaskularni endotelidlni riistovy faktor
(VEGF), na ktery se zaméfila vétSina poslednich vyzkumt. Za fyziologickych okolnosti
je VEGF zéasadnim faktorem stimulujicim riist a proliferaci endotelovych bunék.
Udrzuje adekvatni pratok krve a tim zajiStuje dostatecny piisun kysliku a Zzivin.
Zaroven hraje dilezitou roli i pro rozvoj patologické angiogeneze, kterd provazi
nadorova, stejné tak jako mnohd ischemicka ¢i zanétlivd onemocnéni.

Je zndmo mnoho rizikovych faktor vedoucich ke zvysenému uvoliovani VEGF
a spusténi angiogeneze. Mezi né patii metabolicky stres (napf. nedostatek kysliku,
hypoglykémie ¢i nizké pH), mechanicky stres (napt. tlak generovany proliferujicimi

bunikami), imunitni/zanétlivd odpovéd’, genetické mutace (napf. aktivace onkogent ¢i
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delece tumor supresorovych geni kontrolujicich produkci reguldtorii angiogeneze).
(Carmeliet a Jain 2000, Dubska 2009).

V pribéhu PDT dochazi vlivem poskozeni krevniho zasobeni nadoru k rozvoji
hypoxie az anoxie a k restrikci pfisunu Zzivin. Tento stav také aktivuje celou tfadu
angiogennich ristovych faktordi a tim i proces angiogeneze jako jeden z nezadoucich
ucinktt PDT. Poprvé byla tato aktivace angiogennich rastovych faktort popsana pii
pouziti Photofrinu. Tyto poznatky vedly k pouziti antiangiogennich preparatli, resp.
latek blokujicich VEGF, v kombinaci s PDT v praxi. Bylo dok4zéno, Ze kombinovana
terapie signifikantné snizuje expresi VEGF a podporuje uc¢innost PDT.

Dobré vysledky pfinesla kombinace ranizumabu a PDT s Visudynem.
Ranibizumab je fragment rekombina¢ni humanizované monoklondlni protilatky
zamefeny proti VEGF A. Svou vazbou na molekulu VEGF A brani rlstu
neovaskuldrnich membran. Mald velikost molekuly umoZziuje intravitrealni podani a
snadnou prostupnost skrze sitnici k neovaskularni membrané. Proto mize byt s vyhodou
vyuzit v oftalmologii. Uginnost této kombinace byla hodnocena v multicentrické,
randomizované, jednoduse zaslepené studiit FOCUS. Do této studie bylo zatfazeno 162
pacientli s prevazné klasickou formou choroidélni neovaskularizace, ktefi byli rozdéleni
do 2 skupin. Skupiné ¢itajici 106 pacientii byl aplikovan lkrat mési¢né intravitrealné
ranibizumab v davce 0,5 mg. Zbylych 56 pacientii dostavalo 1krat mesicné placebo.
Vsem pacientiim byla na poc¢atku studie, tyden pted prvni injekci, aplikovana jedna kira
PDT s Visudynem, kterd byla ¢tvrtletné opakovéna dle vysledkt. Po 24 mésicich terapie
bylo prokazano zlepsSeni zraku (hodnoceno jako zlepSeni o 15 a vice pismen ETDRS
optotypll) u 25% pacientti Ié¢enych kombinovanou terapii, oproti 7% pacientl lécenych

pouze PDT. (Antoszyk a kol. 2008, Spitzer a kol. 2008)

6.6 NOVE STRATEGIE FOTODYNAMICKE TERAPIE

6.6.1 Dvoufotonova PDT

V souCasné dobé je ve fazi preklinického zkouSeni novy, v zasadé odlisny
ptistup terapie, ktery je zalozen na jinych fyzikdlné-chemickych vlastnostech i

fotobiologickych mechanismech u¢inku. (Agostinis a kol. 2011)
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Standardni metoda spocivd v podani organického PS, ktery je nasledné
aktivovan kontinudlnim proudem svétla. Ve dvoufotonové terapii je molekula PS
excitovana soucasnym pusobenim dvou fotonti, pfi¢emz kazdy dodavd polovinu
potfebné energie. Prvni foton excituje molekulu ze zékladnitho do ptfechodného
excitovaného energetického stavu, soucasné absorbovany druhy foton dokonci excitaci
z ptrechodného do singletového excitovaného stavu. (Agostinis a kol. 2011, Probodh a
Cramb 2012)

Jelikoz kazdy foton ptispiva polovi¢ni energii, 1ze v ptipadé dvoufotonové PDT
pouzit svétlo v blizkosti infraervené oblasti, ve které absorpce jediného fotonu
nedokéze excitovat molekuly do vysSiho energetického stavu. Vyhodou tohoto NIR
svétla je jeho hlubsi penetrace do tkané. V praxi byl prokazan efekt terapie na nadory
velikosti az 3 cm. (Ogawa a Kobuke 2013)

Absorpce dvou fotoni vyzaduje silny proud svétla, kterého lze dosdhnout
pouzitim kratkého (cca 100 fs), siln€ fokusovaného laserového paprsku. Ztraty svételné
energie jsou niz8i, jelikoz nedochdzi k jejimu pohlcovani hemoglobinem ani
k vyraznému rozptylu svétla. Diky prostorové selektiviteé, zpisobené vysokou fokusaci
svételného paprsku, mize dvoufotonovd terapie zasdhnou napi. jednotlivé cévy,
pricemz okolni tkan zastava chranéna. Proto lze s vyhodou pouzit metodu dvoufotonové
PDT v oblasti neovaskularizace nadoru a excitovat tak PS pouze v patologicky
vytvotrenych cévach. V praxi se dvoufotonovd PDT pouziva v terapii AMD. (Agostinis

a kol. 2011, Ogawa a Kobuke 2013, Probodh a Cramb 2012)

6.6.2 Metronomicka PDT

Princip metronomické PDT (mPDT) spo¢iva v kontinudlnim, pomalém podavani
nizkych davek svétla i PS. Vzhledem k nizké rychlosti terapie se délka jedné procedury
pohybuje v fadech hodin az dnii. Postizenad oblast se n¢kdy ozafuje ve frakcich, kdy
celkové energie svételného zaiend je dosazeno postupnymi iradiacemi. Cilem metody je
dosazeni selektivnéjSi bunééné smrti resp. apoptézy v nddorové tkani a soucasné
minimalizace nekrdzy jak v naddorové, tak ve zdravé tkani. (Bisland a kol. 2004)

Probihajici preklinické studie jsou zaméfeny piedev§im na pouziti mPDT
v 1é€bé malignich nador mozku, kde je obzvlasté dilezitd ochrana okolni mozkové

tkané. Pozorovana byla prozatim reakce nadorovych bunék na nizko-davkovy rezim
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PDT s ALA v kombinaci s optickym vlaknem. Tato studie probihalav podminkéch in
vitro na intrakranidlnim modelu a jeji vysledky ukdzaly vyssi incidenci apoptozy
probihajici selektivné u nddorovych bunék bez soucasné apoptdzy Ci nekrozy zdravé
tkané. Neni vSak jisté, zda by obdobny ptistup mohl fungovat i na jinych typech naddort
a s pouzitim jiného PS. mPDT v podminkach in vivo zistava pfedmétem vyzkumu.

(Agostinis a kol. 2011, Bisland a kol. 2004)

6.6.3 PDT Molecular Beacons

Koncept PDT Molecular Beacons (MBs) vychazi zpouziti MBs jako
fluorescencnich sond pro mikrobiologickou diagnostiku. Princip PDT MBs spociva
v aktivaci PS az po dosazeni svého cile plisobeni. (Agostinis a kol. 2011, Pavlik a
Pavlikova 2004)

PS je spojen stzv. zhaSedlem (quencher), diky kterému zistdvd po dobu
transportu inaktivni a nedochazi tak k produkci 'O, ve zdravé tkani. Teprve v cilové
tkani je spojovaci mustek mezi PS a zhaSedlem rozstépen specifickym enzymem, PS se
uvolni, neni déale inhibovan zhaSedlem a miize proto byt aktivovan absorbovanym

svétlem. (Agostinis a kol. 2011)

6.6.4 Nanotechnologie v PDT

Nanocastice miizeme definovat jako ¢astice o rozmérech 1000 nm a méné, které
maji specifické fyzikalni, chemické, magnetické a strukturdlni vlastnosti. Diky témto
vlastnostem nachazi Siroké vyuziti jako nosi¢e 1éCiv, jako senzitizéry a déle
v diagnostickych, terapeutickych ¢i zobrazovacich metodach. (Debele a Peng 2015)

Nanoc¢astice mohou byt v PDT potencidln€ vyuzity trojim zptisobem: jako nosi¢
PS, jako samotny PS ¢i pro transformaci energie. Pouziti nanocastic v ramci PDT se
obecné zdd byt velmi vyhodné, jelikoz v jejich pfitomnosti neni nezbytna korelace
fotofyzikalnich a fotochemickych vlastnosti PS s procesem jeho transportu a aktivace.
(Agostinis a kol. 2011)

Nanocastice dokazou zvysit hydrofilni charakter latek, a proto se s vyhodou

pouzivaji jako nosice ve vodé nerozpustnych PS. Piednosti nanocastic je také snadna
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modifikace jejich povrchu, diky které mohou byt oznaceny rtiznymi protilatkami ¢i
peptidy zvysujici cilené plisobeni. Dalsi vyhodou je schopnost preferencni akumulace
v nadorové tkani prostiednictvim ,,efektu zvySené permeability a retence®. (Agostinis a
kol. 2011, Yoon a kol. 2013)

Pfedmétem vyzkumu jsou nyni biodegradabilni polymery, kiemikové a kovové
(zlato, oxidy zeleza) nanocastice ¢i magnetické nanocastice, u kterych aplikace
magnetického pole zvySuje lokalizaci PS do nadoru. Nanocéstice byly také pouzity ve
spojeni s dvoufotonovou PDT, jelikoz PS schopné absorpce dvou foton jsou typicky
malo rozpustné ve vodé. Nanocastice tak funguji jako jejich pfenasece. V soucasné
dobé¢ se klinicky vyuzivaji liposomalni nanocastice, které prenasi ve vod¢ nerozpustny

verteporfin. (Agostinis a kol. 2011)

Nanodastice zlata

Nanocastice zlata se zdaji byt vhodnymi nosic¢i PS, jelikoz snizuji hydrofilni
charakter latek a zvySuji tak jejich priinik do nddorové tkdné a penetraci pfes bunécné
membrany. S vyhodou se tyto nanocastice vyuzivaji v ramci fototermalni terapie, ktera
je zaloZena na lokdlnim zahiivani nadorové tkané (vice nez 43 °C) prostfednictvim
absorpce zareni v oblasti NIR. Nanocastice zlata konjugované s Pc4 byly pouzity ve
studii Y. Chenga, kde bylo dosazeno vyrazné vyssi penetrace PS do nadorové tkané.

(Yoon a kol. 2013)

Kiemikové nanocastice

Kiemikové nanoéastice jsou samy schopné generovat 'O, a nabizi tak jejich
ptimé pouziti jako PS. (Agostinis a kol. 2011) Jesté vetsi vyznam vSak maji jako tzv.
ptfevodniky energie. VétSina PS pouzivana v konvenéni PDT mize byt aktivovana
pouze viditelnym svétlem, které nedokdze penetrovat do hloubky tkan€. Hlubsi
penetrace je dosazeno pouzitim svétla v oblasti NIR, které je zdroven méné Skodlivé pro
okolni zdravou tkan. Energie NIR zafeni je vSak nizk4 a nedostacujici pro aktivaci PS,
proto je zapotiebi tuto energii zvysit. K tomu mohou byt pouzity prevodniky v podobé
kifemikovych nanocéstic, které absorbuji hluboko penetrujici NIR zafeni a ndsledné jej

konvertuji na zéafeni o krat$si vlnové délce a vySS$i energii potiebné k aktivaci
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ptipojen¢ho PS. Tato konverze energie zareni umoziuje aktivovat PS ve vétsi hloubce

tkang. (Idris a kol. 2012)

6.6.5 Fotochemicka internalizace

Je znamo, ze PDT mtize byt vhodné kombinovéana s konvenéni chemoterapii.
Byla navrzena ftada technologii ve snaze podpofit piijem protinddorovych léciv
malignimi buiikami, ktery se dé&je prostfednictvim endocytézy. Makromolekuldrni
chemoterapeutikum vstupuje do bunky, kde se nachazi uvnitf endocytického vacku
(endozomu). Fotochemicka internalizace byla navrzena s cilem usnadnit uvolnéni 1é¢iva
z endozomu do cytosolu. (Agostinis a kol. 2011)

Podstata metody spoc¢iva v pouziti PS, které se prostiednictvim endocytdzy
dostavaji dovniti buiiky a lokalizuji se v membrané endozomu. Obdobnou cestou do
buiiky vstupuje také makromolekularni chemoterapeutikum, které v buiice ziistava
uzavieno uvnitf endozomu. Jak chemoterapeutikum, tak PS jsou voleny tak, aby
nedokézaly penetrovat skrz bunéénou membranu a byly proto transportovany procesem
endocytozy. Po nasledujici expozici svétlu se PS aktivuje, iniciuje tvorbu 'O, ktery
zpusobi rupturu membrany vezikulu. Chemoterapeutikum se timto uvolni do cytosolu
buiky a miize se navadzat na cilovy receptor. Bez pfitomnosti svétla mize byt
chemoterapeutikum degradovano v lysozomu. (Agostinis a kol. 2011, Berg a Moan
1994, Selbo 2002)

Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti je nezbytnym pozadavkem amfifilni
charakter PS, ktery brani jeho samovolné penetraci membranou a vyzaduje transport
prostiednictvim endocytdézy. Metoda fotochemické internalizace by mohla byt vhodné
pouzita pro aktivaci chemoterapeutik pouze v cilové oblasti, ktera je vystavena svétlu,
pfiCemz okolni tkdné¢ by mély ziistat nedotéené. Bylo dokazéno, Ze fotochemicka
internalizace zvySuje biologickou aktivitu molekul, které neochotné¢ penetruji
plazmatickou membranou, jako napf. ribozom-inaktivujici proteiny, plazmidy,
adenoviry, rtzné oligonukleotidy a nekonjugovania 1éCiva jako je neomycin ¢i
doxorubicinu. AvSak klinickd dokumentace u¢innosti makromolekuldrnich terapeutik
zaméfenych na intracelularni cile nddorovych bunék je velice omezend. (Agostinis a

kol. 2011)
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6.7 FOTODYNAMICKA TERAPIE V KLINICKE PRAXI

Pocatky zavedeni PDT do klinické praxe se datuji od konce 70. let 20. stoleti,
kdy probihala studie s HpD v kombinaci se svétlem vhodné vlnové délky. Studii bylo
podrobeno 5 pacientli s rakovinou mocového méchyte. V roce 1978 byla stejnym PS
s uspéchem lécena dalsi, tentokrat jiz mnohem pocetnéjsi, skupina pacientd. V této
studii vedené Doughertym byla pozorovana uplna ¢i ¢astecnd odpoveéd na terapii u 111
ze 113 malignich 1ézi. Od doby pocatecnich studii prob&hlo vice nez 200 klinickych
studii hodnoticich u¢innost PDT. (Agostinis a kol. 2011)

Vyhodou PDT, na rozdil napt. od radioterapie, je moznost jejitho opakovani bez
kumulujici se toxicity. Proto mize byt PDT soucésti 1é€by recidivujicich nadort, kdy
pacienti vétSinou nemohou podstoupit dalsi cyklus radioterapie ¢i chirurgickou 1écbu.
(Stewart a kol. 1998)

Protoze zadny z dosud klinicky schvalenych PS se nekumuluje v bunééném
jadie, ma PDT jen velmi omezeny efekt na DNA a neni povazovana za kancerogenni,
na rozdil od radioterapie a mnoha cytotoxickych chemoterapeutik. (Agostinis a kol.
2011, Macdonald a Dougherty 2001, Moan a kol. 1991)

Vzhledem k omezené hloubce penetrace svétla do tkédné se pouziti PDT
soustfedi pfedev§im na povrchova onemocnéni, jako jsou kozni léze a onemocnéni
dutych organti. Terapie dutych organt se provadi za vyuziti flexibilniho cylindrického
difuséru vloZzen¢ho do endoskopu. Z vysledkli dosavadnich studii vyplyva, ze PDT je
vhodnou volbou 1é¢by malignich a premalignich nemelanomovych koznich onemocnéni
(NMSD). Déle bylo prokdzano vyhodné pouziti PDT v 1é€bé Barretova jicnu a
neoperovatelného cholangiokarcinomu. Uéinnost terapie u ostatnich typi nadorovych
onemocnéni nebyla dosud jednoznacné prokdzana. Hlavnim divodem je dosavadni
nedostatek kontrolovanych randomizovanych studii, které by objektivné zhodnotily
fotodynamicky efekt na dalSich typech zasazenych tkani. S jistotou lze fici, ze PDT je

vhodnou doplitkovou lé¢bou v kombinaci s chirurgickym vykonem ¢i ozafovanim, ktera

vvvvv

2011)
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6.7.1 KoZni nadory

Dermatologické 1éze patfi k prvnim onemocnénim, které byly studovany ve
spojeni s PDT, jelikoz jsou dobte ptistupné pro PS i svétlo. Vhodnymi indikacemi pro
PDT se zdaji byt nemaligni a maligni koZni 1éze, s vyjimkou pigmentovanych malignich
melanomtl, vzhledem k limitované penetraci svétla. (Huang 2005) Souhrnné se tato
onemocnéni oznacuji jako nemelanomova kozni onemocnéni, mezi ktera patii BCC a
spinocelularni karcinom (SCC).

Pti 1é¢€bé kozniho onemocnéni, at’ uz maligniho ¢i benigniho, je pro pacienta
vzdy dulezity kosmeticky vysledek. Konveéni terapeutické metody, v podobé
chirurgické 1é€by, zmrazovani, ionizujicitho zafeni Ci kyretdze, jsou Casto provazené
jizvenim tkan¢, fibrozou, zménami pigmentace a prodlouzenou dobou hojeni. Naproti
tomu PDT dosahuje velice dobrych kosmetickych vysledki. (Braathen a kol. 2007)

Za nejvhodnéjsi PS pro PDT koznich onemocnéni je povazovana topicky
aplikovand ALA a jeji ester m-ALA. Jako u¢inné se ukézalo také pouZiti porfirmeru
sodného, avSak vzhledem kjeho systémovému podani dochazelo k rozvoji
fotosenzitivity klize. V soucasné dob¢ je PDT schvalena pro lécbu aktinické keratozy
(USA, Kanada, Evropska unie) a pro 1é¢bu BCC (Kanada, EU). U¢innost PDT byla
prokdzana rovnéz v Iécbé SCC (Bowenova choroba), avSak ve vice nez poloviné
ptipadli dochazelo k recidivé nadoru. Jisté vysledky také ptineslo pouziti PDT v terapii

Pagetovy choroby. (Agostinis a kol. 2011)

Aktinicka keratoza

Aktinickd keratdza, premaligni 1éze zptsobend nadmérnou expozici slune¢nimu
zafeni, se stala prvni schvalenou dermatologickou indikaci PDT. (Huang 2005)

Utinnost PDT v 1ébé aktinické keratézy byla hodnocena na zékladé
randomizovanych kontrolovanych studii se systémové podavanym porfirmerem sodnym
a topicky podavanou kyselinou ALA a jejim esterem m-ALA. (Agostinis a kol. 2011)
Multicentrické klinické studie ukazaly, ze kombinace ALA (Levulan) a modrého svétla
dosahuje miry kompletni odpovédi, kterd je v porovnani s placebem vyrazné vyssi. Tyto

studie prokézaly u¢innost, bezpec¢nost a dobrou toleranci PDT s ALA, coz vedlo v roce
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2000 k jejimu schvaleni v USA. Také ester m-ALA (Metvix) byl v nékterych zemich
schvalen pro lécbu aktinické keratdzy. (Huang 2005)

Utinnost PDT v 16¢bé& aktinické keratozy byla porovnana s Gi¢innosti daliich
metod jako je kryoterapie nebo topickd aplikace krému s obsahem 5-fluorouracilu.
Vysledky kontrolované randomizované studie, které se ucastnilo 119 pacientl s
aktinickou keratézou v oblasti hlavy a obliceje, ukéazaly vysokou miru odpovédi jak
v ptipadé¢ PDT (89%), tak v piipadé kryoterapie (86%). AvSak pfi pouziti PDT bylo
dosazeno vyrazné¢ lepSich kosmetickych vysledki. Obdobné srovnani probehlo také

s pouzitim m-ALA, pficemz vysledky se v zasadé nelisily. (Agostinis a kol. 2011)

BCC, SCC

Dalsi vyznamnou indikaci PDT je bazocelularni karcinom. BCC je onemocnéni
ze skupiny NMSD, které jen zfidka metastazuje a které mize mit podobu superficialni
(sBCC) nebo nodularni (nBCC). Rozsahla klinickéd studie 3. faze prokazala, ze PDT
s ALA ¢i m-ALA je vhodnou volbou pro lécbu sBCC, vzhledem k mife celkové
odpovédi 80-97%. (Braathen a kol. 2007, Peng a kol. 1997) Jelikoz nBCC zasahuje
obecné hloubé€ji do tkdné€, byl u pacientii trpicich timto onemocnénim zaznamenan
pokles celkové odpovédi na 71%. (Agostinis a kol. 2011)

Srovnani efektu PDT s ALA ¢i m-ALA s chirurgickych vykonem ukazalo, ze po
aplikaci PDT dochazi k castéjsi recidivé BCC, at’ uz nodularni ¢i superficidlni formy.
V randomizované kontrolované studii, které bylo podrobeno 196 pacientti s SBCC, byla
mira recidivy nadoru po PDT 9,3%, zatimco po chirurgické 1é¢bé 0%. Pacienti byli
sledovani 12 mésict po ukonceni terapie. PDT ovSem jednoznac¢né vynikala lep$imi
kosmetickymi vysledky. (Agostinis a kol. 2011)

Spinocelularni karcinom je druhym typem NMSD, ktery byl rovnéz hodnocen
jako potencialni indikace PDT. Na rozdil od BCC je SCC schopny metastazovat a tim
se stava pro terapii komplikovanym. Celkova mira odpovédi zaznamenana po aplikaci
PDT byla zpocatku pomérné vysoka (54-100%), pozdéji vSak dochéazelo k recidivé
nadoru. Nebyla tedy prokézana vyssi uc¢innost PDT oproti konvenénim terapeutickym

metodam. (Peng a kol. 1997)
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6.7.2 Nadorova onemocnéni gastrointestinalniho traktu

Premaligni a maligni 1éze lokalizované v oblasti jicnu, zaludku, zlucovodu,
tlustého stfeva a rekta jsou pro chirurgickou lé¢bu velice rizikové a stavaji se proto
vhodnymi indikacemi pro endoskopickou PDT. (Huang 2005)

Utinek PDT je nejlépe prostudovan na diagndze Barretova jicnu, ktery je pro
PDT teoreticky idealni indikaci. Jedna se o prekancer6zu s vysokym stupném dysplazie,
jejiz rozvoj je spojen s patologickym gastroesofagedlnim refluxem. Takto zménénd tkan
jicnu mize byt pfedstupném vzniku adenokarcinomu. Standardni 1é¢ba Barretova jicnu
pivodné spocivala v odstranéni distalni ¢asti jicnu. Tato metoda vSak byla spojena
s vysokou morbiditou a az 5% mortalitou. Proto se od resekce jicnu postupné opoustélo
a do poptedi se dostaly alternativni endoskopické metody vcetné PDT. (Agostinis a kol.
2011)

Celkem bylo provedeno sedm randomizovanych klinickych studii hodnoticich
efekt PDT u pacientd s Barretovym jicnem. Zatim vSak nelze stanovit, zda PDT je
v ramci 1é¢by Barretova jicnu vice G€innd nez ostatni ablativni 1écebné metody. Dosud
provedené studie nebyly totiz nijak rozséhlé, vétSina z nich sledovala skupinu ¢itajici
méné¢ nez 50 pacientd. Vyskyt nezddoucich ucinkd a jejich zavaznost byl ale
prokazateln€ niz§i ve srovnani s ostatnimi metodami. Nejcastéji dochazelo v disledku
PDT k rozvoji pfetrvavajici fotosenzitivity kize a ke konstrikei jicnu. Klinické studie se
zam¢tily predev§im na pouziti Phofrinu, ktery byl na podkladé vysledkd schvalen
v né¢kolika zemich pro PDT Barretova jicnu a rakoviny jicnu. (Huang 2005, Agostinis a
kol. 2011)

Patologické zmény v oblasti jicnu byly sledovany a hodnoceny jako hlavni,
avSak nikoli jediné indikace PDT zamétené na gastrointestindlni trakt. DalSi studie
demonstrovaly, ze PDT s Photofrinem je Uc¢innou paliativni 1écbou
cholangiokarcinomu. Klinicka studie 3. faze srovnavala G¢innost kombinované metody
stentovani + PDT (n=20) se samotnym stentovanim (n=19). Vysledky ukazaly, ze u
skupiny pacientii lécenych kombinovanou terapeutickou metodou doslo k prodlouzeni
zivota o téméf 1 rok. Bylo potvrzeno, ze endoskopické ozatreni ZluCovodu je bezpecné a
ucinné u neoperovatelného cholangiokarcinomu a miize vyznamné snizit cholestazu a

dlouhodobé zvysit kvalitu zivota. V souCasné dob& probihaji v USA a Kanad¢
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multicentrické klinické studie, které wusiluji o schvdleni PDT pro pacienty
s diagnostikovanym cholangiokarcinomem. (Huang 2005, Agostinis a kol. 2011)
Utinky PDT byly sledovany rovnéz u pacientli s neoperovatelnym nadorem
slinivky bfisni, srakovinou rekta a u pacientli s ndlezem polypli v oblasti tlustého
stteva. Studie vénované témto nadorovym onemocnénim maji ale predevSim
experimentalni charakter a prozatim nebyly ziskdny potfebné udaje, které by PDT

mohly schvalit jako terapii téchto diagnéz. (Agostinis a kol. 2011)

6.7.3 Rakovina prostaty

Soucasna konvencni terapie karcinomu prostaty zahrnuje radikalni pfistupy jako
chirurgické zakroky, radioterapie, kryoterapie, termoterapie nebo hormondlni 1écba.
Mira kompletni odpovédi je u téchto metod pomérné vysokd, avSak vzhledem
k blizkosti ptirozenych struktur jako mocovy méchyt, rektum a sit’ nervli dochazi casto
k rozvoji nezadoucich ucinkti zahrnujicich inkontinenci ¢i erektilni dysfunkci. (Nathan a
kol. 2002)

PDT s vyuzitim optickych vldken nabizi vyS$si selektivitu s redukei toxickych
ucinkti ve zdravé tkani. PDT se pouzivé jako metoda navazujici na radioterapii (EBRT,
external beam radiotherapy), po které¢ doSlo k opétovnému nadorovému bujeni.
(Trachtenberg a kol. 2007)

V ramci klinickych studii byly krom¢ Photofrinu hodnoceny zejména PS druhé
generace, konkrétné m-TPHC, motexafin lutecium a padoporfin. Nathan a kol. sledoval
ucinky m-TPHC v prvni a druhé fazi klinickych studii. Léceno bylo 14 pacientl, u
kterych doSlo k opétovnému nariistu PSA (prostate specific antigen) po absolvovani
radioterapie. PS byl aplikovan intraven6zné a tkan byla ozafena uvnitt zlazy s pouzitim
optickych vldken. Lécba byla obecné dobife tolerovana a snizeni PSA bylo
zaznamenano u 9 pacientii. Nezadouci ti¢inek v podobé stresové inkontinence se objevil
u 4 pacientli, coz je v porovnani s konvenc¢nimi metodami mirné zlepSeni. Incidence
sexudlni dysfunkce byla vSak vysoka, k jejimu rozvoji doslo u 4 ze 7 pacientd, kteti byli
pfed zahdjenim terapie schopni pohlavniho styku. U jednoho pacienta se nasledkem
terapie rozvinula urorektalni fistula. (Nathan a kol. 2002)

Dobry potencial pro 1écbu rakoviny prostaty ma padoporfin, jehoz ucinek je

zalozen na naruseni krevniho zdsobeni nadoru. Klinické studie prvni faze se ucastnilo
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24 pacientti, u kterych biopsie prokadzala zhoubny nalez po ukonceni radioterapie.
Tookad byl podavan intraven6zné za témét soucasného ozareni tkané prostiednictvim
optickych vlédken. Tato studie potvrdila bezpe¢nost antivaskularniho efektu PDT
s padoporfinem. Nésledovala 2. faze studie, ve které bylo 28 pacientli l1é¢eno PDT
srostouci davkou svétla. Odpovéd na terapii byla hodnocena pomoci biopsie
s odstupem 6 mésich od ukonceni lécby. Takto byla prokdzana ucinnost PDT
s padoporfinem. U zadného z pacientd nedoSlo k rozvoji inkontinence ¢i k naruseni
erektilni funkce. U dvou pacientli byla zaznamendana uretrorektalni fistula. (Agostinis a

kol. 2011, Trachtenberg a kol. 2007)

6.7.4 Bariéry klinické aplikace PDT

Ackoli byla PDT pouzita u onkologickych pacientt jiz kolem roku 1900, jeji
prinik do rutinni klinické praxe stile zlstava relativné pomaly. V soucasné dobé je
zndmo nékolik indikaci, pro které je PDT wvysoce U¢innd. V mnoha piipadech
pfedstavuje pro pacienty zejména alternativni a paliativni 1éCebnou metodu, ¢i je
aplikovana v ramci klinickych testli. Vyznamu nabyva jako 1é€ebnd metoda navazujici
na chirurgickou Ilécbu, radioterapii ¢i chemoterapii u pacientli s perzistujicim
onemocnénim. Jednu z hlavnich bariér pfedstavuje nedostatek 3. faze klinickych
zkousek, které by jasné demonstrovaly vyhody PDT, které pievysuji konvencni, bézné
uzivané metody. Nizky pocet klinickych studii mize také souviset s jejich financni
narocnosti. Problém Iékafi spatiuji také v samotné aplikaci terapie, ktera vyzaduje
presnou manipulaci a také znalost individudlni dozimetrie. Vhodna je proto spoluprace
s radiologem ¢i 1ékaiskym fyzikem. V neposledni fadé mtze byt pouziti PDT omezeno
také prolongovanou fotosenzitivitou kiize. (Agostinis a kol. 2011, Kessel 2015)

Bariéry pro zafazeni PDT mezi rutinné uzivané metody klinické praxe by mohly
byt piekonany detailnéjSimi poznatky z dozimetrie, dokonalejSimi laserovymi
technologiemi se snaz$im ovladanim a samoziejm¢ také hledanim novych PS

s redukovanymi nezddoucimi ucinky. (Agostinis a kol. 2011)
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7 CILE PRACE

e studium svétlem indukované toxicity (ECsp) nové syntetizovanych
ftalocyaninovych fotosenzitizéri P9-0Zn a ZIP21Zn na bunécné linii lidského
cervikalniho karcinomu (HeLa)

e studium vlastni toxicity (TCsg) a stability emulgujicich piisad a nosica
(Cremophor EL, DMSO, liposomy, Si nanocastice, modifikované¢ Si
nanocastice) — samostatné a v kombinaci s PS

e posouzeni vhodné kombinace PS a emulgatoru/nosice

e studium subcelularni lokalizace PS

e pokusit se blize popsat jevy, které probihaji béhem bunécného poskozeni vlivem

PDT
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8 METODICKA CAST

8.1 MANIPULACNI VYBAVENI PRO PRACI S BUNKAMI

e kultiva¢ni lahve T75 (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, plocha dna 75 cm®

e kultivatni mikrotitraéni destitcky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni,
96-jamkové

e Petriho misky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, dno o priméru 6 cm

e centrifugatni zkumavky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, o objemu 15 ml a
50 ml

e mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko) — sterilni, o objemu 0,5 ml; 1,5 ml;
2 ml; 5 ml

e sérologické pipety (TPP, Svycarsko) — sterilni, plastové, o objemu 1 ml; 2 ml;
5ml; 10 ml; 25 ml

e pipetovaci nastavce Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko) a SwiftPet+ (HTL,
Polsko)

e automatické pipety (Eppendorf, Némecko) — riizné rozsahy

e multikanilové pipety elektronické (Biohit, Finsko) — 8 kanalt, 50-1200 pl

e Spicky pro pipety (Eppendorf, Némecko) — sterilni, plastové, rozného rozsahu

e Pasteurovy pipety (Brand, Némecko) — sterilni, plastové

e vanicky — sterilni, plastové

e laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceské republika) — sterilni

¢ Biirkerova komiirka (Brand, Némecko)

e sklicka pro mikroskopii — podlozni, kryci

8.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

e box s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1,2 (Euroclone, Italie)
e bunécny inkubator (Sanyo, Esco)

e vodni lazeit (Memmert, Némecko)
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e xenonova lampa (Newport Comporation, USA) — 450W, s vodnim a long-pass
filtrem Newport OG570

e tfepacka mikrotitracnich desticek Heidolph Titramax 100 (Heidolph
Instruments, Némecko)

e (teCka mikrotitracnich desticek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko)

e centrifuga Hermle Z 300

e invertovany fluorescencni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

e invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Ti E (Nikon, Japonsko)

8.3 LATKY UZIVANE PRI KULTIVACI BUNEK

e kultivacni médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Lonza,
Belgie) neobsahujici fenolovou ¢erven a L-glutamin

e fetdlni bovinni sérum FBS (Lonza, Belgie) — tepelné inaktivované

e pufr HEPES (Sigma, Némecko)

e roztok P/S (Lonza, Belgie)

e pufr PBS (Phosphate bufferd saline; MP Biomedicals, USA)

e roztok trypsinu s EDTA (Lonza, Belgie)

8.4 OSTATNI REAGENCIA A CHEMIKALIE

e peroxid vodiku (Fluka; Sigma, Némecko)

e trypanova modr (Sigma, Némecko)

e fixacni roztok — hexahydrat chloridu vapenatého (Sigma, Némecko) v 0,5%
formaldehydu (Penta, Ceské republika)

e lyzacni roztok pro stanoveni neutralni cervené — 1% roztok kyseliny octové
(Penta, Ceska republika) v 50% roztoku etanolu (Penta, Ceska republika)

e neutrdlni ¢erven (Sigma, Némecko) — zasobni roztok 3,3 mg/ml, pracovni roztok
80 ng/ml

e propidium jodid (Molecular Probes, USA)
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® aqua purificata (Millipore, USA)

o fotosenzitizéry ftalocyanin P9-0Zn a azaftalocyanin ZIP21Zn (védeckd skupina
doc. PharmDr. Petra Zimc¢ika, Ph.D., Katedra farmaceutické chemie a kontroly
léciv, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové)

e Cremophor EL (pfipraven ve spolupraci s doc. PharmDr. Veronikou
Novakovou, Ph.D.)

e liposomy (pfipraveny ve spolupraci s doc. PharmDr. Veronikou Novékovou,
Ph.D.)

e Si nano&astice (Ing. Kamil Lang, CSc., Oddéleni materidlové chemie, Ustay
anorganické chemie AV CR)

e KK638A NH;" modifikované Si nano&astice (Ing. Kamil Lang, CSc.)

o KK638B modifikované Sinanocastice (Ing. Kamil Lang, CSc.)

e DMSO (Sigma, Némecko)

8.5 POUZITE FOTOSENZITIZERY

Jako fotosenzitizéry byly pro vSechny experimenty pouzity latky ze skupiny
periferné (B) substituovanych ftalocyanini a azaftalocyanini, které byly pro naSe ucely
pfipraveny na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Farmaceutické fakulty
v Hradci Krélové védeckou skupinou doc. PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D. Konkrétné se
jednalo o ftalocyanin P9-0Zn (phtalocyanine, Pc) a jeho aza-analog ZIP21Zn
(tetrapyrazinoporphyrazine, TpyzPz).
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Obrazek 18 Struktury pouZzitych fotosyntetizéri P9-0Zn (vpravo) a ZIP21Zn (vlevo) (Novakova a kol. 2015)

Isosterickd zaména aromatického C-H fragmentu za atom dusiku zptsobuje

posun absorpéniho maxima o zhruba 50 nm. Absorpéni maximum P9-0Zn dosahuje

hodnot 707 nm, zatimco absorpéni maximum jeho aza-analogu ZIP21Zn nalezneme pfi

657 nm. Kvantové vytézky fluorescence @ se u obou sloucenin pohybuji v hodnotach

okolo 0,25. Kvantové vytézky singletového kysliku @, v DMF se nachazeji v hodnotach

nad 0,60 a ukazuji na vysokou produkci 'O, a tedy i vhodnost latek pro jejich pouziti

v ramci PDT. (Novakova a kol. 2015)

Ftalocyanin i jeho aza-analog byly zkouSeny v kombinaci s ¢inidly zabraiujici

agregaci PS ve vodném prostiedi. Jako tyto nosice jsme pouzili Cremophor EL, Si

nano¢astice, modifikované Si nano¢astice KK638B a KK638A NH;', liposomy a

DMSO.

Tabulka 3 Zakladni informace o fotosenzitizérech studovanych v této praci

Fotosenzitizér Typ jadra A max /M @, @5
P9-0Zn Pc 707 0,63 0,24
ZIP217Zn AzaPc 657 0,65 0,27
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8.6 PRIPRAVA LIPOSOMU A CREMOHPOHRU EL

Liposomy  byly pfipraveny  rozpusténim  1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholinu (DOPC) v chloroformu p.a. (0,05 mmol findlni konecntrace, 15 ml
celkovy objem) a odpafeny dosucha ve vakuové odparce. K vysusenému filmu bylo
pridano 250 pl zadsobniho roztoku PS v tetrahydrofuranu p.a. (200 uM) a opét odpateno
do sucha (teplota lazné < 35°C, tlak < 10 mbar, 20 min). K filmu DOPC s PS bylo
opatrné pridavano bezsérové médium (SFM). Nasledovalo dikladné roztfepani na
vortexu (2-3 min), hydratace (3-4 h) a opétovné roztiepani vortexem (5 min). Poslednim
krokem je extruze v extruderu (21 opakovani), ¢imz se ziskd homogenni suspenze
liposomil (25 mM DOPC, 25 uM PS) o jednotné velikosti.

Prvnim krokem piipravy mikroemulze Cremophoru EL bylo rozpusténi 0,5 g
MCT a 1,25 g Cremophoru EL v 10 ml chloroformu p.a. a zhomogenizovani.
Nasledovalo ptidani 5 ml roztoku PS (200 uM v tetrahydrofuranu p.a.) a promichani.
Smés se dukladné odpatila na vakuové odparce (40 °C, < 10 mbar, 30 min).
Mikroemulze byla pfipravena ptidanim SFM a diikladném promichani (1 h) na tfepacce,
dokud nebyl roztok zcela transparentni.

V obou ptipadech byly nosicové systémy v SFM pted aplikaci smiseny
vpoméru 1:1 s médiem obsahujicim dvojnasobné mnozstvi séra. Monomerni stav a
koncentrace PS byly kontrolovana fluorimetricky.

Ptiprava probihala ve spolupraci s doc. PharmDr. Veronikou Novékovou, Ph.D.

8.7 BUNECNA LINIE HeLa

Bunéénd linie HeLa byla pro experimentdlni praci ziskana z Americké banky
bunéénych kultur (American Type Cell Culture Collection, ATCC, USA). Jedna se o
bunécénou linii nadorové transformovanych epitelovych bunék ptivodné odebranych
vroce 1951 zmaligniho karcinomu délozniho ¢ipku. Dnes maji buniky HeLa velice
Siroké uplatnéni a patii k nejCastéji uzivanym bunéénym modelim v biologickém
vyzkumu. (Adey a kol. 2013, Landry a kol. 2013)

Vyhodou téchto bunék je jejich velice rychla a v podstaté neptetrzita proliferace,

proto o nich také mluvime jako o tzv. nesmrtelné bunécné linii. Nevyhodou vSak
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zUstava moznd pritomnost provirti napt. lidského papilomaviru v genomu, proto je tfeba

s timto rizikem pfi experimentéalni praci pocitat.

8.8 KULTIVACNI MEDIUM

HelLa bunky byly kultivovany v zdkladnim médiu DMEM (Dulbecco‘s
modiefied Eagle‘s medium) s absenci fenolové cervené. K zdkladnimu médiu bylo
pfiddno 50 ml hiFBS (heat inactivated Fetal bovine serum), 5 ml pufru HEPES o
koncentraci 1 M, 5 ml roztoku P/S (Penicilin/Steptomycin) a 10 ml L-glutaminu. Po
dikladném promichani bylo pfipravené kultivatni médium uchovavano v lednici
prekryté vydezinfikovanou aluminiovou folii. Takto pfipravované médium obsahujici

sérum je ozna¢ovano jako SCM (serum-containing medium).

8.9 KULTIVACE BUNEK, PASAZOVANI

Buiiky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich s plochou dna 75 cm?”. Kultivace
probihala v inkubdtoru za standardnich podminek (37 °C, 5% CO,, konstantni
humidita). Buniky jsme pravidelné¢ mikroskopicky kontrolovali, abychom se ujistili, Ze
nedochdzi k jejich abnormdlnim morfologickym zméndm ¢i zda neni pfitomna
kontaminace.

Pti dosazeni konfluence 80-90%, k cemuz dochézelo kazdy 3. - 4. den inkubace,
bylo nutné buiiky zpasdzovat. Pojem pasazovani, tzv. subkultivace, znamena cilené
udrzovani a rozmnozovani buné¢k v podminkéch in vitro. Jednd se o opakovany pienos
pomérné casti bunék do Cerstvého kultivacniho média za Gcelem rozmnozeni bunék a
zabranéni jejich nezddoucim zménam. Pomér bun¢k a média byl volen na zékladé
aktualniho poctu bun¢k a poméru piedchozi paséaze.

Z puvodni kultivacéni 1dhve jsme odebrali staré médium a bunky jsme dvakrat
oplachli 5 ml ptedehiatého sterilniho PBS. Takto jsme odstranili zbytky séra, které
obsahuje trypsin inaktivujici slozky. Nasledné byl ptfidan 1 ml pfedehiatého roztoku
trypsinu s EDTA, ktery jsme rovnomérné rozprostieli po celém dné ldhve. Lahev byla
uzaviena a umisténa do inkubatoru na dobu max. 5 min. Za tento Cas se bunky

v ptitomnosti trypsinu oddéli ode dna a je mozné s nimi dale pracovat. Po piekroceni
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uvedené doby ovSem zalind byt trypsin pro bunky toxicky, proto je tieba Casovy
interval dodrzet. Inaktivace trypsinu byla provedena ptidanim 9 ml pfedehiatého SCM.
Nésledné byly buiiky dikladné oplachnuty a resuspendovany opakovanym nasatim a
vypusténim proti dnu ldhve. Pomérna ¢ast bunéné suspenze byla pienesena do nové
kultivaéni lahve obsahujici 15 ml Cerstvého ptedehiatého SCM. Pomoci pipety byly
bunky fadn€ promichany a nasledné rovnomérné rozprostieny po dnu kultivacni ldhve.
Lahev byla umisténa do inkubatoru, kde byly builky kultivovany za standardnich
podminek do dal§iho pasazovani.

Zbylou bunéfnou suspenzi jsme pouzili na nasazeni bunék pro samotné

experimenty.

8.10 POCITANI BUNEK - STANOVENI POCTU ZIVYCH BUNEK

Pocet zivych bunék byl stanoven mikroskopickou metodou pomoci Biirkerovy
komirky a barveni trypanovou modii.

Do mikrozkumavky o objemu 0,5 ml jsme nepipetovali 100 pl trypanové modii
o koncentraci 0,4%. Néasledn¢ jsme do téZze mikrozkumavky ptidali 100 pl dikladné
resuspendované bunécéné suspenze, pochdzejici z vyse popsaného pasdzovani, a pomoci
mikropipety dobfe promichali. Buiiky byly inkubovany spolu s barvivem pfi laboratorni
teploté po dobu zhruba 5 min. Poté byla suspenze opét promichdna a nanesena na
Biirkerovu komtirku, 10 pl na kazdou polovinu. Pod mikroskopem byly pocitany
neobarvené burky.

Trypanova modr je barvivo, které dobfe prochazi ptes plazmatickou membranu
bunék. Mrtvé buiiky nejsou schopny toto barvivo opét vypuzovat z nitra ven a zlistavaji
obarvené. Naproti tomu bunky zivé si zachovavaji schopnost barvivo extracelularné
transportovat a v mikroskopu se jevi jako svétlé Gtvary na lehce modrém pozadi. Bunky
byly pocitany pod mikroskopem pii desetindsobném zvétSeni a to v péti ctvercich kazdé

poloviny Biirkerovy komtrky. Vysledny pocet bun¢k byl pfepocitan na 1 ml suspenze.

77



8.11 NASAZOVANI BUNEK NA EXPERIMENTY

Aby byly zachovany maximalné shodné podminky a byla tak zajiSténa
reprodukovatelnost vysledktli, bylo nezbytné pro dany pokus pouzit vzdy stejny pocet
bunék a stejné kultivacni nddoby. Pro cytotoxicitni experimenty byla pfipravena
suspenze bunék o koncentraci 100.10° bun&k/ml. Tuto koncentraci jsme ziskali po
nafedéni suspenze, kterd zbyla po pasdzovani, predehratym kultivaénim médiem. Takto
pfipravenou suspenzi jsme nanesli pomoci multikanalové automatické pipety na
96-jamkov¢ desticky po 100 pl do kazdé jamky. Kazda jamka tak obsahovala ptiblizné
10 000 bungk. Desticku jsme nechali inkubovat v inkubatoru pii 37 °C, 5% CO, a za
konstantni humidity po dobu 24 hodin.

8.12 PRIDANI STUDOVANYCH LATEK

Po 24 hodinach byly k bunééné suspenzi ptidany studované latky. Jeden sloupec
slouzil jako tzv. blank — negativni kontrola. K buitkdm v tomto sloupci byla pfidana
letalni davka roztoku peroxidu vodiku (200 uM). Kontrolnim butikdim bylo vyménéno
médium za Cerstvé.

Studovanymi latkami byly ftalocyanin P9-0Zn a jeho aza-analog ZIP21Zn
v nosi¢ovém systému. Z jejich zdsobnich roztokl v kultivacnim médiu byla pfipravena
koncentra¢ni fada roztokd o koncentraci 0,01-50%. K tfedéni zasobnich roztokli bylo
vyuzito predehidté SCM. Soucasné byly studovany také Cisté nosiové systémy.
Bunkam bylo odebrano staré médium a nasledné nahrazeno 100 pl pracovnich roztokl o
dané koncentraci.

Jelikoz ftalocyaniny patii mezi latky citlivé na svétlo (princip jejich
cytotoxického ucinku), prace s nimi musela probihat za tmy ¢i minimalniho osvétleni,
aby se zabranilo jejich pfedCasné aktivaci. Ze stejného divodu byly desticky pted
vlozenim do inkubatoru obaleny hlinikovou f6lii. Inkubace se studovanymi latkami pted

ozéafenim aktivujicim svétlem trvala 12 hodin.
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8.13 AKTIVACE FOTOSENZITIZERU

Po 12 h inkubaci se studovanymi latkami byly buniky oplachnuty SCM a 100 pl
cerstvého média bylo pfidano. Fototoxicita byla nasledné indukovana ozafenim bunck
Gervenou &asti viditelného svétla (A > 570 nm; 12,4 mWem™ ; 11,2 J cm™). Zdrojem
tohoto svétla byla 450 W xenonova lampa osazend long-pass a vodnim filtrem
k odfiltrovani nezddoucich vinovych délek. Ozaieni probihalo po dobu 15 min. Poté
byly bunky piemistény do inkubdtoru na 24 hodin a nésledn¢ vyhodnocena jejich

viabilita pomoci testu vychytavani neutralni cervené.

8.14 STANOVENI ZIVOTASCHOPNOSTI BUNEK ZA VYUZITI TESTU
VYCHYTAVANI NEUTRALNI CERVENE

Neutralni cervenn (NR, neutral red) je supravitalni, slabé kationické barvivo,
které je schopné difundovat v nenabité¢ formé pres bunéénou membranu a akumulovat
se v lysozomech. Vychytavani NR zavisi na schopnosti buniky udrzovat pH gradient
prostiednictvim syntézy ATP. V Zivych bunkach je lysozomalni pH kyselejsi nez pH
cytoplazmy. Barvivo je vtomto kyselém prostiedi protonizovano a v dusledku toho
nemuze difundovat zpét do cytosolu a ziistdva uvnitt lysozomi. Pokud je vSak
membrana lysozomul poskozena, dochazi k naruSeni pH gradientu a barvivo se snadno
vymyva. Pocet zivych bunck lze proto stanovit na zakladé pfimé iméry k mnozstvi
zadrzovaného barviva. (Repetto a kol. 2008)

K bunkam bylo ptidano 100 pl pracovniho roztok NR v médiu o koncentraci
80 png/ml a bunky s NR byly inkubovany v CO; inkubatoru 2 h. Nésledné¢ bylo médium
odstranéno a nahrazeno 100 pl fixacniho roztoku (1% CaCl, v 0,5% formaldehydu).
Fixace probihala pfi laboratorni teploté¢ 15 min. Poté byly buniky dvakrat oplachnuty
100 pl PBS. Nasledn¢ byl k buiikdm napipetovan lyza¢ni roztok (1% roztok kys. octové
v 50% roztoku etanolu), 200 ul do kazdé jamky. Desticky byly umistény na deskovou
ttepacku a po dobu 30 min byly lyzovany pfti laboratorni teploté.

Vyhodnoceni experimentu bylo provedeno spektrofotometricky za vyuziti
¢tecky mikrotitracnich desticek TECAN Infinite 200M. Byla méfena absorbance pii

540 nm a zivotaschopnost bun€k byla vyjadiena jako procenta kontroly.
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8.15 UPTAKE BUNEK

Uptake bunck je experiment umoziujici stanovit Casovy profil akumulace
testované latky uvnitf buiiky. V naSem ptipad¢ byla studovanou latkou ftalocyanin
P9-0Zn v Cremophoru EL. Bunéfna suspenze byla nanesena na Petriho misky o
priméru 6 cm, na kazdou misku 5 ml suspenze ve findlni koncentraci 4,5 x 10* bunék
na misku a nechaly se 24 h riist. V ¢asovych intervalech 12; 8; 6; 4; 2; 1; 0,5 a 0 h pted
ukoncenim experimentu jsme k builkdm nanesly studovanou latku ve findlni
koncentraci 0,1 obj. % (posledni netoxicka koncentrace). Nasledné¢ byly buinky tfikrat
oplachnuty 5 ml piedehifatého PBS a ihned bylo pfidano 5 ml pfedehfatého média.
Buiiky byly ze dna misek seSkrabany, preneseny do centrifugacnich zkumavek o
objemu 15 ml a stoCeny na cetrifuze (5 min, 70 X g). Supernatant byl odstranén,
nahrazen 2 ml Cerstvého média a peleta bunc¢k byla opatrné resuspendovan a znovu
zcentrifugovana. Médium ve zkumavce jsme odsali a pfidali 0,5 ml DMF. Vzorky byly
poté lyzovany pies noc pii teploté -20 °C, rozehtaty na pokojovou teplotu, naneseny na
cernou 96-jamkovou desticku s transparentnim dnem a pomoci ¢tecky mikrotitra¢nich

desticek byla zmétena fluorescence (Aex = 364 nm, Aeyy = 709 nm).

8.16 VYHODNOCENI DAT

Vysledky méfeni byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corporation, USA). Grafické a statistické zpracovani pak probihalo pomoci
softwaru GraphPad Prism v.6.04 (GraphPad Software, USA). Bylo vyuzito
jednofaktorové analyzy rozptylu (one-way ANOVA) s Bonferroniho post hoc metodou.
Vysledky byly brany jako statisticky vyznamné, pokud *p<0.05, **p<0.01 a
*#%p<(0.001. Data jsou vyjadieny jako procenta neovlivnéné kontroly a variabilita
vysledkll znazornéna jako smérodatna odchylka. VSechny experimenty byly provedeny

minimalné ve tfech opakovanich (n > 3).
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8.17 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Pomoci fotografické dokumentace byly zaznamenany morfologické zmény
bunék a subcelularni lokalizace PS, kterd je zasadni pro urceni typu bunécné smrti
indukované PDT. Hodnoceni je zaloZzeno na vlastni fluorescenci PS, kterd je detekovana
fluorescencnim mikroskopem.

Vizualizace jednotlivych bunéénych kompartmentii (jadra, mitochondrie,
lysozomy) byla provedena pomoci specifickych sond. Pro fotografickou dokumentaci
byl pouzit invertovany epifluorescenéni mikroskop Nikon TiE (Nikon, Japonsko) s
chlazenou sCMOS kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvi).

Pro tyto experimenty byly nasazeny buiiky na Petriho misky vhodné pro
konfokalni mikroskopii (WillCo Wells, Nizozemi) a inkubovany s P9-0Zn
v Cremophoru EL ¢i Si nanocasticich. Po 24 hodinach od nasazeni bylo bunikdm
vyménéno médium a nasledné byly ozafovany Xe lampou po dobu 15 min. Ozatovani
bylo uplatnéno pouze pro posouzeni morfologickych zmén bunék vyvolanych
fotodynamickou aktivitou PS. Buiky byly dvakrat oplachnuty predehiatym PBS, poté
byly pfidiny 2 ml cerstvého bezsérového média s pozadovanymi fluorescenénimi

sondami.

8.17.1 Fluorescen¢ni barveni jader

Pro vizualizaci jader bun€k byla pouzita fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342
(2 pg/ml) v kombinaci s propidium jodidem (PI; 0,5 pg/ml).

PI je Cervené fluorescencni barvivo vazajici se na DNA/RNA interkalaci mezi
bazemi. Za normdlnich podminek se nachdzi mimo buiky, jelikoz neprochazi ptes
neporusené¢ membrany. Pokud vSak dojde k poSkozeni bunécné/jaderné membrany, PI
snadno pronika do bunky a jadra. Tohoto jevu se pouziva k identifikaci bunck ve fazi
pozdni apoptdzy a nekrozy.

Hoechst 33342 je modrd fluorescencni sonda, kterd je schopnd prochazet
membranami a barvit tak nukleové kyseliny vSech bunék. Toto barvivo je velmi citlivé
ke konformaci DNA a chromatinu v buiikdch a lze jej proto pouzit k identifikaci bunék

podstupujici riizné fdze apoptdzy.
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8.17.2 Fluorescen¢ni barveni mitochondrii

Pro zobrazeni mitochondrii pifi fotografické dokumentaci byla pouzita
fluorescencni sonda MitoTracker Green (2 uM), ktera se koncentruje v aktivnich
mitochondriich a vykazuje zelenou fluorescenci nezavislou na membranovém

potencidlu. Z tohoto diivodu se hodi ke studiu mitochondridlni morfologie.

8.17.3 Fluorescen¢ni barveni lysozomu

Pro fluorescen¢ni zviditelnéni lysozomil jsme pouzili sondu LysoTracker Blue
(2 uM). Jedna se o modré fluorescencni barvivo, které se vychytava v subcelularnich

kompartmentech s nizkou hodnotou pH. Mezi takové organely patii pravé lysozomy.
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9 VYSLEDKY

9.1 CYTOTOXICITNi EXPERIMENTY

9.1.1 Ftalocyanin P9-0Zn

Uginek latky po aktivaci svétlem byl sledovan na bunééné linii HeLa ve $kale
ruznych koncentraci PS. Pfi hodnoceni fototoxicity byl ftalocyanin P9-0Zn postupné
kombinovan se tfemi riiznymi, potencialné vhodnymi nosi¢ovymi systémy: Cremophor
EL (Obr. 19), liposomy (Obr. 20) a Si nanocastice (Obr. 21). Vysledky byly zpracovany
graficky, pri¢emz v jednotlivych grafech je zelenou barvou oznafen vzdy prazdny

nosic¢ovy systém, vlastni latka je zndzornéna Cervené.

P9-0Zn v Cremophoru EL
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Obrazek 19 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu P9-0Zn na nosi¢i Cremophor
EL (¢ervena) a prazdnému nosi¢ovému systému (zelena) v pritomnosti aktivujiciho zafeni. Experiment byl
proveden v péti opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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P9-0Zn v liposomech
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Obrazek 20 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu P9-0Zn v kombinaci
s liposomy (¢ervena) a prazdnému nosi¢ovému systému (zelena) v pi‘itomnosti aktivujiciho zafeni. Experiment
byl proveden ve ti‘ech opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.

P9-0Zn v Si nanocasticich
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Obrazek 21 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu P9-0Zn v Si nanocasticich
(Cervena) a prazdnému nosi¢ovému systému (zelend) za pritomnosti aktivujiciho zafeni. Experiment byl
proveden ve ¢tyi‘ech opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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9.1.2 Azaftalocyanin ZIP21Zn

Utinek azaftalocyaninu ZIP21Zn po aktivaci svétlem byl taktéz sledovan na
bunééné linii HelLa vriznych koncentracich latky. AzaPc byl vtomto hodnoceni
kombinovan s nasledujicimi nosi¢ovymi systémy: Cremophor EL (Obr. 22), liposomy
(Obr. 23), Si nanocastice (Obr. 24) a modifikované Si nanocastice KK638B (Obr. 25) a
KK638A NH;" (Obr. 26). Vysledky byly zpracovany do grafii, ve kterych zelena barva

zastupuje samotny nosi¢ovy systém, zlutou barvou je vyjadren sledovany PS.

ZIP21Zn v Cremophoru EL

-
b=
o

wh

bilita (% kontroly)

o
o

ok L

ra

navia

Bunéc

N N H N \2) N )
096 Q‘Q Q‘Q Q- QF

koncentrace (obj.%)

Obrazek 22 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP21Zn v Cremophoru
EL (Zluta) nebo Cistému nosicovému systému (zelena) za piitomnosti aktivujiciho zafeni. Experiment byl
proveden v péti opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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ZIP21Zn v liposomech
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Obrazek 23 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP21Zn v liposomech
(Zluta) nebo Cistému nosiCovému systému (zelena) za piitomnosti aktivujiciho zaieni. Experiment byl
proveden ve tiech opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.

ZIP21Zn v Si nanoc¢asticich

-
b=
o

ok

(5.
o

el

Bunécna viabilita (% kontroly)

o

N N
o S & & o° '\ D

koncentrace (obj.%)

Obrazek 24 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP21Zn v kombinaci
s nosi¢em v podobé Si nanocastic (Zluta) nebo Cistému nosi¢ovému systému (zelena) za piitomnosti aktivujiciho
zafeni. Experiment byl proveden ve ¢tyfech opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a
*kk

p<0.001.
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ZIP21Zn v KK638B nanodasticich
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Obrazek 25 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP21Zn v KK638B
nanocasticich za pritomnosti aktivujiciho zafeni (Zluta) nebo bez pritomnosti svétla (zelena). Experiment byl
proveden ve dvou opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.

ZIP21Zn v KK638A NH3+ nanodasticich
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Obrazek 26 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP21Zn
v KK638A NH;" nanodasticich za p¥itomnosti aktivujiciho zafeni (Zlutd) nebo bez pritomnosti svétla (zelens).
Experiment byl proveden ve dvou opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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9.1.3 Porovnani cvtotoxického pusobeni studovanvch fotosensitizéru a jejich
nosicovych systému

Po zpracovani experimentalné ziskanych vysledkti bylo mozné vyhodnotit, Ze
cytotoxické plsobéni P9-0Zn se jevi jako vyhodngj$i. Ditkkazem toho je postupné
klesajici viabilita bun¢k HeLa se zvySujici se objemovou koncentraci PS oproti skupiné
neobsahujici PS, ktery byl aktivovan svétlem vhodnén vinové délky. ZIP21Zn
v porovnani s P9-0Zn vyzaduje vyssi koncentrace, aby mohl v pfitomnosti aktivujiciho
zateni pusobit jako cytotoxické agens. P9-0Zn vSak oproti ZIP21Zn prokézal schopnost
poskozovat buiiky po ozareni — piedevsim v Si nanocasticich (Obr. 21). Bohuzel se tato
aktivita projevila azv koncentracich, kdy se jiz vyrazné projevila i toxicita nosi¢ovych
systémul.

Pfi porovnani jednotlivych nosiCovych systémi je ziejmé, Ze liposomy jsou
z hlediska cytotoxicity nejvhodnéjsi. Viabilita bun€k zlstava i pti zvySujici se objemové
koncentraci nosice témet nezménéna. Bohuzel se ale neprojevily cytotoxické vlastnosti
studovaného PS, ktery byl spolu s timto nosi¢em aplikovan na buiiky a aktivovan
svétlem prislusné vinové délky (Obr. 20 a Obr. 23), cozZ je dano nizkou koncentraci PS
v nosiCovém systému. Ostatni nosiCové systémy (Cremophor EL, Si nanocastice,

KK638B nanocastice a KK638A NH;' nanodastice) jsou v porovnani s liposomy

vvvvvv
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9.1.4 DMSO

Toxicita vyvoland aktivujicim zafenim byla hodnocena rovnéZz pro nosi¢ DMSO
v riiznych koncentracich latky. Uginky DMSO byly sledovany opét na bun&ené linii
Hela a vysledky byly graficky zpracovany (Obr. 27).
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Obrazek 27 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci latky DMSO za pritomnosti aktivujiciho
zafeni. Experiment byl proveden v péti opakovanich, kazdy v kvadruplikatu; *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.

Z grafického zpracovani vysledki je patrny velky narast toxicity latky nad
1 obj. %. Tato hodnota je limitni koncentraci DMSO, kterou by teoreticky bylo jesté
mozné pouzit za ucelem solubiliza¢niho Cinidla pro bezpe¢nou aplikaci PS v naSem
experimentalnim uspofadani. V praxi se ale ukézalo, Ze i v nizkych koncentracich
pouzitého PS, ktery je v DMSO rozpustny, dochdzi po smiseni s vodnymi rozotky
(véetné¢ SFM a SCM) k vykrystalizovani studované latky, a tudiz plné ztraty jeji

ucinnosti. Dalsi experimenty proto nebylo mozné provést.
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9.2 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Veskera fotografickd dokumentace probihala za pouziti bunééné linie HeLa a
P9-0Zn. PS byl pro tyto Gcely hodnocen v kombinaci se dvéma typy nosic¢it v podobé
Cremophoru EL a Si nanocastic. Kontrolnimi buikami jsou bunky, ke kterym nebyl
pfidan PS. VSechny fotografie byly pofizeny invertovanym epifluorescenénim

mikroskopem Nikon TiE.

9.2.1 Subcelularni lokalizace

Pro hodnoceni subcelularni lokalizace P9-0Zn byla pouzita sonda MitoTracker
Green (zelené fluorescencni barveni mitochondrii, fluorescencni filtry pro kanal FITC)
a sonda LysoTracker Blue (modré fluorescen¢ni barveni lysozomi, fluorescencni filtry
pro kanal DAPI). Vizualizace P9-0Zn je zaloZena na vlastni fluorescenci PS, kterou lze
pozorovat fluorescenénim mikroskopem s pouzitim filtrli pro kanal Cy5. Subcelularni
lokalizace byla hodnocena za postupného pouziti dvou typi nosic¢li PS - Cremophor EL
(Obr. 28) a Si nanocastice (Obr. 29).

Na snimcich oznafenych pismenem A mizeme pozorovat strukturu lysozomil,
kterd je viditelna diky cervenému signalu hodnocené¢ho PS. Jednd se o bodovitou
fluorescenci predevSim v oblasti okolo jadra, jak je patrné na snimku D. Mitochodrie
jsou zobrazeny na snimcich B. Zeleny signdl fluorescenéni sondy umoZiuje
identifikovat charakteristicky tvar mitochondrii, ktery je vfetenovity az vldknity.
Snimky C poskytuji vizualizaci lysozoml. Signal této fluorescencni sondy je
bodovité¢ho charakteru a je kolokalizovan se signdlem PS. Piekryv fluorescencnich
kanalt je zobrazen na snimku D.

Z potizenych mikrofotografii je patrné, ze Cerveny fluorescencni signal PS se
prekryva témét exkluzivné pouze se signalem fluorescencni sondy znacici lysozomy.
P9-0Zn je tedy lokalizovan pifevazné v lysozomech, resp. v endolysozomalnim

kompartmentu.
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P9-0Zn + Cremophor EL

Obrazek 28 Subcelularni lokalizace P9-0Zn v Cremophor EL na bunééné linii HeLa vizualizovana
fluorescen¢ni mikroskopii po inkubaci se specifickymi sondami. A) P9-0Zn, B) MitoTracker Green,
C) LysoTracker Blue, D) piekryv signalii. Méritko odpovida 100 pm.
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PI9-0Zn + Si nanocdstice

C

Obrazek 29 Subcelularni lokalizace P9-0Zn + Si nanocastice na bunééné linii HeLa vizualizovana
fluorescen¢ni mikroskopii po inkubaci se specifickymi sondami. A) P9-0Zn, B) MitoTracker Green,
C) LysoTracker Blue, D) piekryv signalii. Méritko odpovida 100 pm.

9.2.2 Morfologické zmény bunék vyvolané PDT

Morfologické zmény bunck, ke kterym dochédzi v disledku aktivace P9-0Zn,
byly sledovany v diferencidlnim interferencnim kontrastu (DIC) a za pouziti
fluorescencni mikroskopie.

Pro zobrazeni jadernych zmén byla pouzita fluorescencni sonda Hoechst 33342
(kanal DAPI) spolu s PI (kanal Cy3). Kontrolni buiiky jsou zbarveny pouze modie
fluorescencni sondou Hoechst 33342, ktera pronikd i nepoSkozenymi bunécnymi
membranami a barvi jadra vSech bunék. Jedna se tedy o buiky, jejichz Zivotaschopnost

nebyla ovlivnéna.
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Pro zobrazeni mitochondrii byla pouzita fluorescen¢ni sonda MitoTracker Green
(kanal FITC), kterd vykazuje zelenou fluorescenci v rizné mife u aktivnich i
poskozenych mitochondrii.

Pti pouziti DIC lze na snimcich pozorovat zménu tvaru bunék, ktera souvisi
s bundénym stresem a poskozenim cytoskeletu a bunééné membrany. Zivé buiiky jsou
pfevazné vietenovitého tvaru (kontrolni buriky), vlivem PDT dochézi k zaobleni bunék
s moznou tvorbou morfologickych alteraci, které jsou disledkem probihajici bunécné

smrti.

Kontrolni buiiky

Kontrolnimi bunikami jsou Zivotaschopné burtiky, jejichz pfirozenou strukturu
neovlivnénou vnéjSim zasahem mulzeme sledovat na Obr. 30. Na snimku A neni
viditelnd zadna intraceluldrni struktura, jelikoz k bunkam nebyl piidan PS, jehoz
pfitomnost by zplisobila vizualizaci endolysozomalniho systému. Zelena fluorescence
na snimku B poskytuje informace o struktufe mitochondrii, kterd je typicky vietenovita
az vlaknita. Neposkozené mitochondrie maji protahly, vietenovity tvar. Jadra, kterd jsou
na snimku C obarvena pomoci modré fluorescenéni sondy, jsou celistva, bez znamek
zmén ve struktufe chromatinu. ProtoZze membréana neposkozenych jader neni prostupna
pro PI, na snimku D neni viditelny oranzovy signal PI. Na snimku E mzeme pozorovat
prolindni vSech barevnych signali. Snimek F je zdznamem DIC, ktery doklada

ptirozeny tvar bunék.
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Obrazek 30 Kontrolni buiiky HeLa. A) Fluorescen¢ni kanal Cy5, B) MitoTracker Green, C) Hoechst 33342, D)
Propidium jodid, E) piekryv fluorescenénich signali, F) DIC. MéfFitko odpovida 200 pm.

P9-0Zn v Cremophor EL

Morfologické zmény bunck po aktivaci PS v kombinaci s Cremophorem EL
popisuji jednotlivé snimky na Obr. 31. Na snimku A pozorujeme vlastni fluorescenci
PS, ktera je blize popsana v kapitole 9.2.1 Subcelularni lokalizace. Mitochodrie (B)
ztraci svou vlaknitou strukturu, zkracuji se. Modra fluorescence jader (C) se pfilis§ nelisi
od fluorescence kontrolnich bunck, avSak snimek D poskytuje dikaz o poskozeni

jaderné membrany prunikem PI do jadra, ve kterém se barvivo vmezeiuje (interkaluje)
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do DNA. Jednotlivé barevné signaly se prekryvaji na snimku E. DIC (F) dokladé, ze

béhem PDT dochazi ke zméné tvaru bunék — velka ¢ast je zaoblena.
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Obrazek 31 Morfologické zmény bunék HeLa po aktivaci P9-0Zn v nosi¢ovém systému Cremophor EL. A) P9-
0Zn + Cremophor EL (Cy5), B) MitoTracker Green (FITC), C) Hoechst 33342 (DAPI), D) Propidium jodid
(Cy3), E) piekryv signali, F) DIC. Sipkami jsou vyzna¢enyzmény popsané v textu. Méritko odpovida 200 pm.
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PI9-0Zn v Si nanocastice

Aktivovany PS v nosi¢i v podobé Si nanocastic vyvolava morfologické zmény
bunék, které lze pozorovat na Obr. 32. Vlastni fluorescence PS je zaznamendna na
snimku A. Zména tvaru a struktury mitochondrii je zachycena na snimku B — dochdzi
ke ztraté typické vlaknité struktury. Modré fluorescen¢ni barveni (C) poskytuje dikaz o
probihajicich jadernych zméndch. Na tomto snimku je zachycena karyorhexe
(fragmentace jadra) a jeho rozpad. Poskozeni jaderné membréany je doloZeno prinikem
PI a oranzovym barvenim jadra (D). Na snimku E jsou pomoci DIC zobrazeny zmény

tvaru bunék, které se v pribé¢hu PDT zakulacuji.
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Obrazek 32 Morfologické zmény bunék HeLa po aktivaci P9-0Zn v nosi¢ovém systému v podobé Si nanocastic.
A) P9-0Zn + Si nanodastice (Cy5), B) MitoTracker Green (FITC), C) Hoechst 33342 (DAPI), D) Propidium
jodid (Cy3), E) piekryv fluorescen¢nich signalii F) DIC. Sipky poukazuji na diileZité zmény, které jsou blize
popsané v textu. Méfitko odpovida 200 pm.

Cremophor EL

Sledovany byly také morfologick¢é zmény plisobenim samotného nosice
Cremophor EL ve stejné koncentraci, v jakém byl nandsen spolu s PS. Tyto zmény jsou
viditelné na Obr. 33.

Snimek A zlstava bez fluorescenéniho signalu v dasledku neptfitomnosti PS.
Viditelné zmény jsou zachyceny na zelené znacenych mitochondriich (B) — opét se zde

projevila zména tvaru (ztrata typické vlakInité struktury). Modra fluorescence
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Hoechst 33342 znacici strukturu jader (C) je doplnéna o oranzovou fluorescenci PI (D),
ktery pronikda do jadra poSkozené buinky. Na snimku C jsou vidét jadra
s kondenzovanym chromatinem (silnéjsi signal). Snimek F dokladad ztratu typického
vietenovitého tvaru nékterych bunék, ke kterému dochazi v dusledku toxického

ptsobeni Cremophoru EL.
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Obrazek 33 Morfologické zmény bunék HeLa piisobenim samotného nosi¢ového systému Cremophor EL. A)
kanal Cy5, B) mitochondrie, C) jadra (Hoechst 33342), D) jadra (Propidium jodid), E) piekryv
fluorescen¢nich signald, F) DIC. Sipky ukazuji na charakteristické zmény, které jsou blize rozebrany v textu.
Mé¥itko odpovida 200 pm.
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Si nanocastice

Morfologické zmény po aplikaci nosiCového systému v podobé Si nanocastic
bez ptitomnosti PS jsou zachyceny na jednotlivych snimcich Obr. 34. Obdobné jako
v ptipad¢ aplikace samotného Cremophoru EL zlstdvd snimek A bez signalu
v dasledku neptitomnosti PS. Mitochondrie (B) opét ztraci svlij charakteristicky tvar a
vléknitou strukturu. Vyrazngj$i zmény lze pozorovat na snimku C — fragmentovana
jadra prochazejici procesem karyorhexe a sméfujici k jejich rozpadu. V duasledku
poskozeni bunécné i jaderné membrany dochazi k interkalaci PI v jaderné DNA.

DIC (F) zaznamenava morfologické zmény (tvaru bunék).
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Obrazek 34 Morfologické zmény bunék HeLa vyvolané pisobenim Si nanodastic. A) kanal Cy5, B)
MitoTracker Green, C) Hoechst 33342, D) Propidium jodid, E) piekryv signali, F) DIC. Sipky poukazuji na
vyznamné zmény, které jsou bliZe probrany v textu. Méfitko odpovida 200 pm.
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10 DISKUZE

Nadorova onemocnéni patfi mezi globalni problémy a jejich terapie je
vyznamnym piedmétem biomedicinského vyzkumu. Snahou védeckych tymua je
vyvinout nejen ucinnou, ale také maximaln€ selektivni terapii s cilenym pisobenim na
nadorové bunky.

Fotodynamicka terapii je moderni, klinicky schvalenou, miniméln¢ invazivni
lécebnou metodou, ktera disponuje dobrym potencidlem pro naplnéni pozadavki
uspésné protinadorové terapie. Vyhodou PDT je predevs§im absence nezadoucich ucinkt
typickych pro konvencni onkologické metody jako chemoterapie ¢i radioterapie.
Metoda je postavena na tiech zdkladnich komponentech (PS, svétlo a kyslik), které jsou
samy o sob¢ netoxické, avsak jejich kombinace vyvolava prostiednictvim fotochemické
reakce tvorbu ROS, které iniciuji bunéénou smrt. (Agostinis a kol. 2011)

V pribéhu PDT dochazi k absorpci svétla vhodné vinové délky molekulou PS,
k jeho excitaci a déale pak k pienosu energie excitovaného PS na okolni kyslik.
bunécnych struktur nasledované bunénou smrti prostiednictvim apoptoézy ¢i nekrozy.
(Zimcik a kol. 2010)

Idealni PS by méla byt stabilni, chemicky ¢ista latka zndmého sloZeni s nizkou
¢i nulovou vlastni toxicitou a pomérné rychlou clearance ze zdravé tkan€. Absorpcni
maximum PS by se mélo nachdzet v rozmezi vlnovych délek 680-800 nm Cervené
oblasti spektra, pricemz nejvhodnéjsi se zdaji byt vinové délky blizké 800 nm, které
penetruji hloubgji do tkang. PS by mél disponovat vysokou produkci 'O, (@ > 0.5) a
pfednostni kumulaci v nadorové tkani (Agostinis a kol. 2011, Josefsen a Boyle 2008,
Zimcik a Miletin 2009), agkoli se ukazalo, Ze i latky s vyrazné niz§i produkci 'O,
(@A = 0.33) ve vodé mohou byt velice u¢innymi PS. (Makhseed a kol. 2013)

Ve snaze priblizit se tomuto idedlnimu modelu jsou v soucasné dobé
syntetizovany nové ucinnéjsi a selektivnéjsi PS, které mohou nahradit piivodni generaci
PS. Do skupiny druhé generace PS patii také ftalocyaniny a jejich dusikaté izostery,
které jsou hlavnim tématem této prace.

Absorp¢ni maximum Pcs se nechédzi v rozmezi 670-700 nm. (Ormond a Freeman
2013) Pro PDT jsou zasadni zejména komplexy Pcs s kovy, které se vyznacuji dlouhou

zivotnosti tripletového stavu a vysokymi hodnotami ®,. Jako nejvhodnéjsi se jevi
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komplexy zine¢naté, hlinité, kfemicité, popi. paladnaté. (Zimcik a Miletin 2009)
Nevyhodou Pcs i jejich aza-analog je jejich velmi nizka rozpustnost ve vod¢ a tendence
k tvorbé agregatt, které vyrazné snizuji produkci 'O, a limituji tak pouzitelnost latek
v PDT. Za ucelem zvySeni rozpustnosti jsou tyto PS vazadny na nosiCové systémy
v podobé nanocastic, emulgatorti ¢i liposoml. Dal§i moznosti zvySeni rozpustnosti je
vhodna periferni substituce. (Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin 2009)

Doposud byly klinicky hodnoceny tfi zastupci Pcs: ZnPc v kombinaci
s liposomy, Photosens a Pc4. Do klinické praxe byl zaveden pouze Photosens a to
v Rusku v terapii rakoviny zaludku, kize, ustni dutiny a karcinomu prsu. (Zimcik a
Miletin 2009)

Pro vSechny naSe experimenty byly pouzity derivaty ftalocyanint pfipravené na
Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
védeckou skupinou doc. PharmDr. Petra Zimcika, Ph.D. Jednalo se o zinecnaty
ftalocyanin P9-0Zn a jeho aza-analog ZIP21Zn. Oba jsou periferné substituovany
objemnymi substituenty v pozici B, které redukuji agregaci PS. Abychom mohli PS
aplikovat in vitro v zivném médiu pro bunky, bylo tieba je dodat spolu s vhodnym
nosi¢ovym systémem popf. solubilizatnim Ccinidlem. Mezi pouzité nosi¢e patiil
Cremophor EL, Si nanocastice, modifikované Si nanocéastice KK638B a
KK638A NH;", liposomy a DMSO. Oba PS vykazuji vysoké kvantové vytézky 'O,

(@A > 0,60), a proto se jevi jako vhodné pro PDT. P9-0Zn ma navic vySe polozené
maximum absorpce (707 nm) umoziujici hlubsi prinik do tkané. (Novakova a kol
2015)

Hodnoceni fotodynamické aktivity probihalo na naddorové bunécné linii HeLa,
ktera je k pisobeni pouzitych latek dostatecné citliva, a kterd je v in vitro hodnoceni
bézné pouzivand. Po aktivaci PS vhodnym svétlem se jako vice cytotoxicky aktivni
projevil Pc P9-0Zn. Aktivitu jeho aza-analoga se nepodatilo dokéazat.

Obdobné porovnani ucinnosti periferné substituovanych (f) zineCnatych Pc a
jejich aza-analog na bunécné linii HeLa probé¢hlo jiz ve diivéjsich studiich. Machacek a
kol., 2015 doklada vyssi ucinnost B-substituovanych kationickych Pc (ICso = 0,71 uM)
nez jejich aza-analog (ICso = 5,00 uM). Sledovany Pc zaroveil prokazal vyrazné nizsi
vlastni toxicitu, hodnota TCs, pfesahovala 1500 uM. Charakter centraln¢ vazaného
kationtu vlastni toxicitu Pc vyrazné neovlivnil — hodnoty TCsy byly obdobné pro

zineCnaté 1 hofecnaté Pc. Vzhledem k nizkym hodnotdm @, se fototoxicka aktivita
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hotecnatych komplexti neprojevila ani u koncentraci az do hodnoty 100 uM. (Machacek
a kol. 2015)

Ackoli se vnaSich experimentech prokdzal P9-0Zn jako aktivni, ani jeho
fototoxicita nebyla dostatecné vysoka na to, aby se projevila ve spojeni PS s nosi¢em.
Pfi nariistu koncentrace systému nosi¢-PS se zvySuje toxicita nejen aktivovanych PS,
ale bohuzel také toxicita nosici Cremophor EL a Si nanocastic. V praxi to znamenalo,
ze po aplikaci na bunééné kultury se projevi toxicita nosi€ového systému diive nez
toxicita vlastniho PS.

Pouziti Si nanocastic jako nosiCovych systémt pro hydrofobni Pc bylo
hodnoceno v jiz dfive publikovanych studiich. Lin a kol. 2011 ve své studii hodnotil
pomoci spektroskopickych metod fotochemické vlastnosti periferné substituovaného
zineCnatého Pc (TBPc, tetra-tert-butyl zinc(II) phthalocyanine), ktery byl enkapsulovan
do Si nanocastic. V porovnani s volnym TBPc byla kombinace TBPc + Si nanocéstice
vyrazné stabilnéjsi, s nizkou tendenci k agregaci ve vodném prostiedi a s vyssi produkci
'0,. (Lin a kol. 2011)

Divodem pro¢ studované lipofilni PS (se slibnymi fotofyzikdlnimi a
fotochemickymi vlastnostmi) enkapsulované v nosicovém systému maji nizkou aktivitu,
miZe byt omezena difuze 'O,. Ten nemusi byt schopen se v dostateéném mnoZstvi
dostat k bunéénym cilim (reakce s komponenty nosicového systému, velikost Castic).
Tato domnénka byla vyvracena ve spolupraci s RNDr. Pavlem Kubatem, CSc., Ustav
fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR. Metodou ¢asové-rozligené luminiscence 'O,
v blizké infradervené oblasti bylo mozné v D,O detekovat vznikajici 'O, z obou PS
nesenych Si nanoc¢asticemi. V tuto chvili nejsme tedy schopni uspokojivé objasnit, co je
pri¢inou nizké aktivity studovanych PS v kombinaci s pouzitymi nosicovymi systémy.

Liposomy, které jsme hodnotily v kombinaci s Pc i s jeho aza-analogem,
prokazaly v obou piipadech velice nizkou toxicitu. Pro tuto vlastnost se zdaji byt
vhodnymi adepty na funkci nosicti PS. Jejich pouziti vSak zna¢né limituje skutecnost, ze
liposomy mohou pojmout jen velmi malé mnozstvi PS, pii kterém se neprojevila jeho
fototoxicita.

Nizka toxicita PS po aktivaci zafenim ve spojeni s vysokou toxicitou nosicil
Cremophor EL a Si nanocastic byla doloZena také fotografickou dokumentaci za pouziti
specifickych fluorescencnich sond a fluorescenéniho mikroskopu. Z potizenych snimki
je patrné, ze morfologické zmény bunék vyvolané aplikaci PS s pfisluSnym nosicem

jsou téméf shodné s bunéénymi zménami, které jsou vyvolany samotnym nosi¢em.
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Spojeni PS s organickym rozpoustédlem DMSO nemohlo byt experimentalné
hodnoceno, jelikoZ i nizké koncentrace PS v tomto rozpoustédle vyvolaly po aplikaci
roztoku na bunky jeho krystalizaci.

Prostfednictvim fotografické dokumentace byla dale hodnocena subcelularni
lokalizace aktivnéjSiho P9-0Zn na nosi¢i v podobé Cremophoru EL a Si nanocéstic. Ze
ziskanych snimki je ziejmé, Ze PS se lokalizuje zejména v lysozomech a k nim
ptiléhajicich vezikulech (endolysozomalni kompartment). Stejny bunéény cil byl urcen
nasi védeckou skupinou (Machacek a kol. 2015, Makhseed a kol. 2013), ale i dal§imi
autory (Agostinis a kol. 2011, Bacellar a kol. 2015, Castano a kol. 2011, Kessel 2006,
Macdonald a Dougherty 2001, Moreira a kol. 2008, Ormond a Freeman 2013) jiz dfive
pro celou fadu dalSich PS.

Vysledky, které jsou uvedené v této praci, dopliuji jiz dfive publikované
poznatky o ftalocyaninech, azaftalocyaninech a jejich fotodynamické aktivité
(Machacek a kol. 2015, Makhseed a kol. 2013, Novakova a kol. 2015). Potvrzeni téchto
domnének ale vyzaduje dalSi studium latek nejen v podminkach in vitro, ale také
v zivém organismu, ve kterém se projevi komplexni systémova odpovéd na plsobeni
PDT. Kritickym bodem je nalezeni vhodného nosic¢ového systému, ktery by byl sam o
sob¢ minimalné toxicky a zaroven dokazal pojmout dostate¢né mnozstvi lipofilnich PS

o vyssi fotodynamické aktivité.
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11 ZAVERY

e Fotosenzitizér P9-0Zn prokézal, ze je v pfitomnosti aktivujiciho zafeni schopny
indukovat bunéénou smrt u bunééné linie lidského cervikalniho karcinomu
(HeLa). Aktivita fotosenzitizéru ZIP21Zn nebyla v naSich podminkach
potvrzena. I ptes prikazné vyhodnéjsi cytotoxické vlastnosti ftalocyaninu
P9-0Zn nebylo mozné hodotu ECsg urcit vzhledem k vysoké toxicité nosicovych

systémil, kterd zastinila aktivitu vlastniho PS.

e Vsechny studované nosi¢ové systémy, s vyjimkou liposomi, prokdzaly znacnou
toxicitu, kterd limituje jejich pouziti v kombinaci s fotosenzitizéry. Toxicita
liposoml se naopak ukdzala jako minimalni az nulovd ve vSech pouzitych
koncentracich. PS rozpustény v organickém rozpoustédle DMSO m¢l tendenci
vypadavat zroztoku uz pfi velice nizkych koncentracich. DMSO se proto

ukazalo jako zcela nevhodné emulgujici agens.

e Nepodafilo se nalézt vhodnou kombinaci lipofilniho PS a nosi¢e/emulgétoru.
Vzhledem ke své nizké vlastni toxicité se jako potencialné vhodné nosice zdaly
byt liposomy, v praxi bylo jejich pouziti vylou¢eno vzhledem k nizké kapacité

pro piijem PS.

e Oba studované  fotosenzitizéry jsou v buiikkdch lokalizovany pifednostné

v endolysozomalnim kompartmentu.
e Mezi morfologické zmény, ke kterym dochéazi v disledku pisobeni PDT, patii

zejména fragmentace jader (karyorhexe) a ztrata vlaknité struktury mitochondrii.

Tvar bun€k HeLa ztracel v prib&hu PDT svij typicky vietenovity charakter.
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