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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
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Kandidat: Mgr. Miloslav Machacek
Skolitel: doc. PharmDr. Toma$ Simtnek, Ph.D.
Konzultant: doc. PharmDr. Veronika Novakova, Ph.D.

Nazev disertacni prace:
Studium novych fotosensitizéri ze skupiny ftalocyaninti a azaftalocyaninii pro

fotodynamickou 1é¢bu nadorovych onemocnéni

Fotodynamicka terapie (PDT) nadort je neinvazivni metoda uréena k 1é¢bé solidnich
nadort. Jejimi zakladnimi slozkami jsou molekularni kyslik, svétlo a fotosensitizér (PS) —
komponenty samy 0 sobé netoxické, ale v kombinaci vedouci k tvorbé reaktivnich forem
kysliku (ROS; predevsim singletového kysliku), které poskozuji bunééné struktury a vedou
k bunééné smrti. Zpusob, jakym je nadorova buika zni¢ena zavisi pfedev§im na typu PS,
délce ozareni a lokalizaci léCiva, protoZe singletovy kyslik je vysoce reaktivni a je schopen
jen minimalni difuze v biologickych systémech. Kromé piimého cytotoxického ptisobeni PS
se na eradikaci nadoru podili také poskozeni cév (deprivace Zivin a kysliku) a aktivace
imunitniho systému. V soucasné dob¢ se pii navrhu struktur PS pfistupuje bud’ vytvarenim
vhodné kombinace dostate¢n¢ aktivni latky a nosiového systému, tvorbou cilenych
konjugatli, nebo syntézou latek s vysokou aktivitou a minimalni mirou tvorby agregati ve
vodném prostiedi. V nasi praci jsme se zaméfili pfedev$im na hydrofilni ftalocyaniny (Pc) a
azaftalocyaniny (AzaPc) s minimalni toxicitou bez ozafeni (u naSich derivati typicky v
tadech 102 — 10° uM), a zaroven vysokou toxicitou po expozici aktivujicimu zafeni (fadové az
10 pM). Celou fadu takovychto latek se podaiilo pfipravit a charakterizovat jak z hlediska
fotofyziky, tak z hlediska fotodynamické aktivity v in vitro podminkach na bunécéné linii
sledovana i na dal$ich nadorovych i nenadorovych liniich. Vzhledem k tomu, ze aktivita PS je

mj. ovlivnéna 1 jejich lokalizaci, dilezitou soucasti této prace bylo také ur€eni primarniho cile
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po ozateni. Ve vSech piipadech byl tento uren jako endo-lyzosomalni kompartment. PS po
aktivaci poskozuji membranu téchto organel a redistribuuji se do cytoplazmy, kde béhem
ozafovani zptsobuji poSkozeni dal$ich buné¢nych komponent. U kationickych derivati byla
také pozorovana nasledna redistribuce do jadra diky jejich vazbé na zaporné nabitou strukturu
DNA,; tato redistribuce vSak probihd az po ozafeni, a to jen diky poskozeni jaderné
membrany. Neda se tedy ocekavat mutagenni ucinek téchto novych derivati, coz je také jedna
z obecnych kladnych charakteristik 1é¢iv tohoto typu oproti klasické chemoterapii. Masivni
tvorba ROS po aktivaci vedla u nami studovanych lyzosomalné lokalizovanych derivatt
K buné&¢né smrti nekrotického typu doprovazené neuplnou retrakci bunék, tvorbou velkych
membranovych blebi, zkracenim a zakulacenim mitochondrii a reorganizaci aktinového a
tubulinového cytoskeletu. U anionického AzaPc se nam také podatilo popsat mechanismus,
ktery stoji za obecné niz§i aktivitou zadporné nabitych fotosensitizérl i pfes absenci agregace.
Anionické PS se vazi na sérové bilkoviny (pfedev§im albumin), kde dochazi ke zhaseni
tripletového stavu a snizené tvorbé singletového kysliku. Tato vazba vSak zaroven Castecné
chrani PS pifed negativnim vlivem kyselého pH v lumen lyzosomu, kde by jinak
karboxylatové skupiny ztracely naboj a PS by agregoval. Vysledky naseho vyzkumu ukazuji,
7ze 1 lyzosomalné lokalizované (Aza)Pc jsou uéinnymi PS indukujici rychle a efektivné

oxidativni poSkozeni vedouci k bunécné smrti.
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Title of dissertation thesis:
Study of novel phthalocyanine and azaphthalocyanine photosensitizers for the photodynamic

therapy of cancer.

Photodynamic therapy (PDT) of cancer is non-invasive treatment modality for solid
tumour treatment using three basic components — molecular oxygen, light and photosensitizer
(PS). These elements are essentially non-toxic on their own, but in the combination they
induce reactive oxygen species (ROS; singlet oxygen mainly) production, causing damage to
cellular components and subsequent cell death. Type of cell demise is dependent mainly on
the type of PS, length of irradiation and subcellular localization of the drug. Singlet oxygen is
highly reactive and is capable of limited diffusion in biological environment. Apart from
direct cytotoxic effect, vascular shutdown (oxygen and nutrition deprivation) and activation of
immune system are involved in tumour eradication. Combination of effective compound with
delivery system, conjugation with targeting substances or synthesis of highly-effective
non-aggregating water-soluble compounds are the main pathways in design of modern PSs. In
our project we focused mainly on hydrophilic phthalocyanines (Pc) and azaphthalocyanines
(AzaPc) with minimal dark toxicity (for our derivatives typically 102 — 10° uM) and high
photodynamic activity (up to 10°puM). Series of compounds were synthetized,
photophysically and in vitro characterized on human cervical carcinoma cell line (HeLa) and
for most promising compounds also on several other malignant and non-malignant cell lines.
Considering the importance of subcellular localization in the context of PS activity, we also
focused on evaluation of primary target for our original compounds. In all cases, we observed

endo-lysosomal compartment out as the place of PS localization. After irradiation, the PSs
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damage membrane of those organelles and redistribute into cytoplasm, where they cause
damage to other cellular components (still in the time-course of irradiation). Cationic
derivatives subsequently redistribute also to the nucleus as the consequence of compromised
nuclear membranes; their cationic nature allow them to bind negatively charged DNA.
Redistribution to nucleus proceeds after irradiation and so no mutagenic effect of these novel
PS is anticipated, which is general property of this type of drugs in the contrast to
conventional chemotherapeutics. Extensive ROS production during photodynamic treatment
leads, in the case of our lysosomal-localized derivatives, to necrotic-type of cell death
accompanied with incomplete cell retraction, formation of large membrane blebs and blisters,
shortening and rounding of mitochondria and reorganisation of actin and tubulin cytoskeleton.
In the case of anionic AzaPc we were also able to describe the mechanism causing lower
activity of negatively charged PS even in the absence of aggregation. Anionic PSs are bound
to serum proteins (predominantly albumin) and triplet state quenching is taking place, which
leads to the considerable decrease of singlet oxygen production. On the other hand, binding to
the proteins also partly protects PS against negative influence of acidic lysosomal pH. In this
environment the carboxylate groups lose charges and PS aggregate. Results of our research
demonstrate that lysosomally localized (Aza)Pcs are potent PSs able to induce fast and

effective oxidative damage leading to the cell death.
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Nadorova onemocnéni patii mezi nejcastéj$i pri¢inu umrti na celém svété. V roce
2012 bylo zaznamenano pftiblizn¢ 14,9 mil. pfipadt z toho 53 % u muzi a 47 % u Zen, coz
dava pomér 10:9 v populaci (Ferlay et al., 2013). Rakovina je skupinou chorob
charakteristickych nekontrolovanym riistem a schopnosti invaze do okolni zdravé tkane,
piipadné se, skrze proces znamy jako metastaze, Sifit po téle na nova mista (Pecorino, 2012).
Vétsina nadorovych onemocnéni ma spoleéné charakteristické znaky, které byly shrnuty jako:
1) rast nezavisly na ristovych signalech, 2) necitlivost k signalim inhibice ristu, 3)
neomezeny replikacni potencial, 4) schopnost invaze do okolni tkan¢ a metastaze,
5) schopnost angiogeneze a 6) rezistence k programované bunétné smrti (Hanahan a

Weinberg, 2011).

Tyto spoleéné znaky spolu se stale rostoucim mnozstvim novych informaci v oblasti
biologie nadorti piindsi celou fadu moznych cill zasahu protinddorovych (a prfedevsim
cilenych) chemoterapeutik; pfesto se stale nepodafilo vyvinout zcela ucinnou a uspésnou
1écbu. Konvenéni zpiisoby 1é¢by z dlouhodobého hlediska selhdvaji (vedle chemoterapie jsou
to nejcastéji radioterapie a chirurgické odstranéni solidnich nadorti). Hlavnim problémem
soucasnych chemoterapeutik a pri¢inou selhani 1é¢by je schopnost nadorové tkané si vyvinout
stav rezistence K protinadorovému 1é¢ivu (popiipadé jejich kombinaci) skrze celou fadu
molekularnich mechanismi. Fotodynamicka terapie (PDT) pfinasi z tohoto pohledu zna¢nou
vyhodu — ptimy cytotoxicky efekt je schopen zpusobit nekrotickou smrt i Vv ptipadé, ze je
inhibovéna programovand bunécna smrt. PDT kombinuje zékladni prvky (svétlo, kyslik a
fotosensitizér), které jsou samy o sobé netoxické, ale jejich kombinace vede k destrukci
nadorové tkané skrze oxidacni stres (pfedevsim skrze tvorbu singletového kysliku) a nasledné
poskozeni zakladnich bunéénych struktur. K eradikaci nadoru pak ptipadné piispiva aktivace

imunitniho systému, popiipadé€ vaskularni efekt PDT (hypoxie a nedostatek Zivin).

Piestoze byla PDT klinicky schvalena pted vice nez dvéma desetiletimi, zustava
v klinické praxi stale malo vyuzivand, a to i pfes své nesporné vyhody (Agostinis et al.,
2011). Ty spocivaji zejména v selektivit¢ PDT k nadorové tkani, ktera je primarné dana
ozafovanim pouze novotvaru (Benov, 2015) a moznosti masivni tvorby reaktivnich forem
kysliku vedouci k bunééné smrti (proti ¢emuz si bunky nejsou schopny do znaéné miry
vyvinout rezistenci). Nadorové bunky jsou vSak charakteristické znacné proménlivou
aktivitou antioxidacnich mechanismi a jejich zvyseni mtze vést k nizsi uc¢innosti PDT (Frank
et al., 2006, Golab et al., 2003). Je tedy nutné zvolit spravny typ fotosensitizéru s vhodnymi

vlastnostmi, jeho davkovani, interval mezi podanim 1éCiva a ozafenim, zplsob ozafovani a
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délku ozatrovaciho procesu; vSechny tyto faktory jsou totiz diilezité pro hlavni mechanismus,

jakym PDT nadorovou tkan zni¢i (Agostinis et al., 2011).
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2.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

PDT je relativné novy, neinvazivni a vysoce selektivni pfistup k eradikaci cilovych
bun¢k a tkané, ktery je klinicky schvalen jiz vice jak dvé desetileti. V dnesni dobé nachazi
PDT uplatnéni jiz v celé fadé¢ medicinskych oborti — kardiologii (Waksman et al., 2008),
urologii (Bozzini et al., 2012), zubnim 1ékatstvi (Konopka a Goslinski, 2007), oftalmologii,
dermatologii (Silva et al., 2008) a kosmetice (Szeimies et al., 2013). V 1é¢b¢ infekénich
onemocnéni je PDT vyuzitelna k fotoinaktivaci vira (Costa et al., 2012), ni¢eni bakterialnich
kment rezistentnich na antibiotika (Hamblin et al., 2002) a k 1é¢b¢ fungalnich (Calzavara-
Pinton et al., 2012) i protozoalnich onemocnéni (Jori et al., 2006), stejné jako ke sterilizaci
vody (Almeida et al., 2014, Magaraggia et al., 2006) a desinfekci povrcht (Brovko, 2010).

Zakladnimi kameny PDT jsou tyto tfi komponenty — PS, svétlo a molekularni kyslik
(30), které jsou samy o sobé& netoxické, ale v kombinaci jsou schopné tvofit predeviim
vysoce reaktivni a cytotoxické latky, kterym obecné fikame reaktivni formy kysliku (ROS).
Ty pak poskozuji bunécné struktury V procesu oznacovaném jako oxidacni stres, a mohou

vést az k bunécné smrti (Agostinis et al., 2011, MacDonald a Dougherty, 2001).

2.1.1 Historie fotodynamické terapie

Svétlo bylo zndmé pro lidskou medicinu po tisicileti — jiz stati Egyptané, Indové a
Cinané pouzivali sluneéni zafeni k 16¢bé celé fady onemocnéni, jako je vitiligo nebo psoriaza.
Tento zpiisob 1écby je nazyvan fototerapii. V kontextu moderni PDT, kde jsou specifické
exogenni fotosensitizéry (PS) podany pacientovi pfed ozafenim, pouzivame termin
fotochemoterapie. Tato forma 1é¢by je taktéz lidstvu znama vice jak tii tisice let (Spikes,

1985).

Prvni zminka o buné¢né smrti indukované interakci svétla a chemické latky pochézi az
zroku 1900. Student mediciny v Mnichové Oscar Raab pod vedenim prof. Hermana
von Tappeinera popsal béhem svého studia letalni Gi¢inek svétla na prvoky (konkrétné §lo 0
nalevniky Paramecium caudatum) poté, co jim byl pfidan akridin. Tento ucinek byl

vyrazné&jsi, nez pusobeni samotného akridinu, samotného svétla nebo ozafeni akridinu jesté
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pied ptidanim k nalevnikim. Raab vyslovil pfedpoklad, Ze tento efekt je pravdépodobné
vyvolan pienosem energie ze svétla na chemickou latku podobnég, jako tomu je u chlorofylu
Vv rostlindch. Kratce na to von Tappeiner piedpovédél potencidlni vyuziti fluorescencnich
latek v mediciné. (Raab, 1900, von Tappeiner, 1900). Ve stejném roce podal francouzsky
neurolog Jean Prime parenteralné eozin pacientim s epilepsii. Zjistil, ze po expozici
slune¢nimu zafeni se u pacientl objevila dermatitida na mistech, ktera nebyla kryta oble¢enim
(Prime, 1900). Tyto objevy vedly profesora von Tappeinera spoleéné¢ s dermatologem
Jesionkem K vyuziti kombinace topického podani eozinu a ozafeni bilym svétlem Kk 1é¢bé
koznich karcinomu (von Tappeiner a Jesionek, 1903). Béhem nasledujicich ¢tyi let pak ve
spolupraci s Jodlbauerem ukazal, Ze k tomuto procesu je potieba pritomnost kysliku a zavedl
pojem ,,fotodynamicky tc¢inek* (von Tappeiner a JodIbauer, 1904, von Tappeiner a Jesionek,
1907).

V roce 1911 ve Vidni popsal Hausmann podobny letalni efekt hematoporfyrinu na
nalevniky a ¢ervené krvinky, a také popsal kozni reakce u mysi po expozici svétlem. Aby
Friedrich Meyer-Betz zjistil, zda je stejny ucinek dosazitelny i u lidi, aplikoval sam sobé
hematoporfyrin v davce 200 mg. Na mistech vystavenych svétlu pocitoval nasledné
dlouhotrvajici bolest a otoky (Hausmann, 1911, Meyer-Betz, 1913). Diky vlastni fluorescenci
porfyrini byla ve 40. letech 20. stoleti zjiSténa lokalizace exogenniho hematoporfyrinu
vV malignich tumorech, coz vedlo k dal§imu vyzkumu zaméten¢ho na schopnosti porfyrini
lokalizovat nadorovou tkan. Fluorescence porfyrinid (kromé hematoporfyrinu to byly napt.
koproporfyrin, protoporfyrin a zine¢naty hematoporfyrin) nebyla detekovana ve zdravé tkani,
pouze ve tkani lymfatické a nadorové, a to po 24-48 h od podani a pretrvavala 10-14 dni
(Auler a Banzer, 1942, Figge et al., 1948). Hematoporfyrin pouzity v ptedchozich studiich
viak neni &istou sloueninou, ale jde o smés porfyrini, které maji riizné vlastnosti. Casteéna
purifikace hematoporfyrinu vedla ke Spatné schopnosti lokalizovat nadorovou tkan, kdezto
zbyla pievazné oligomerni frakce si tuto schopnost zachovala. Surovy hematoporfyrin
Schwartz podrobil dalsi sérii purifikacnich postupd. Jeden z nich se sestaval z plsobeni
kyseliny octové a sirové, filtrace, neutralizace octanem sodnym a nasledném rozpusténi
precipitatu v solném roztoku — tato latka je dnes zndma jako derivat hematoporfyrinu (HpD) a
sklada se pievazné z oligomeru rtzné pospojovanych jednotek hematoporfyrinu. HpD se
ukazal byt ptiblizn¢ dvojnasobné fototoxicky nez pivodni surovy hematoporfyrin, piesto byl
primarni zajem zaméfen na jeho pouziti jako diagnostické latky k detekci nadort. (Schwarz et

al., 1955, Lipson a Baldes, 1960, Lipson et al., 1961).
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PDT, jak ji zname dnes, se zacala formovat pfedevsim v sedmdesatych a osmdesatych
letech 20. stoleti po dalsi ipravé HpD (ultrafiltrace a lyofilizace) a vyvoji derivatt porfyrint a
jejich vyuziti v humanni mediciné (Sternberg et al., 1998). Prvnim uspéSnym vyuzitim HpD
Vv kompletni eradikaci nadoru bylo dosazeno na zvifecich modelech s vyuzitim davky 2,5—
5,0 mg/kg u mysi resp. 5-15 mg/kg u potkanti a Cervené ¢asti spektra (> 600 nm) xenonové
obloukové lampy. Samotné svétlo a HpD bez ozarfeni neindukovaly zadny fotodynamicky
efekt (Dougherty et al., 1975). O tfi roky pozdé&ji byla provedena prvni studie u¢innosti HpD
na lidské nadory u péti pacientl s karcinomy mocového méchyie. Nekroza byla pozorovéana
pouze U maligni tkdné exponované aktivujicimu zafeni a nebyla pozorovdna u neozaiené
tkan¢ (Kelly a Snell, 1976). HpD byl pak uspésné vyuzit u celé fady PDT studii s riznymi
typy nddorii a nakonec byl poprvé vroce 1993 klinicky schvalen pro PDT nadorovych
onemocnéni mocového méchyie v Kanadé. V soucasné dobé je HpD ve formé porfimeru
sodného komeréné dostupny jako 1é¢ivo Photofrin® a je vyuzivan pro 1é¢bu napt. nadori plic,

jicnu, mo¢ového méchyte a délozniho kr¢ku (Dougherty et al., 1998).

2.1.2 Koncept optického okna tkané

Svétlo je po vstupu do tkané rozptyleno a absorbovano. Mira téchto dvou jevi ptimo
souvisi s vlnovou délkou zafeni. U¢innost prostupu zafeni o kratké vlnové délce (modré
svétlo) je niz8i nez u zafeni o vyssi vinové délce (Cervené svétlo; Obr. 1), coz je dano
komplexnim molekuldrnim sloZenim tk4né. Rozptyl a absorpci svétla navic ovliviiuje
struktura tkdné — organely, makromolekuly a organizované struktury. Pro PDT je dulezité,
aby aktivujici zafeni melo nejvySsi moznou penetraci tkdni, a tudiz dosahlo PS. Cilem je tedy
syntetizovat latky absorbujici pfedevsim v Cervené oblasti zafeni (nad 600 nm) (Agostinis et
al., 2011, Plaetzer et al., 2009).

Absorpce zateni o vinovych délkach pod 600 nm je déna pfitomnosti endogennich
chromofort. Nejvyznamnéjsi z nich jsou melanin, hemoglobin, myoglobin a cytochromy
(Castano et al., 2004, Wilson et al., 1985). NavySovani vlnovych délek vSak neni zcela
vyhodné, a to ze dvou diavodi. Za prvé, organickd tkan obsahuje velké mnozstvi vody
zpusobujici vyznamnou absorpci zafeni v oblasti pfiblizné nad 1300 nm. Za druhé, svétlo o

vlnové délce pouze do 800 nm mé dostatecnou energii, aby bylo schopné u¢inné¢ generovat
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singletovy kyslik (*O2) (Castano et al., 2004). Rozlisujeme tedy tzv. ,,optické okno tkan&®
(Obr. 2) v oblasti ptiblizné¢ 600 — 1300 nm (Anderson a Parrish, 1981) a v souvislosti s oblasti
620 — 850 nm se Casto hovofi o tzv. ,fototerapeutickém okné tkané“ (Szacitowski et al.,

2005).
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Obr. 1 Zavislost hloubky penetrace svétla do nadorové tkané na jeho vinové délce. Prevzato z (Agostinis et al.,
2011, Sternberg et al., 1998).
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Obr. 2 Optické okno tkang. Prostup svétla tkani je omezen jeho absorpci dilezitymi endogennimi chromofory.
Pro PDT je toto okno omezeno na oblast tzv. fototerapeutického okna v rozmezi pfiblizné 620 — 850 nm (viz.
text). Pfevzato z (Plaetzer et al., 2009).
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2.1.3 Princip fotodynamické terapie

Substraty

Excitované singletové stavy PS

e Typ 1

Typ 2

Absorpce
Vnitini konverze
‘e
&
& 0. .
Fluorescence
AN
/Q\

W

So

PS v zakladnim stavu

Obr. 3 Modifikovany Jablonského diagram. Absorpce zafeni vybudi PS ze zakladniho singletového stavu (So) do
excitovaného singletového stavu (S1, S2), ze kterého miiZze mezisystémovym prechodem piejit na tripletovy stav
(T1) a tvofit ROS skrze fotoreakce typu 1 a 2. Dle (Agostinis et al., 2011, Abrahamse a Hamblin, 2016).

Prvnim krokem, ktery je kriticky pro zahajeni fotochemické reakce, je absorpce
svételného zafeni chromoforem v zakladnim singletovém stavu (So) — vlnova délka
aktivujiciho zafeni se musi shodovat s absorpénim maximem PS (Obr. 3). Tim dochazi
k pfechodu do excitovaného singletového stavu (Si1), ktery trva extrémné kratkou dobu
(fadoveé nanosekundy), béhem které neni schopen G¢inné interagovat s okolnim prostiedim
(Henderson a Dougherty, 1992, MacDonald a Dougherty, 2001). Z S; se chromofor dostava
nazpét na So emisi fotonu (fluorescence) nebo na stav tripletovy (T1) tzv. mezisystémovym
prechodem (Sharman et al., 2000). Prestoze je pfechod ze Si na Ti z hlediska kvantové
mechaniky tzv. zakdzany (je potfeba zmény spinu elektronu), mize k nému v malé mite také
dochazet. Dobry PS je vSak schopen ,,zakdzanym* pfechodem prochazet s vysokou ucinnosti
(nekdy az z90 %). Ztripletového stavu se PS dostava na stav zakladni emisi fotonu

(fosforescence) nebo pfenosem své energie na jinou molekulu skrze nezafivy ptenos.
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Chromofor je svou energii schopen také ztratit vnitini konverzi (teplo), nebo, coz je pro PDT
stejném spinovém stavu. V prostiedi s pfitomnosti kysliku je tato energie z Ty stavu snadno
piedavéana 30, (kyslik je jako jedna z mala molekul v zakladnim tripletovém stavu) za vzniku
10,, ktery pak dale reaguje s organickymi substraty (MacDonald a Dougherty, 2001,
Sternberg et al., 1998).

PS a 30; spolu reaguji skrze své tripletové stavy — energie potiebna k prechodu na
singletovy stav u kysliku je 22,5 kcal/mol (koresponduje s energii svétla o vinové délce
1274 nm), coz je relativné nizka energie potfebna ke vzniku 'O.. Tvorba 'O, je zavisla na
ptitomnosti kysliku v biologickém systému a tuto reakci oznacujeme terminem fotoreakce
typu 2 (Devasagayam a Kamat, 2002, MacDonald a Dougherty, 2001). Zivotnost ‘Oz je velmi
kratka — 2 pus ve vodé (Sharman et al., 2000, MacDonald a Dougherty, 2001), 50-100 us
v lipidech (Henderson a Dougherty, 1992) a 10-100 us Vv organickych rozpoustédlech
(MacDonald a Dougherty, 2001), coz limituje jeho diftizi v buiikach na vzdalenost piiblizné
10 az 55 nm. Z toho vyplyva, Ze ptimy fotodynamicky efekt je striktné omezen pouze misto
vzniku 'O, tedy lokalizaci PS (Agostinis et al., 2011).

PS ve stavu T1 podstupuje jesté dalsi typ fotoreakce. Fotoreakce typu 1 probiha piimo
se substratem, kterym mohou byt napt. bunééné membrany ¢i organické molekuly, a dochazi
pfi ni k pfenosu proton ¢i elektron za tvorby anion ¢i kation radikald. Vznikly redukovany PS
je schopen produkce superoxidového anionu radikalu (O2™), ktery sam o sob& neni piili§
reaktivni v biologickych systémech (neprodukuje vyznamné oxidac¢ni poskozeni). Oz je dale
dismutaci preménén na peroxid vodiku (H20.), a ten jednoelektronovou redukci na

hydroxylovy radikal (HO-) (Agostinis et al., 2011, Castano et al., 2004).

Reakce typu 1 a 2 mohou probihat zaroven a pomér mezi nimi je zavisly na typu PS,
koncentraci substrati a hladiné kysliku v biologickém systému (Castano et al., 2004, Foote,
1991). Tvorba ROS skrze typ 2 je mechanisticky jednodu$si a obecné je piijimano, Ze za
fotodynamicky efekt vétsiny PS mize pravé predevsim tvorba 102 (Agostinis et al., 2011).

19



2.2 FOTOSENSITIZERY

2.2.1 Prvni generace fotosensitizér(

Do prvni generace PS fadime HpD a jeho dalsi ¢isténé formy znamé jako porfimer
sodny, Photofrin® (Obr. 4), ktery je prvnim komeréné dostupnym PS na trhu a doposud s nim
bylo 1é¢eno tisice pacientd (Allison a Sibata, 2010). Photofrin® je smés dimerti a oligomer®
(porfyrinové jednotky jsou spojené etherovymi, esterovymi a C-C vazbami) vzniklych
manipulacemi s hematoporfyrinem (Dougherty et al., 1984), a piestoze vysledny produkt se
muze zasadné liSit v pomerovém slozeni jednotlivych komponent, zda se, ze ve vysledném
klinickém chovéani jsou minimalni rozdily. Tento PS neni pfili§ G¢innym producentem 1O
(kvantovy vytézek singletového kysliku (@a) je cca 20 % (Nyman a Hynninen, 2004)) pti
vlnové délce 630 nm (tzv. Q1 pas), ktera je vhodna pro PDT (nejdelsi vinova délka, kde
absorbuje Photofrin®), takze ozafovaci proces musi byt relativng dlouhy. Photofrin® viak silné
absorbuje u jinych vinovych délek a to predev$im v modré (408 nm) a zelené (510 nm) oblasti
zéateni (Allison a Sibata, 2010, Sternberg et al., 1998, Yano et al., 2011). Photofrin® je
podavan intravenozné (i. v.) v davce 2-5 mg/kg. Ozafovani probiha po 24-48 h po podani a je
vyuzito svétlo vlnové délky 630 nm o davce 100-200 J/cm?. Dalsi nevyhodou tohoto PS je
dlouha clearance z t¢la trvajici 4 az 8 tydnt (Yano et al., 2011) a s tim souvisejici pomérné
dlouh4 fotosensitizace kiize. Hlavnimi nevyhodami prvni generace PS (Photofrin®) jsou tedy
absorpce zafeni o nizkych vlnovych délkach, dlouhotrvajici kozni fotosensitivita, dlouha
doba, kdy latka setrvava v organismu a fakt, Ze jde o komplexni smés dimert a oligomeri

(Allen et al., 2001).
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Obr. 4 Struktura Photofrinu® - zobrazen je oligomer slozeny ze tii porfyrinovych jednotek.
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2.2.2 Idealni fotosensitizér

Nevyhody prvni generace PS vedly k vytvofeni myslenky, jaké vlastnosti by idealni
PS mél mit. Je nutné podotknout, ze dosud se takovou latku nepodafilo vytvofit a
pravdépodobné se neda ani ocekavat, Zze néjaky PS bude vSechna tato kritéria spliovat. Cela

fada PS druhé generace ovSem splituje alespon nékolik kritérii (Allen et al., 2001).
Idealni PS by mél splnovat tato kritéria:

e piednostni akumulace v maligni tkani

e silny absorpcni pas v ¢ervené az blizké infracervené oblasti spektra (600 nm —
800 nm; vysoky molarni absorpéni koeficient v této oblasti)

e (istd struktura se snadnou syntézou, nizkymi vyrobnimi naklady a dobrou
skladovaci stabilitou

e vysoky vytézek tripletového stavu vedouci k vysoké produkci 1O, &i jinych
ROS

e velmi nizka toxicita bez ozareni (vlastni toxicita latky)

e relativné rychlé odstrafiovani PS z normalni tkdné¢ minimalizujici neZadouci

ucinky fototoxicity

Mezi dalsimi parametry byla i délka intervalu mezi podanim PS a ozatenim (DLI).
Dftive se m¢lo za to, ze DLI by mél byt co mozna nejdelsi (az 4 dny), aby mé¢l PS Cas se
eliminovat ze zdravé tkané a koncentrovat se ve tkani nadorové. Dnes se ma za to, Ze velmi
kratké DLI jsou naopak Zadouci (fadové minuty aZ hodiny), protoZe PS je pfitomen v cévnim
feciSti nadoru, a mize tak produkovat vyraznégjsi efekt na cévni zasobeni (Agostinis et al.,

2011, Yano et al., 2011).
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2.2.3 Druha generace fotosensitizér( — porfyrinoidy

Mezi porfyrinoidni latky fadime porfyriny, jejich analoga (napf. benzoporfyriny,
chloriny, feoforbidy a bakteriochloriny), ftalocyaniny (Pc) a jejich analoga (napi.
azaftalocyaniny — AzaPc, a naftalocyaniny — Nc) a texafyriny (Obr. 5). Jde o 18-22 =«
elektronové makrocykly slozené bud’ ze ctyt pyrrolovych jader spojenych methinovymi
mustky, nebo v pfipadé Pc (a jejich analog) jsou témito jednotkami isoindoly spojené
azomethinovymi mistky. PS odvozené od struktury porfyrinu maji charakteristicky silny
absorp¢ni pas v oblasti kolem 400 nm (Soretiiv pas) a slabsi absorp¢ni pasy v oblasti 500 az
800nm (Q pasy). I pfes vysoky molarni absorpéni koeficient Soretova pasu
(e~2x10°M?1-cm?) je tento diky nizké vinové délce nevhodny pro PDT piedevsim u
hloubé&ji ulozenych nadorii a pro PDT je tedy nejvhodnéjsi Q pas, ktery se nachazi v cervené
az blizké infracervené oblasti (600800 nm). Ten byva naopak velice intenzivni u latek
odvozenych od Pc (g ~ 3 x 10° M - cm™). Absorpéni maxima Q pasti pro porfyrinoidy jsou
ptiblizné nasledujici: porfyriny — 630 nm, chloriny — 670 nm, Pc — 680 nm, benzoporfyriny —
690 nm, bakteriochloriny 730 nm a texafyriny — 760 nm. (Yano et al., 2011, Castano et al.,
2004). Nasledujici cast prace bude vénovana predevs§im vybranym PS, které jsou klinicky

pouzivané, nebo jsou/byly ve fazi klinickych studii.
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porfyrin chlorin bakteriochlorin porfyrazin —= feoforbid
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Obr. 5 Struktury hlavnich zastupct porfyrinoidnich fotosensitizéra.
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2.2.3.1 Porfyriny

Do této skupiny patii strukturalng i PS prvni generace, Photofrin®, kterému byla

vénovana samostatnd kapitola.

Verteporfin (znamy pod obchodnim oznadenim Visudyne®, Obr.6) je derivat
benzoporfyrinu  (BpD)  poprvé  syntetizovany  Vpoloviné  osmdesatych  let
Dielsovou-Alderovou reakci dimethylesteru protoporfyrinu a dimethylesteru but-2-yndiové
kyseliny (Figueiredo a Dolphin, 1998, Pangka et al., 1986). Vznikla smés izomert absorbuje
silné v oblasti 686 nm (¢ = 3,4 x 10* M - cm™), coz je nejdelsi vlnova délka pro Q pas u
vSech do té¢ doby znamych PS druhé generace. Velkou vyhodou verteporfinu je jeho velice
rychlé vyluéovani z organismu. Visudyne® se podava i.v. v davce 0,3 mg/kg a ozafeni
probihd nejcastéji béhem 30 min po podani diodovym laserem o vlnové délce 690 nm

sdavkou svétla 50J -cm@.

Liposomaln¢ podany verteporfin se rychle akumuluje
v neovaskularni tkani oka a proto se vyuzivd k1écbé vihké formy veékem podminéné
makularni degenerace (AMD)(Allison a Sibata, 2010, Yano et al., 2011), coz je zavazné

onemocnéni zptisobujici nevratnou ztratu zraku (Wolf-Schnurrbusch et al., 2011).

HOOC o O
verteporfin (Visudyne®)

Obr. 6 Struktura verteporfinu (jeden z izomert).
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2.2.3.2 Ostatni struktury odvozené od porfyrinu

Temoporfin (m-THPC, m-tetra(hydroxyfenyl)chlorin, Foscan®, Foslip®, Obr. 7) je PS
druhé generace z rodiny chlorini odvozeny redukci od m-tetra(hydroxyfenyl)porfyrinu, ktery
se ukazal byt mnohem 1¢innéjsi nez Photofrin® (Bonnett et al., 1989, van Geel et al., 1995) a
fadi se mezi viibec nejudinngjsi pouzivané PS s vysokou produkeci 'Oz pii 652 nm (Mitra a
Foster, 2005). Temoporfin se aplikuje v davce 0,1-0,2 mg/kg a ozafeni vyzaduje jen nizké
davky (20 J - cm™) s dobou aplikace svétla vyzadujici jen nékolik minut. Ukézalo se, Ze u
temoporfinu je vyhodnéjsi zvySovani davky svétla, nez davky lé¢iva. Nevyhodou je vSak
moznost vyskytu vyraznych bolesti béhem 1écby, které se daji omezit podanim analgetik.
Nevyhodou temoporfinu je dlouha doba (4 dny) akumulace v nadorové tkani a clearence
z tkan€ nenadorové, nez je mozné aplikovat svétlo. Prvni den po aplikaci mlze i vystaveni
slabému osvétleni vést k zavazné kozni fotosensitivité a pti samotné 16€bé musi byt aplikace
svétla presné mifena (Copper et al., 2003, Kiibler et al., 2001, Senge a Brandt, 2011).
Temoporfin je schvalen v Evropé pro 1é¢bu nddort hlavu a krku, plic, mozku, kize a

zlu¢ovodu (Agostinis et al., 2011).

Talaporfin (Obr. 7) neboli mono-L-aspartylchlorin-es (NPe6, LS11, Laserphyrin®,
Photolon™, Litx™, MACE, Apoptosin™) je ve vodé rozpustny derivat chlorinu s kratkym
akumulaénim ¢asem v nadorové tkani. Je vyrabény nékolika producenty a jeho piesna
struktura a slozeni se muze lisit, coz ma vliv na klinickou odezvu (Allison a Sibata, 2010). Q
pas talaporfinu ma maximu absorbance o vinové délce 654 nm (e = 4 x 10* M! - cm?), kde je
schopen silné produkce 'Oz (®a = 0,77). Lééebny postup je opét obdobny jako u Photofrinu®,
jen snizsi davkou 1égiva (0,5-3,5 mg/kg) i svétla (150J - cm™) o vinové délce 664 nm.
Ozateni probihd 4 h po injekéni aplikaci 1é¢iva. Kozni fotosensitivita je omezena rychlym
vyplavenim z organismu (3-7 dni) a nizkou akumulaci talaporfinu v kozni tkani (Yano et al.,
2011).

Zastupcem feoforbidovych PS je vysoce lipofilni 2-(1-hexyloxyethyl)-2-
devinylpyrofeoforbid (HPPH, Photochlor®, Obr. 7), ktery byl navrhnut za ucelem dobré
penetrace skrze bun&éné membrany. Photochlor® méa vy$si schopnost se akumulovat
v nadorové tkani neZ Photofrin® i temoporfin, nedochazi k jeho metabolizaci a je pomalu
odstranovan z plazmy a vylucovan z organizmu (Bellnier et al., 2003). HPPH se da pfipravit

v Cisté formé z methylfeoforbidu a extrahovaného ze Spirulina spp. (Pandey et al., 1996).
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Q pas HPPH lezi kolem absorpéniho maxima 665 nm (g=4,75x10*M?*-cm? v 1%
Tween-80 micelach), ®, = 0,48 je vyssi nez u temoporfinu, ale nizsi nez u talaporfinu.
Typické davky HPPH jsou 0,15 mg/kg a ozafovani probiha 24-48 h po aplikaci pti 665 nm
s davkou svétla 150J - cm? (Yano et al., 2011). Na rozdil od Photofrinu® se pii 16¢bé

Photochlorem® nevyskytuji zdvazné kozni fotosensitiza¢ni reakce (Pandey et al., 1991).

Lipofilni padoporfin (WST09, Tookad®, Obr. 7) a hydrofilni padeliporfin (WST11,
Tookad® soluble, Stakel®, Obr. 7) jsou derivaty bakteriofeoforbidu a maji predevsim t¢inek
na cévni zasobeni nadoru — pouzivaji se tedy ve fotodynamické terapii zaméiené na cévy
(VTP) (Azzouzi et al., 2013, Weersink et al., 2005a). PS se rychle eliminuje z ob&hu, a proto
je potieba provést ozafeni ihned nebo kratce po aplikaci PS a fotosensitivita trva jen piiblizné
tii hodiny (Weersink et al., 2005b). Davka je typicky 2—6 mg/kg a ozafuje se vinovou délkou
763 nm (padoporfin) resp. 753 nm (padeliporfin) s davkou svétla kolem 200 J - cm™ (Bugaj,
2016). Oba PS (zvlasté pak padeliporfin) jsou dnes zkoumané piedevs$im v 1é¢bé zhoubnych

nadort prostaty, kde se ukazali jako velmi uc¢inné (Azzouzi et al., 2015).

Rostaporfin, cini¢ity ethyletiopurpurin (SnET2, Purlytin®, Obr.7), je synteticky
purpurin (degrada¢ni produkt chlorofylu) (Josefsen a Boyle, 2008a) syntetizovany na zakladé
vyuziti efektu tézkého kovu, diky ¢emz ma vysoky @ = 0,71 (Pogue et al., 1998). SnET2 se
aplikuje injek¢éné v davee 1,2 mg/kg a dochazi k jeho akumulaci v bunéénych membranach a
k ozateni dochazi 24 h po aplikaci. Béhem 1é¢by se mohou objevovat bolesti a nezadouci

fotosensitivita pretrvava az 14 dni (Yano et al., 2011).

Texafyriny jsou rozsifené porfyrinoidy poprvé syntetizované koncem osmdesatych let
(Sessler et al., 1994). Do této skupiny latek patii také ve vodé rozpustny motexafin lutecity
(Lutrin®, Obr.7) — PS se §irokym a silnym absorpénim Q pasem pi#i vysokych vlnovych
délkach (maximum 732 nm), ale s niz$i produkci singletového kysliku v porovnani
s ostatnimi PS (@a = 0,11). Davka Lutrinu® je relativné nizka (0,6-7,2 mg/kg) a k ozafovéani
dochazi 3 h po injekéni aplikaci davkou svétla 150 J - cm™ (pii vinové délce 732 nm) (Young
etal., 1996).
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Obr. 7 Struktury PS odvozenych od chlorinu, feoforbidu, bakteriofeoforbidu, purpurinu a texafyrinu.

2.2.3.3  6-aminolevulova kyselina a jeji estery

Absolutni vétSina pouzivanych PS jsou exogenni latky. Vyvolani kozni fotosensitivity
podanim exogenniho porfyrinu (obdobné jako u pacientti trpicich hepatickou porfyrii) vedlo
k objeveni tzv. chemické porfyrie (Granick, 1965) a navrhu konceptu znamého jako
endogenni fotosensitizace (Ackroyd et al., 2001), ktery vyzaduje podani proléciva
6-aminolevulové kyseliny (ALA; Obr. 8; sama o sob& fotodynamicky neaktivni), coz je
biosynteticky prekurzor fotosensitizujiciho protoporfyrinu IX (PpIX) (Kennedy a Pottier,
1992).
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Jednou z vyhod ALA je moznost oralniho podani 1é¢iva (vedle topického a i.V.).
Ukazalo se, Ze prednostni akumulace PS probiha v mukoéze dutych organt (Loh et al., 1993).
Za fyziologickych podminek je veskery PpIX pfeménén na fotodynamicky neaktivni hem.
Pokud je vSak podano nadbytecné mnozstvi ALA, je piekroCena kapacita tvorby hemu a
dochazi k hromadéni fotosensitizujiciho PpIX. Neoplasticka tkan je navic schopné produkovat
vy$$i mnozstvi PpIX v porovnani s okolni normalni tkani. Pfi topickém podéni lze cilovou
tkan ozatovat 18 h po aplikaci modrym (410 nm), zelenym (510 nm) i ¢ervenym (635 nm)
svétlem. Tvorba 'O je u¢innéjsi u kratdich vlnovych délek a 1é¢ba ervenym svétlem tak

vyzaduje delsi dobu ozaieni. (Allison a Sibata, 2010).

Ke zvyseni lipofility a tudiz i schopnosti proléciva pronikat hloub&ji do tkdné byl
vyvinut methylester ALA (MALA, Metvix; Obr. 8) (Morton, 2003). Prinik MALA je az
dvojnasobny (2 mm) v porovnani s ALA. Esterova vazba je Stépena v cilové tkani
endogennimi nitrobunécnymi esterasami za uvolnéni ALA a nasledné biosyntézy PpIX
(Allison a Sibata, 2010). Vyhodou MALA po topickém podani oproti ALA je omezeni
systémovych ucinkt — K tvorbé PpIX dochazi jen v misté podani MALA. Doba pruniku ALA
skrze normalni tkané z kize do krevniho feCisté je piiblizné 5 h — toto nebylo pozorovano u
esterit ALA (Moan et al., 2001). Studovana byla cela fada dalSich estert, ale ukazalo se, Ze
estery s kratS§im alkylovym fetézcem maji nejvyssi produkci fluorescence ve tkani (Kloek et
al., 1998). Hexylester ALA (HALA, Hexvix®; Obr. 8) se po i. v. podani akumuluje ptedev§im
vV nadorové tkdni mocového méchyfe a pouzivd se ve fotodynamické diagnostice pfi

eliminovani téchto malignit (Mariappan et al., 2015).

o o)
HO\H/\)J\/NHZ /OMNHZ 0 AN
5 o)
ALA

MALA HO
O o]
\/\/\/OM N H2 /
HO
0 HALA protoporfyrin 1X

Obr. 8 Struktury prolééiv 5-aminolevulové kyseliny (ALA), jejich esterd (MALA, HALA) a aktivniho PS
protoporfyrinu 1X.
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2.2.3.4  Ftalocyaniny

Ftalocyaniny (tetrabenzoporfyraziny, 29H,31H-tetrabenzo[b,g,l,9]-5,10,15,20-
tetraazaporfyriny) jsou syntetické analogy porfyrint liSici se od nich benzenovym jadrem
piikondenzovanym k pyrrolovym podjednotkdm a atomem dusiku ve spojovacim mustku
mezi témito podjednotkami. Tato modifikace struktury vede Kk rozsifeni konjugovaného
systému, coz dale vede k absorpci pii vySsich vinovych délkach (600-850 nm). Monomerni
Pc maji charakteristické absorpéni spektrum se Soretovym péasem (kolem 350 nm), slabé
maximum kolem 600 nm a uzky a silny Q pas ve vzdalené Cervené oblasti zafeni kolem
680 nm (Kadish et al., 2010, Allen et al., 2001, Lukyanets a Nemykin, 2010), ktery se
nachazi v “optickém okn¢ tkan¢” (Castano et al., 2004). Nazev ,,ftalocyanin“, odvozeny z
feckych slov naptha (petrolej) a cyanine (tmavé modry), byl poprvé pouzit Sirem Reginaldem
Linsteadem a popisoval charakteristické barvy prvnich syntetizovanych Pc (Linstead, 1933).
Chemicka struktura (Obr. 5) a planarni charakter Pc jadra byl objeven kratce na to stejnou
védeckou skupinou (Dent et al.,, 1934) a pozdé&ji potvrzen rentgenovou krystalografii
(Robertson a Woodward, 1940).

Komplexy Pc skovovymi ionty ovliviuji fotofyzikalni vlastnosti — vytézek
tripletového stavu a jeho dobu zivota. Komplexace iontli paramagnetickych kovi ¢i kovi
s otevienou slupkou jako jsou napt. Cu?*, Co?*, Fe**, Ni?*, VO?*, Cr** nebo Pd?" zkracuji
dobu Zivota tripletového stavu diky zvySenému mezisystémovému piechodu zpét na zékladni
stav, coz vede k fotoinaktivnim latkam (Chan et al., 1987). Na druhou stranu Pc obsahujici
ionty kovii s uzavienou d slupkou nebo ionty diamagnetickych kovii (napt. Zn?*, APP* a Ga*")
produkuji vysoké vytézky tripletového stavu s dlouhou dobou Zivota. Vytézky 1O, jsou pak
ovlivnitelné také do urcit¢é miry periferni 1 axialni substituci Pc. I pfes to vSak maji Pc
tendenci ve vodném prostiedi agregovat nebo dimerizovat, coz vede k redukci az ztraté jejich
aktivity. Po ozafeni svétlem je energie spotiebovana na vnitini konverzi do zakladniho stavu
misto na tvorbu tripletového stavu a nasledné 'O2 (Darwent et al., 1982). Agregaci Pc Ize
snadno odhalit spektroskopickymi metodami — dochazi k modrému (hypsochromnimu)
posunu absorpéniho maxima (30-50 nm) a Q pas se stava méné intenzivni a Sirsi (Allen et

al., 2001).

Nevyhody HpD vedly khledani jinych, ucinn&$ich PS. Diky vyhodnym

fotofyzikalnim a fotochemickym vlastnostem, se zdjem zamé&fil i na Pc. Sulfonovany
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chlorohlinity ftalocyanin se ukazal byt srovnateln¢ u¢innym az lep§im PS nez HpD, zatimco
prokazal nizsi kozni fotosensitivitu v pfitomnosti bilého svétla (Bown et al., 1986, Chan et
al., 1986). Nevyhodou tohoto PS je opét fakt, ze se jedna o smés ftalocyanini, které jsou di- a
predevsim tri- (ale také v mensi mife az tetra-) substituované sulfonovou funk¢ni skupinou.
Tato latka v modifikované forme (sulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin, stupen sulfonace
n ~ 3) je dnes znama pod oznacenim Photosens® (Obr. 9). Absorpéni maximum Q pasu je
675 nm a tento PS zde ma jeden z nejvysSich molarnich absorpcnich koeficienti mezi PS
druhé generace (e = 2 x 10° M? - cm™), coz vede k mnohem niz§im (0,5-0,6 mg/kg) davkam
PS i svétla (150J - cm?@) v porovnani s HpD. Photosens® prosel tfeti fazi klinického
hodnoceni na nadorech prsu, plic, hrtanu, nosohltanu a dlazdicového karcinomu (Yano et al.,

2011). Od roku 2001 je schvalen pro klinické pouziti v Rusku (Ormond a Freeman, 2013).

Druhym vyznamnym zastupcem je kiemicity ftalocyanin Pc4 (Obr. 9; stejné jako
Photosens® jde o PS druhé generace), ktery byl vyvinuty na Case Western Reserve University
(He et al., 1997). Pc4 stejné jako Photosens® absorbuje v Q pésu pfi vinové délce 675 nm
(Agostinis et al., 2011). Pc4 je bezpecny v 1é¢bé pacientl s koznimi nadory a piinesl klinické
zlepSeni u pacient s koznim T-lymfocytomem (CTCL). Na trovni bunéénych organel jej
nachazime vézany na membrany mitochondrii, lyzosomt a ER. V soucasné dob¢ je Pc4 ve

fazi klinickych studii pro 1é¢bu psoriazy a CTCL (Soler et al., 2016).

Photosens® Pc4

Obr. 9 Struktury ftalocyaninovych PS Photosens® (na obrazku je trisulfonovany derivat) a Pc4.
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224 Druha generace fotosensitizér( - ostatni struktury

Kromé PS odvozenych od porfyrinoidi nasly v PDT uplatnéni i strukturalné odlisné

latky — nékteré z nich budou popsany v této kapitole.

Do neporfyrinoidnich PS patii skupina fenothiazinovych barviv — methylenova mod¥
(MB; Obr. 10), toluidinova modf, Nilska modi A a jejich derivaty. PfestoZze je MB G¢innym
PS v in vitro podminkach, v in vivo se ukazala byt net¢inna po i. v. podani pravdépodobné
diky své vysoké hydrofilité (Yano et al., 2011) a rychlé redukci na leuko-formu. Lipofilngjsi
derivaty MB vsak vedly jen malému zlepSeni poméru fototoxicity a toxicity bez ozafeni v in
vitro podminkach a navic u nékterych derivati doslo k vyznamnému zvySeni toxicity bez
ozateni (Mellish et al., 2002). Prestoze MB prokazala aktivitu u riznych typ koznich nadord
(Tardivo et al., 2005), nasla své uplatnéni spise ve fotodynamické inaktivaci infekénich agens

(Usacheva et al., 2003, Wainwright, 2004).

Hypericin (Obr. 10) je perylenchinon izolovany z tfezalky teckované (Hypericum
perforatum) shlavnim absorpénim pasem kolem 600 nm, slibnymi fotosensitivnimi
vlastnostmi a afinitou k nadorové tkani. Hypericin je navic piikladem latky s n€kolika cili —
ma schopnost inhibovat angiogenezi a tvorbu metastaz diky ovlivnéni nékolika kli¢ovych
bunéénych drah (Kleemann et al., 2014). Hypericin je lipofilni, a tak pro podani vyzaduje

formulaci v nosi¢ovém systému (liposomy, micely, nanocastice) (Liu et al., 2015).

OH O OH

methylenova modf

Obr. 10 Struktura methylenové modfi a hypericinu.

Jako PS se samoziejmé uplatiiuje 1 celd fada dalSich latek, jejichz vycet pfesahuje
ramec této prace — patii sem dale napt. derivaty hypocrellinu (He et al., 1999, Chio-Srichan et
al., 2010), squarainova barviva (Beverina et al., 2008, Zou et al., 2015), derivaty BODIPY a
jejich analoga (Yogo et al., 2005), kurkumin (Leite et al., 2014), rhodaminy a psoraleny

30



(Wainwright, 1996) a mnoho dal$ich. Za zminku stoji také fulereny, které stejné jako Pc
ziskaly oblibu a uplatnéni v celé fad¢ odvétvi, a stejné tak se ukazaly jako latky s vhodnymi

vlastnostmi pro PDT (Otake et al., 2010).

2.2.5 Treti generace fotosensitizér(

I pfes vhodné fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti trpi vétSina PS druhé generace
nizkou rozpustnosti ve vodném prostiedi (pfedevsim pfi fyziologickém pH), coz omezuje i
jejich ptimé i.v. podani. Vyzkum je vtéto oblasti zaméfen piedev§im na vytvaieni
transportnich systémui schopnych vyrazné zvysit selektivitu a specifitu PS druhé generace —
mikroemulze, liposomy a nanocastice. Nevyhodou této strategie vSak muze byt snizeni ®a
nesené¢ho PS, protoze 10, musi difundovat mimo nosi¢ovy systém a diky omezené schopnosti
difize O, nemusi tento dosihnout svého biologického cile (Josefsen a Boyle, 2008a).
Druhou moznosti, jak zvysit selektivni akumulaci v nadorové tkani, je konjugace PS
s biologicky aktivni molekulou, ktera zajisti cileni. Témito molekulami mohou byt peptidy,
monoklonalni protilatky, bilkoviny, LDL, kyselina listova, cukry apod. (Yano et al., 2011,
Abrahamse a Hamblin, 2016). V in vitro a in vivo podminkach jiz byla studovana cela fada
takovych konjugatt, jako je napt. temoporfin konjugovany s folatem (Gravier et al., 2008),
fada glykokonjugovanych porfyrinii a chlorint (Hirohara et al., 2009) ¢i Pc konjugovany
s trastuzumabem (Sato et al., 2015), kde tyto konjugaty PS prokazaly leps$i selektivitu, nez
jejich nekonjugované prot&jsky a zaroven zachovanou fotodynamickou aktivitu. Vyvoj
novych PS systémd s nadorové-specifickymi  vlastnostmi pravdépodobné povede

k efektivnéj$i PDT a novym aplikacim téchto latek (Josefsen a Boyle, 2008b).
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2.3 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A OXIDACNI STRES

Oxidacni stres nastava, pokud je rovnovaha mezi antioxidanty a prooxidanty posunuta
ve prospéch prooxidantt (Sies, 1986). V biologickych systémech jsou prooxidanty nejéastéji
ROS, coz je skupina celé fady molekul a volnych radikalt (reaktivni ¢astice, které maji jeden
nebo vice neparovych elektrondl) odvozenych od molekularniho kysliku. 202 je ve svém
zékladnim (tripletovém) stavu bi-radikal obsahujici dva neparové elektrony ve vnéjsi slupce.
Oba tyto elektrony maji stejny spin, takZe 302 neni piili§ reaktivni; pokud vsak dojde ke
zméné spinu jednoho z téchto elektronti, tvoii se 02, ktery je silnym oxida¢nim ¢inidlem
(Turrens, 2003). Dva elektrony s opaénym spinem u 'Oz mohou snadno reagovat s jinymi
pary elektronti — oxida¢ni poskozeni biomolekul tak mize postihnout lipidy, proteiny, steroly,

RNA i DNA (Davies, 2003).

Rozlisujeme dvé formy 1O,, které se daji od sebe odlisit diky rozdilnym emisnim
energetickou hladinu 22,5 kcal/mol nad zakladnim tripletovym stavem (*Zg). Druhou formou
je sigma singletovy kyslik (*Zq O2), ktery ma energetickou hladinu 37,5 kcal/mol nad 3%, a
vétsinou prechazi na 'Aq diive, nez stihne reagovat s jinou hmotou (Devasagayam a Kamat,
2002); jeho polocas ve vodném prostiedi je 10° s v porovnani s 10°-10° s u ':Ay O2 (Bland,
1976, Devasagayam a Kamat, 2002). Konverze 30, na 'O, vyzaduje dodani energie a
Vv biologickych systémech tomu mize byt dvéma zpisoby: fotoexcitaci a chemickou excitaci.
Hlavnim zdrojem O, je fotoreakce typu 2 — po ozafeni jsou jako generatory 'Oz schopné
fungovat nitrobunééné molekuly (flaviny, cytochromy, 4-thiouridin apod.), stejné tak i
xenobiotika (tetracykliny (Glette a Sandberg, 1986), chlorpromazin (Kochevar, 1981),
merbromin (Gollnick a Held, 1990), chlorchinon (Spikes, 1998) apod.). Bez ptitomnosti
svétla jsou schopné produkovat 'O, nékteré enzymy. Radime sem napi. laktoperoxidasy
(Kanofsky, 1983), myeloperoxidasy (Kanofsky et al., 1984), cytochromy (Yasui et al., 2002),
¢i lipoxygenasy (Kanofsky a Axelrod, 1986).

vvvvvv

enzymaticky i neenzymaticky. Enzymatickymi zdroji Oz jsou pfedevsim NADPH-oxidasy
(Babior, 2000, Babior et al., 2002), cytochrom-Psso-dependentni oxygenasy (Coon et al.,
1992) a proteolyticka konverze xanthindehydrogenasy na xanthinoxidasu (Yokoyama et al.,
1990). Neenzymaticky je O~ produkovéan, kdyz je jeden elektron prenesen piimo na 30
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redukovanymi koenzymy ¢i prostetickymi skupinami (napt. flaviny nebo Fe-S klastry), nebo
xenobiotiky predem redukovanymi pfisluSnymi enzymy. Mitochondrialni dychaci fetézec
obsahuje celou fadu redoxnich center, odkud mohou unikat elektrony a reagovat s 20, — coz je
povazovano za hlavni zdroj Oz ve vétSin€ tkani. Superoxid je odstrafiovan tzv. dismutaci za
vzniku peroxidu vodiku (H202). Tato reakce je spontanni nebo mulize byt katalyzovana
antioxida¢nimi enzymy superoxiddismutasami (SOD) (Turrens, 2003). SOD pracuji ve
spojeni s enzymy odstrafiujici H20> jako jsou katalasy a glutathionperoxidasy (Michiels et al.,
1994). Oz je povazovan za ,primarni ROS®“ a reakci s ostatnimi molekulami poskytuje
»sekundarni ROS* at’ uz ptimo, nebo skrze enzymatickou pfeménu ¢i pfeménu katalyzovanou
kovy. Oz nereaguje piimo s polypeptidy, cukry a nukleovymi kyselinami. Jeho schopnost
peroxidace lipidu je sporna (Valko et al., 2006).

H20:2 je toxicky pro vétSinu bun€k v rozmezi koncentraci 10-100 uM, zplsobujici
apoptozu nebo senescenci (Halliwell a Gutteridge, 2007). Mechanismus G¢inku H2O> spo¢iva
predev§im ve tvorbé HO- (Linley et al., 2012). Pfi nizSich koncentracich je vSak schopen
indukovat proliferaci u nékterych bunéénych linii, a naopak, ptfi vySSich koncentracich
inhibuje apoptézu a zpusobuje nekrotickou bunéénou smrt (Halliwell a Gutteridge, 2007).
H20: se neomezené misi s vodou a je schopen difuze mezi buiikami in vivo a stejné jako voda
vyuziva pro pienos skrze membrany i akvaporiny (Bienert a Chaumont, 2014). Jeho reaktivita
je nizkd a jde o slabé redoxni Cinidlo s nizkou reaktivitou. V organismu vznikd pfedevsSim

dismutaci Oz a ptisobenim monoaminové oxidasy (Halliwell a Gutteridge, 2007).

Tvorba celé fady toxickych ROS je uze spojend s ucasti redoxné-aktivnich kovii —
Vv kontextu bun¢k jde ptedevs§im o Zelezo, ptipadné i méd’. Fyziologicky metabolizmus Zeleza
se snazi, aby v buiice bylo volné (tj. redoxné-aktivni) Zelezo v omezeném mnozstvi — V in vivo
podminkach je vSak béhem stresu Oz schopny uvolnit Zelezo z proteinti a jinych molekul,
které ho obsahuji (napf. proteiny obsahujici 4Fe-4S klastry) (Liochev a Fridovich, 1994).
Uvolnéné Zelezo (Fe?") se mize widastnit Fentonovy reakce (Fe** + H,0, — Fe®* + HO- +
HO™) a wvytvafet vysoce reaktivni a nebezpeény HO-. Superoxid se tak ucastni
Haberové-Weissove reakee (02 + H202 — O2 + HO- + HO™ ) kombinujici Fentonovu reakci
s redukci Fe3* superoxidem (Fe** + O, — Fe** + Op) (Leonard et al., 2004, Liochev a
Fridovich, 2002).

Hydroxylovy radikal je vysoce reaktivni molekula S polo¢asem ve vodném prostiedi
krat§im, nez 1 ns, takze pokud je produkovan in vivo, reaguje velice blizko mistu svého
vzniku. Kromé vySe zminéného mechanismu muze HO- vznikat z vody pusobenim
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ioniza¢niho zafeni, nebo fotolyzou alkylhydroperoxidi. Produkce HO- blizko DNA vede

k reakcim s DNA bazemi a zlomum na fetézcich (Valko et al., 2006).

2.3.1 Peroxidace lipid(i

Polynenasycené mastné kyseliny ve fosfolipidech jsou extrémné citlivé k oxidaci. 1O,
reaguje s nenasycenymi mastnymi Kyselinami za vzniku hydroperoxidi. Peroxidace lipidu
zpusobena 02 byla prokazana u hemolyzy erytrocytl, poskozeni kardiomyocytil a degeneraci

bunéénych membran v celé fadé tkani (Devasagayam a Kamat, 2002).

Polynenasycené mastné kyseliny obsahuji jednu nebo vice methylenovych skupin
mezi dvéma cis dvojnymi vazbami, a tato skupina je velice nachylna k oxidaci. Dochazi
k odtrZzeni vodiku za tvorby uhlikového radikalu, ktery pak dale reaguje s kyslikem
s naslednou produkci peroxylovych radikali (Obr. 11). Dalsi reakce jsou pak zavislé na
poloze radikalu v fetézci mastné kyseliny. Pokud lezi na konci systému dvojnych vazeb,
dochazi k jeho redukci na hydroperoxid, ktery je relativné stabilni (pfi absenci piechodnych
kovti). Pokud je vSak peroxylovy radikal umistén uvnitf fetézce mastné kyseliny, dochazi
k cyklizaci s vedlejsi dvojnou vazbou za tvorby cyklického peroxidu sousediciho s uhlikovym
radikdlem. Tento radikal mize bud’ reagovat s kyslikem za tvorby peroxylového radikalu a
nasledné¢ hydroperoxidu, nebo muze podstoupit druhou cyklizaci za tvorby bicyklického
peroxidu, ktery mtze poslouzit k tvorbé malondialdehydu (MDA, Obr. 11) (Marnett, 1999).
Dalsim hlavnim produktem lipoperoxidace je 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) (Jomova a Valko,
2011).

Ptestoze je MDA hlavnim produktem a je mutagenni u bakterii i sav¢ich bun¢k a
karcinogenni u potkanti i my$i a HNE je jen slabé mutagenni, zda se, Ze HNE je
modulaéni efekt na bunétné signalni drahy (Valko et al., 2006). MDA i HNE maji
prokézanou spojitost s karcinogenezi skrze tvorbu aduktli s proteiny, fosfolipidy a zejména

DNA (Marnett, 1999, Zhong a Yin, 2015).
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Obr. 11 Zjednodusené schematické znazornéni peroxidace lipidi. Vyslednymi produkty pisobeni MDA jsou
DNA adukty vzniklé tvorbou vazby s ptislusnymi nukleosidy (adenin, guanin a cytosin): M1A, M;G a M;C. Dle
(Marnett, 1999, Valko et al., 2006).

Cela fada studii prokézala zapojeni *O2 v peroxidaci lipidti vyvolané fotodynamickym
ucinkem fotosensitizérii. Jako pifiklady mizeme uvést ucinek merocyaninu 540 na mysi
leukemické L1210 bunky (Geiger et al., 1997) ¢&i meso-tetrakis[4-(karboxy-
methylenoxy)fenyl]porfyrinu na lipoperoxidaci izolovanych mitochondrii (Chatterjee et al.,
1999).

Lipoperoxidace ma piimé i nepfimé dusledky. Normalni neposkozené bunécné
membrany jsou selektivné propustné pouze pro nékteré latky. Tuto schopnost vS8ak membrany
ztraci diky peroxidaci lipidh, protoZe produkty téchto reakci méni fyzikalni vlastnosti
biologickych membran — snizuji fluiditu a zvySuji permeabilitu. Kromé fyzikalnich zmén také
dochazi k zesitovani mezi dvéma mastnymi kyselinami a mezi mastnou kyselinou a jinou
molekulou, napf. proteinem, coz také vede ke zmeén€ vlastnosti membran a ztraté na

membrany vazanych enzymu (Devasagayam a Kamat, 2002).
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2.3.2 Oxidace a peroxidace aminokyselin a protein(

Vzhledem Kk tomu, ze proteiny jsou Vv buiikach pfitomny ve vysokych koncentracich
V porovnani s ostatnimi bunéénymi komponenty, da se ocekavat, ze budou hlavnim cilem pro
10,, ktery s nimi miiZe reagovat dvéma hlavnimi cestami: fyzikalnim zhaSenim a chemickymi
reakcemi. VétSina reakci 1O, sproteiny se d&je skrze chemickou cestu a vede k jejich
modifikacim (Davies, 2003). Pouze tryptofan je schopny vyrazného fyzikalniho zhaseni,
protoze konstanty jsou pro obé cesty srovnatelné. Jejich podil na vysledném efektu je ale

ovliviiovan mnoha faktory okolniho prostedi (Matheson et al., 1975).

Vzhledem k tomu, Ze se v proteinech vyskytuje 20 béZnych aminokyselin s riznymi
bo¢nimi fetézci na proteinové kostfe, miize na proteinech vznikat velké mnozstvi riznych
radikalt. Jaké radikdly vzniknou, zdlezi pfedev§im na povaze reaktivni molekuly (radikalu)
radikaly. Tyto latky (napt. HO- a ostatni radikaly odvozené od kysliku, jako je napt. RO- a
ROO-) oxiduji pfednostné¢ mista bohatd na elektrony. Hlavni cestou je zde odtrZzeni
vodikového atomu z C-H (v pfipadé Cys S-H) vazeb. U aromatickych aminokyselin pak
prevlada adi¢ni reakce na bocnim fetézci. Preferencné jsou napadana mista vzdalena od
deaktivujici protonované aminové skupiny (tento efekt je eliminovan inkorporaci
aminoskupiny do peptidové vazby). Tento ucinek klesa se vzdalenosti, takze u aminokyselin
s dlouhym fetézcem (Val, Leu, Ile) je poSkozeni orientovano spiSe na vzdalena mista bo¢niho
fetézce. Dale je ovlivilovano mnozstvim C-H vazeb v fetézci (statisticky faktor), stabilitou
vznikajiciho uhlikového radikalu a ptipadnou pritomnosti dalSich
stabilizujicich/destabilizujicich funkénich skupin. OdtrZzeni vodiku tedy probihd nejcastéji
pobliz hydroxylové skupiny Ser a Thr. Na druhou stranu protonovana aminoskupina Lys
zamezuje napadnuti na uhliku C-6 a tudiz odtrzeni vodiku probih4 spiSe na uhlicich C-4 a C-5

(Davies, 2016).

......

jsou uhlikové radikaly. Podobné radikaly ale mohou vznikat skrze sekundarni reakce, jako
jsou napft. preskupeni ¢i fragmentace, alkoxylovych, peroxylovych, thiylovych a dusikovych
radikali. V nepfitomnosti kysliku dochdzi k dimerizaci a disproporcionaci uhlikovych
radikald. Tyto reakce jsou zéavislé na struktufe, ale dochdzi k nim vétSinou velmi rychle diky
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nizkym energetickym bariéram (Dizdaroglu a Simic, 1983). Nékteré dimeriza¢ni produkty
byly jiz charakterizovany (z radikald pochézejicich z aminokyselin a malych peptidi). U
veétsich peptidd bylo pozorovano zesit'ovaténi; velké mnozstvi moznych kombinaci, permutaci
a stereoizomerti nicmén¢ znesnadiuje analyzu téchto produktii. Uhlikové radikaly mohou také
indukovat odtrzeni vodiku ze slabych X-H vazeb (napf. z thiold) piedevsim v prostiedi
s nizkou koncentraci kysliku, jako jsou napt. nadory. I ptfes celou fadu moznych reakci
k odstranéni uhlikového radikalu, dochazi nejcastéji k reakci s molekularnim kyslikem za
tvorby peroxylového radikalu. ROO- se opét muze Gcastnit velkého mnozstvi reakci (tvorba
alkoholi a aldehydi/ketoni radikalovou terminacni reakci; tetroxidy z tercialnich
peroxylovych radikald, které se rozpadaji za tvorby dvou alkoxylovych radikali a kysliku;
apod.). V biologickych systémech jsou ale nejcasté&jSim produktem hydroperoxidy (Davies,
2016). Z hydroperoxidi. mohou vznikat alkoxylové radikaly jednoelektronovou redukci
(Gilbert et al., 1976), fotolyzou nebo termalni homolyzou (Wright et al., 2002). Primarni i
sekundarni RO- z hydroperoxidli podstupuji rychlé presuny vodikli ve vodném prostiedi za
vzniku o-hydroxalkylovych radikalt (Obr.12). Finalnim produktem téchto reakci jsou
alkoholy (Gilbert et al., 1976). Stépeni proteinové kostry neni tak ¢astym jevem, ale miize
k nému dochazet napt. rozkladem a-uhlikovych hydroperoxidi (katalyzované kovy ¢i UV
zatenim) za vzniku RO-, ze kterych pak dale vznikaji karbonylové skupiny a sekundarni

acylové radikaly (Davies, 2016).

Oxidace a peroxidace proteini ma celou fadu dopadii skrze jejich biofyzikalni a
biochemické zmény. Prvnim z nich je inhibice enzymové aktivity. Dobfe je to ukazano na
enzymech obsahujicich velké mnoZstvi Cys, protoze hydroperoxidy snadno reaguji praveé
s nimi (Davies, 2016). Piikladem muze byt napt. glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa, u
které dochazi k jeji rychlé inaktivaci celou fadou hydroperoxidi odvozenych od aminokyselin
a proteind, coz je zpusobeno reakci s jejimi thiolovymi skupinami (Morgan et al., 2002).
Aminokyselinové, peptidové a proteinové hydroperoxidy také mohou zptsobovat poskozeni
lipidt. Radikaly vzniklé z téchto hydroperoxidii mohou hrat roli v iniciaci lipidové oxidace
(Gebicki et al., 2000). Podobné¢ dochazi i k poSkozeni DNA, kde mulze vznikat napf.
zesitovaténi mezi DNA a proteinem ¢i jednofetézcové zlomy (Gebicki a Gebicki, 1999,
Luxford et al., 2002). Zvysena tvorba oxida¢nich produktl proteind (pfipadné i aminokyselin
a peptidi) vede mj. také ke zménam v redoxnim stavu bunky. Pfitomnost peptidovych
hydroperoxidii navozuje ztratu bunécnych thiold a GSH, ktera predchazi ztraté bunécné

zivotaschopnosti (Rahmanto et al., 2010). K tomuto vy¢tu zmén patii také zvySena nachylnost
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oxidovanych proteini k proteolyze a k jejich mechanickym zménam (napf. u kolagenu),
zmény jejich konformace, zmény v hydrofobité, ¢i vazbé kofaktort a ionti kovu (Davies,
2003).

00’ 0 -
| % dalSi
O, _?_OH - (|: +HOO" =™ [aakce
. proteinovy
_C_OH karbonyl
I
.0 dalSi reakce
—c’ + R+ —> Jstici ve $tépeni
X = H | proteinové kostry
karbonyl z boéniho
/ fetézce_ uvolnény
z proteinu
jednoelektronova X _
X redukce _ L X=R —C//O R’ O, ROO" dalsi
—Cll—OOH HO- —?—O —— | + —> ROO reakce
proteinovy

\ karbonyl
o] -
% . dalsi
—N-¢" + ¢c— —
(N I reakce
H R
Stipeni proteinové kostry za vzniku
amidu a acylového radikalu
X

! 6]
proteinovy — (O — 2 B R X
alkohol Cl: OH —(l; + C,:Oz >0, _ ?:;ige

proteinovy
+ karbony!
R 0,
ROO dalsi
reakce

Obr. 12 Sekundarni fragmentace, pteskupeni a odtrzeni vodikového atomu z alkoxylového radikdlu (RO-)
vzniklého z proteinovych hydroperoxidu. Modie — rozklad hydroperoxidu na RO- muze vyustit ve tvorbu
stabilniho produktu (karbonylové slou¢eniny a alkoholy — ¢erveng), ztratu bocniho fetézce (zelené), fargmentaci
proteinové kostry (zluté), ale také v tvorbu dalsich reaktivnich radikald. Dle (Davies, 2016).



2.3.3 Oxidacéni poSkozeni DNA

Reakce 'O, (a dalsich ROS) sDNA mize vést Kietézcovym zlomiam, tvorbé
pozménénych bazi, zménam na deoxyribozové kostie a zesitovaténi DNA. Jednofetézcova
DNA je k poskozeni nachylné&jsi nez DNA dvoufetézcova a je znamo vice nez 100 produktt
oxida¢niho poskozeni DNA. Tyto zmény mohou vést bud k zastavé, nebo indukci
transkripce, indukci signélnich drah, chybam v replikaci a genové nestabilité. Toto vSe miize
byt spojeno s karcinogenezi (Devasagayam a Kamat, 2002, Valko et al., 2006). Nejlépe
prostudovanym oxida¢nim poskozenim DNA bazi je tvorba 8-hydroxyguaninu (8-OH-G).
Tento produkt je dulezity, protoze je snadno tvofen a hraje roli v mutagenezi a karcinogenezi.
8-OH-G se vyuziva jako biomarker oxidaéniho stresu (Li et al., 2013) a je také vyuzitelny
jako potencionalni biomarker karcinogeneze spojené s oxida¢nim stresem (Valavanidis et al.,
2009). Vjaderné DNA je ~90% oxidovanych bazi opraveno jedno-nukleotidovym
repara¢nim mechanizmem a zbylych 10 % excizni reparaci. Hlavni cestou opravy 8-OH-G je

nukleotidova excizni reparace (Valko et al., 2006).
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2.4 BUNECNA SMRT

2.4.1 Programovana bunécna smrt

Programovana bunécénd smrt (PCD) byla historicky brana jako synonymum apoptozy.
Diky intenzivnimu vyzkumu v oblasti bunééné smrti vSak dnes rozeznavame celou fadu
prostudovanym typem PCD. V prubéhu poslednich desetileti intenzivniho studia PCD bylo z
»apoptozy*“ vyclenéno nékolik dalSich novych modalit bunééné smrti. Dochazelo
k opétovnému spojovani, dalsimu rozdélovani, pifejmenovavani apod. Dnes dle doporuceni
NCCD (Nomenclature Committee on Cell Death) rozeznavame nasledujici hlavni typy PCD
(Galluzzi et al., 2012):

e anoikis

e apoptoza — vnéjsi cesta skrze receptory smrti

e apoptoza — vnéjsi cesta skrze dependentni receptory

e apoptdza — vnitini cesta zavisla na kaspasach

e apoptdza — vnitini cesta nezavisla na kaspasach

e autofagickd bunécna smrt

e entdza

e Kkornifikace

e mitoticka katastrofa

e nekroptoza

e NETO6za

e parthanatos

e pyroptoza

Role PCD ve vyvoji mnohobunéfnych organismi byla poprvé pozorovania u

obojzivelniki v poloving 19. stoleti (\Vogt, 1842). Pozd¢ji bylo zjisténo, ze buné¢na smrt se
vyskytuje v celé fad¢ vyvijejicich se tkanich u bezobratlych i1 obratlovci (Clarke a Clarke,
1996). Puvodné¢ byl pojem PCD pouzit k popisu bunétné smrti objevujici se na

predvidatelnych mistech a v predvidatelnou dobu béhem vyvoje k zdiiraznéni, ze bunécna
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smrt je néjakym zpuisobem zakomponovana do vyvojového planu organismu (Lockshin a
Williams, 1964). Témé&f dvacet let vSak trvalo, nez bylo obecné pfijato, ze zvifeci buiiky maji
vrozenou schopnost PCD (Jacobson et al., 1997), a to predevsim diky genetickym studiim
provedenym na had’atku Caenorhabditis elegans, které odhalily geny dulezité pro bunéénou
smrt a jeji kontrolu (Ellis a Horvitz, 1986). Bylo zjisténo, ze nékteré z téchto genu jsou
homologni se sav¢imi geny (Yuan et al., 1993). Prvni dé€leni bunécné smrti rozliSovalo tfi
typy — bunécna smrt typu I (heterofagie), bunéna smrt typu II (autofagie) a bunééna smrt
typu III, ktera nebyla asociovana s Zadnym typem traveni — odpovidaji apoptoze, autofagické
bunééné smrti a nekroze (Schweichel a Merker, 1973, Galluzzi et al., 2007). Pro PDT jsou
dulezité predevsim apoptoza, autofagie a nekroza (Buytaert et al., 2007). V posledni dob¢ je
v kontextu PDT zaméfena pozornost také na mitotickou katastrofu (Rello-Varona et al., 2008,
Soares et al., 2012).

2.4.2 Apoptdza

Termin apoptdza byl poprvé pouzit v roce 1972 — popisoval bunéénou smrt spojenou
se specifickymi morfologickymi zménami. Dnes vime, ze samotné morfologick¢ zmény
nestaci k definovani typu bunétné smrti. PfestoZze jsou nékteré tyto znaky pro apoptozu
typické (smr$tovani buiiky, membranovy blebing, kondenzace chromatinu apod.), mizeme je
najit i u jinych modalit, a né¢které z nich i u jinych procest, nez je bunéénd smrt. Uréovani
bunécné smrti by se proto mélo opirat vzdy o pouZiti vice metodik, které jsou idealn& navic

principialné odlisné (Duprez et al., 2009, Galluzzi et al., 2009).

2.4.2.1  Vnitfni cesta apoptdzy

Vnitini cesta apoptézy je iniciovana celou fadou podnéti — poskozenim DNA,
oxida¢nim poskozenim, pietizenim cytosolickym Ca?*, mirna exitotoxicita, $patné slozené
proteiny v endoplazmatickém retikulu (ER) apod. a vzdy plsobi skrze mitochondrie (Galluzzi
et al., 2012, Elmore, 2007). Tento proces je kontrolovan proteiny z rodiny Bcl-2 (obsahuji

jednu nebo vice domén BHI1-4). Nékteti pro-apoptotic¢ti ¢lenové Bcl-2 rodiny obsahujici
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pouze BH3 doménu (tzv. BH3-only proteiny; napt. Bid, Bim, PUMA, Bad). Druhym typem
pro-apoptotickych Bcl-2 proteinti jsou multidoménové efektorové proteiny a patii sem Bax a
Bak schopné tvofit poéry ve vngjsi mitochondridlni membrané. Na druhou stranu,
antiapoptotické proteiny obsahuji v§echny BH domény (patii mezi n¢ napt. Bcl-2, Bel-X. a
Mcl-1) a inhibuji aktivitu pro-apoptotickych proteinti vazbou na n¢ a tudiz zabranuji aktivaci

Bak a Bax (Green, 2011).

Posunuti rovnovdhy ve prospéch pro-apoptotickych proteini vede k fenoménu
znamému jako permeabilizace vnéj$i mitochondrialni membrany (MOMP) (Green, 2011).
MOMP muze byt disledkem (ale podle nékterych studii i pfi¢inou) zvySeni permeability
vnitini mitochondridlni membrany diky otevieni tzv. MPTP (mitochondrialni permeabilni
tranzitni por), kterym mohou prostupovat molekuly o velikosti az 1500 Da, coz vede ke
zruSeni kompartmentace mitochondrie — charakteristické ztratou potencialu vnitini
mitochondridlni membrany (AWm) resp. preruseni tvorby ATP. Pfesné slozeni proteint
ucastnicich se MPTP je v tuto chvili stale jesté nejasné (Baines, 2009, Galluzzi et al., 2012,
Halestrap, 2009). Uplné pieruseni tvorby ATP viak vede bunééné smrti skrze nekrozu (Green,
2011). MOMP vede k uvolnéni toxickych proteinii z mezimembranového mitochondrialniho
prostoru do cytosolu — jde predevsim o cytochrom ¢ (CYTC), apoptézu indukujici faktor
(AIF), endonukleasu G (ENDOG), IAP pfimo vazici protein s nizkym pl (DIABLO, znamy
také jako SMAC) a HTRAZ2.

V cytoplazmé tvoii CYTC a Apaf-1 za Gcastt dATP apoptosom, ktery je zodpoveédny
za aktivaci prokaspasy 9. Dimerizace prokaspasy 9 vede k tvorbé aktivni kaspasy 9, ktera
Stépenim aktivuje efektorové kaspasy (zejména 3 a 7). Aktivni kaspasy 3 a 7 jsou zodpovédné
za charakteristické znaky exeku¢ni faze apoptdézy — St€épeni DNA na malé fragmenty,
kondenzace chromatinu, ztraty AWm a redistribuci fosfatidylserinu (Galluzzi et al., 2012,
Green, 2011), fosfolipidu bézné se vyskytujiciho v eukaryotickych membranach. Za
fyziologickych podminek je vystaven na vnitini strané cytoplazmatické membrany, coZ je
zajistovano ATP-dependentnim enzymem flipasou. Béhem apoptozy je fosfatidylserin
relokalizovdn z vnitini stany cytoplazmatické membrany na vnéj$i stranu pomoci enzymu
znamych jako skramblasy (Nagata et al., 2016). Dale jsou AIF a ENDOG relokalizovany do
jadra, kde zprostfedkovavaji fragmentaci DNA nezavislou na kaspasach (Joza et al., 2001, Li
et al., 2001) a SMAC spolu s HTRA2 inhibuji anti-apoptotickou funkci celé fady proteini
z rodiny IAP (proteiny inhibujici apoptozu) (Chai et al., 2000, Srinivasula et al., 2003).
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Apoptdza zahrnuje celou fadu komplexnich procesti, které¢ mohou byt do urcité miry
zvraceny ¢i inhibovany. MOMP je nicméné obecné povazovan za tzv. ,bod odkud neni
navratu“ — jakmile dojde k MOMP, tak bunka projde procesem apoptdzy (¢i nekrozy) a

zemie. N€kolik studii v8ak naznacilo, Ze ne vzdy je to pravda (Tait a Green, 2013).

2.4.2.2 Vnéjsi cesta apoptdzy

Vnéjsi cesta apoptdzy je zahajena extracelularnimi stresovymi signaly vazajicimi se na
specifické transmembranové receptory. Takovymi signaly mohou byt tzv. smrtici ligandy,
jakymi jsou napf. FAS/CD95 ligand (FASL/CD95L), tumor nekrotizujici faktor o (TNFa),
s TNF souvisejici apoptozu indukujici ligand (TRAIL) vazajici se na ptislusné receptory (tzv.
receptory smrti) — FAS/CD95, TNFa receptor 1 (TNFR1) a TRAIL receptor 1 a 2
(TRAILR1/2) (Duprez et al., 2009, Galluzzi et al., 2012). Vné&jsi cesta apoptdézy muze také
byt iniciovana nizkou koncentraci (pod kritickou mezi) specifickych ligandd pro tzv.
dependentni receptory (napi. netrinové receptory UNC5 a DCC) (Goldschneider a Mehlen,
2010).

V neptitomnosti FASL se FAS podjednotky spontanné skladaji v plazmatické
membrané za tvorby trimerd. Vazba ligandu tyto trimery stabilizuje a zaroven indukuje
konforma¢ni zmény, které dovoluji sloZzeni dynamického multiproteinového komplexu na
cytosolické Casti receptoru, coz je mozné diky tzv. doméné smrti (DD), ktera je spolecné pro
vSechny receptory smrti (Boldin et al., 1995, Schulze-Osthoff et al., 1998). Mezi proteiny
asociujici se S DD na FAS receptoru patii s receptorem interagujici proteinkinasa 1 (RIPK1,
znama také jako RIP1) (Festjens et al., 2007), FAS-asociovany protein obsahujici DD
(FADD) (Lee et al., 2012), izoformy inhibi¢nich proteinti buné¢ného FLICE (c-FLIP; FLICE
= IL-1B-konvertujici enzym podobny FADD) (Safa, 2012), bunécny IAP (ClAP),
E3-ubikvitinligasy a prokaspasy 8 nebo 10. Vysledny supramolekularni komplex je
zodpovédny za tvorbu aktivnich forem kaspasy 8 a 10, a je také znam jako ,,signalni komplex

indukujici smrt (DISC) (Galluzzi et al., 2012).

Na rozdil od FAS a TRAILRI/2 potiebuje TNFRI pro asociaci s FADD a
prokaspasou 8 také s TNFR asociovanou DD (TRADD). Agregace TNFR1 dale vede k tvorbé
dvou komplexii. Komplex I se skldda z TNFR1, TRADD, s TNFR asociovany faktor 2
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(TRAF2), RIPI, cIAP1 a cIAP2 a je vytvafen na cytoplazmatické membrané. Endocytoza
TNFRI1 je nésledovana tvorbou komplexu II ktery je analogem DISC a zahrnuje TRADD,
FADD a prokaspasu 8 a/nebo 10. Aktivace prokaspasy 8 a 10 vede k aktivaci efektorovych

kaspas a exckuc¢ni faze apoptozy (Duprez et al., 2009, Galluzzi et al., 2012, Wang et al.,
2008).

Za zminku stoji také fakt, ze kaspasa 8 muze Stépit protein Bid a zesilovat tak
bunéénou smrt aktivaci mitochondrialni cesty apoptozy skrze jeho $t€pny produkt tBid (Li et
al., 1998). Bunka tedy mize ziskat vnéjsi signal k zahajeni apoptozy, ktery s mitochondriemi
nesouvisi, a presto vykazovat znamky MOMP a tvorbu apoptosomu. Pfesny podil kaspas 8 a

10 na exekucni fazi apoptozy tedy stale zistava nejasny (Galluzzi et al., 2012).
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Obr. 13 Schematické znazornéni vnitini (vlevo) a vn&jsi (vpravo) cesty apoptozy (Galluzzi et al., 2012).

2.4.3 Autofagie

Pojem ,,autofagie* (pochazi zfectiny a znamend ,tradveni sebe sama‘®) byl poprvé
pouzit pred témér 50 lety, kdy Christian de Duve pozoroval degradaci mitochondrii a jinych
intraceularnich struktur v lyzosomech potkanich jater - zde byla indukovana glukagonem (De

Duve a Wattiaux, 1966, Deter a De Duve, 1967). Autofagie je dnes chapana jako fyziologicky
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katabolicky proces s nezastupitelnou funkci v udrzovani bunéc¢né a tkanové homeostazy diky
schopnosti degradace proteinti a celych organel. V poslednich letech se mnozstvi substrati
rozsifilo o lipidy — v tomto kontextu se ¢asto hovoii o tzv. lipofagii (Ward et al., 2016). V tuto
chvili je znamo 35 rGznych genti souvisejicich s autofagii (Atg) objevenych u kvasinek. Cela
fada z nich je zachovana 1 u savci, coz také poukazuje na dilezitost autofagického procesu

(Mizushima et al., 2011).

Autofagii miizeme rozdélit na tii typy — makroautofagii, mikroautofagii a autofagii
zprostiedkovanou chaperony. Béhem makroautofagic je velka ¢ast cytosolu dopravena
autofagosomem do lyzosomu, se kterym splyva za tvorby autolyzosomu. Mikroautofagii
rozumime proces, kdy jsou cytosolické komponenty pohlceny lyzosomy piimo. V obou
ptipadech muze jit o proces selektivni i neselektivni a je jim moZzné pohltit velké struktury.
V procesu autofagie zprostifedkované chaperony jsou proteiny pieneseny skrze lyzosomalni
membranu jako komplex s chaperonovymi proteiny (napt. Hsp-70), které jsou rozeznavany
lyzosomalnim membranovym receptorem LAMP-2A (membranovy protein asociovany

s lyzosomy 2A) (Duprez et al., 2009, Glick et al., 2010).

Hlavnim bodem regulace autofagie je kinasa sav¢i cil rapamycinu (mTOR), ktera tento
proces inhibuje. V piipadé nedostatku zivin ¢i hypoxie je funkce mTOR potlacena a nastava
aktivace komplexu ULK-Atgl13-FIP200, coz vede ke tvorbé autofagosomu. Tvorba
autofagickych vakuol vyzaduje krok nukleace, ktery je iniciovan vytvofenim PI3KC3
komplexu, kde Beclin-1 (Atg6) slouzi jako zaklad pro vazbu PI3KC3 (jinak také Vps34) a
také UVRAG, Bif-1 a Ambra-1, které slouzi jako pozitivni regulatory aktivity PI3KC3
(Duprez et al., 2009). Negativné na této urovni mohou autofagii regulovat proteiny Rubicon a
Bcl-2. Bcl-2 tedy hraje dvoji roli v procesu bunééné smrti/pteziti. 1) inhibici uvolnéni CYTC
blokuje apoptozu a funguje jako signal pro pieziti a 2) interakci s Beclin-1 inhibuje autofagii a
muze vést k neapoptotické bunécné smrti. Aktivni komplex PI3KC3 je pak schopen tvofit
fosfatidyl inositol trifosfat (PI3P), ktery je dilezity pro prodluZovéani autofagosomu, a také
pro asociaci dal$ich Atg proteinli na autofagosom (Glick et al., 2010, Kaur a Debnath, 2015).

Pro autofagii jsou klicové dva systémy podobné ubikvitinu pasobici v konjugaci
Atg5-Atgl2 a zpracovani LC3 (Atg8). V prvnim piipadé Atg7 aktivuje za pritomnosti ATP
Atgl2, ktera je pak pienesen na Atgl0O potencujici tvorbu kovalentni vazby Atgl2 na Atg5.
Konjugovany Atg5-Atgl2 se nekovalentné vaze s dimery Atgl6L za tvorby multimerniho
Atg5-Atgl2-AtgloL komplexu, ktery se asociuje s prodluzujicim se autofagosomem.
V druhém piipadé je béhem Aautofagie pomoci Atg4 Stépen LC3B (ktery je ptitomen ve
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vetsing bunek jako cytosolicky protein) za vzniku LC3B-1. Aktivovany LC3B-I je pienesen na
Atg3 a nasledné konjugovan s fosfatidylethanolaminem (PE) za tvorby LC3B-II (znamy také
jako LC3-PE). Integrace LC3B-II do rostouciho autofagosomu je zavisla na Atg5-Atgl2 a
mizeme jej nalézt na vnitini i vné&j$i strané membrany autofagosomu. Zaroven piitomnost
LC3B-II je dulezita pro tvorbu Atg5-Atgl2-Atgl6L komplexu, protoze deficit v LC3B-II
vede k dramatickému snizeni konjugace AtgS a Atgl2. V poslednim kroku dochazi k fuzi
autofagosomu s lyzozomem za tvorby autolyzosomu (Burman a Ktistakis, 2010, Duprez et
al., 2009, Glick et al., 2010, Kaur a Debnath, 2015). Dulezitou roli v tomto procesu hraje
Rab7 (Gutierrez et al., 2004), Lamp-1, Lamp-2 (Eskelinen, 2006), cytoskelet (Monastyrska et
al., 2009) a pravdépodobné¢ i dalsi proteiny.

Stale vSak zlstava otdzka, kterou je tfeba mit na mysli pfi hodnoceni autofagické
bunécné smrti. Je autofagickd aktivita béhem bunécné smrti pticinou, nebo jde o zachranny
mechanismus, resp. jde o buné¢nou smrt spojenou s autofagii, nebo o bunécnou smrt autofagii
(Tsujimoto a Shimizu, 2005)? Na zakladé¢ doporuc¢eni NCCD by neméla byt autofagicka
bunécnéd smrt klasifikovana jako modalita bunééné smrti vykazujici zndmky autofagie (napf.
lipidace Atg8 nebo zvySenou degradaci autofagickych substrati jako je SQSTML1) pokud
nemiize byt blokovana inhibitory autofagie (Galluzzi et al., 2012).
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Obr. 14 Schematické znazornéni priibéhu autofagie (Kaur a Debnath, 2015).
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2.4.4 Mitoticka katastrofa

Poprvé byl tento jev popsan v roce 1984 jako ,,mikrotubulova katastrofa“ (Mclntosh,
1984), ale pojem mitoticka katastrofa (MC) byl pouzit az po dvou letech k popsani fenotypu
kvasinek, u kterych nebyl zastaven bunécny cyklus, a vesly ptedcasn¢ do mitdzy, kterou
nebyly schopné efektivné dokoncit (Russell a Nurse, 1986). MC je dnes vztahovana na
bunécnou smrt zptsobenou abnormalni mitézou a realizovana bud’ béhem mitézy, nebo
V nasledné interfazi. N&kteii autofi ji také klasifikovali jako specidlni typ apoptdzy, protoze
sni sdili celou fadu biochemickych znakd (aktivace kaspas a MOMP). Stejné tak je stale
nejasné, zda je MC zplsob bunécné smrti, nebo zda jen o proces vedouci k bunééné smrti

apoptozou ¢i nekrozou (Galluzzi et al., 2012, Vakifahmetoglu et al., 2008).

MC pravdépodobné netvoii exekucni mechanismus bunécné smrti, ale onkosupresivni
cestu predchazejici a odliSujici se, a presto pracujici skrze bunéénou smrt a senescenci. P0O
abnormalni mitéze vykazuji buiiky vyrazné jaderné zmény (mikro- a multinukleace), které
byly ¢asto brany jako morfologické znaky MC. Vyskytovat se v§ak mohou 1 béhem nekrozy a
apoptozy. Deplece pro-apoptotickych proteini (napi. Bax) snizuje pravdépodobnost bunécné
smrti skrze MC, a pusobi tedy potencialné onkogenni polyploidii (Galluzzi et al., 2012, Vitale
etal., 2011).

Doposud byly popsané tii zpusoby MC: 1) Béhem mitotické smrti vyasti mitoticka
porucha v aktivaci bunééné smrti v pfitomnosti zvySené hladiny cyklinu Bl (neukoncena
mit6za). 2) MC muze spustit letdlni drdhu, kterd neni vykonana, dokud butika nevstoupi do
interfaze v dal$im cyklu. V tomto pfipadé¢ se mize bunécnéd smrt objevit kratce po ukonceni
mitézy. 3) V nékterych ptipadech nedochédzi k bunécéné smrti, ale k bunéné senescenci

(nevratna zastava bunééného cyklu zabranujici amplifikaci genomicky nestabilnich bunék).

Piesné molekularni mechanismy, které stoji pfedevS§im za regulaci MC, jsou stale
nejasné a predmétem intenzivniho studia. Mechanismy manifestace a pribéhu procesi
pfedchéazejicich (kontrolni body a senzory mitotického selhani) a nasledujicich po MC
(apoptoza, nekréza, senescence) jsou jiz popsany relativné dobre (Vitale et al., 2011).
Fosforylace kaspas 2 a 9 komplexem cyklin-dependentni kinasy 1 (Cdkl) a cyklinu Bl
(CkB1) zabranuje apoptoze béhem mitézy (Andersen et al., 2009, Allan a Clarke, 2007).

Kinetika aktivace kaspas a degragace CkBI1, ktera je béhem zastavy mitdzy opozdéna, muze
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alespon Caste¢né vysvétlit rozdily v odpovédi nadorovych bunék na induktory MC (Gascoigne
a Taylor, 2008). Na druhou stranu mize sama MC vést k na kaspasach nezavislé apoptoze
(Mansilla et al., 2006). MC miize také byt zprostiedkovana p53, nebot p537 buiiky
podstupuji polyploidizaci v odpovédi na induktory MC mnohem snaze nez buiiky s funkénim
p53 (Senovilla et al., 2009). Absence p53 navic dovoluje déleni tetraploidnich bun¢k za
vzniku bunék aneuploidnich (genomicky nestabilnich) a tudiz potencionalné tumorigennich

dcefinych bun¢k (Vitale et al., 2010).

Jednim z nejnapadnéjSich morfologickych projevii MC je tvorba obrovskych bunék
S jadernymi abnormalitami. Poprvé byl tento jev pozorovadn u bunck ozafenych vysokou
davkou radiace, kdy objem nékterych bunék vzrostl az 200 krat oproti objemu normalnich
bun¢k. Pivodné byl tento jev vysvétlovan nékolika mechanismy — bud’ fuzi dcefinych bunék
po bunécném déleni, nebo abnormalnim bunéénym délenim popt. kombinaci obou. Piestoze
endopolyploidie mize byt hlavnim mechanismem tvorby obrovskych bunék, zda se, ze hlavni

pfi¢inou je odprazeni DNA syntézy od bunééného déleni (Vakifahmetoglu et al., 2008).

2.4.5 Nekrdza a nekroptdza

V klasickém pojeti je nekroza brana jako proces nekontrolované formy bunééné smrti
zavinény nespecifickym a zavaznym bunéénym posSkozenim, coZ muize byt pravda u bunécné
smrti vychdzejici z rozsahlého fyzikalné-chemického poskozeni (napi. hypertermie a cytolyza
zpusobena detergenty) (Alvarez et al., 2010). Bylo vsak prokazano Ze ne ani tak typ stimulu,
jako spi§ jeho zéavaznost hraje hlavni roli v tom, zda builka projde apoptotickou nebo
nekrotickou bunéénou smrti (Bonfoco et al., 1995). Nekroza je z morfologického hlediska
charakterizovana zvétSovanim objemu bunék, nevratnym poSkozenim cytoplazmatické
membrany a destrukci organel. Lyza buné€k vede kuvolnéni bunéfného obsahu do
extracelularniho prostoru, kde funguje jako stimulace bun€k imunitniho systému vedouci
k zanétlivé reakci (Festjens et al., 2007, Proskuryakov et al., 2003). V poslednich letech se
ukézalo, Ze i nekroza muze byt regulovana signalnimi drahami obdobné jako napft. apoptdza.
Vyskyt apoptotickych i nekrotickych znak béhem bunétné smrti nalézajicich se zaroven
ve stejné bunice vedl ke vzniku pojmu ,,aponekroza“, jako nového typu bunécné smrti

(Formigli et al, 2000). Dnes se vSak priklani spiSe Kk pouzivani pojmu
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,.regulovana/programovana nekroza“ (Galluzzi et al., 2012), ktery byl poprvé pouzit jiz pied
tiinacti lety (Chan et al., 2003).
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Obr. 15 Schematické znazornéni signalizace v bunécné smrti formou regulované nekrozy (Galluzzi et al., 2012).

Relativné nedavno doslo k zavedeni nového pojmu ,nekroptéza“ — jde o typ
regulované/programované nekrozy, ktery je zavisly na aktivit¢ RIP1 (Galluzzi a Kroemer,
2008). V piipadé, Ze jsou kaspasy (zejm. kaspasa 8) inhibovany (genetickd manipulace,
farmakologicky zasah), nedochazi k degradaci RIP1 (a jeho homologu RIP3) proteolytickym
Stépenim a dochazi k exekuci nekrotické bunétné smrti (Vandenabeele et al., 2010).
Nekroptoza je indukovana celou fadou riznych bunéénych podnéti — patii sem TNFa, FASL,
TRAIL, dvousroubovicova RNA, interferon-y, deplece ATP, ischemicko-reperfuzni
poskozeni a patogeny. U hodnoceni nekroptdzy je potifeba si také uvédomit, Ze tento typ
bunécné smrti nezahrnuje zadny unikatni biochemicky znak, ale in vitro je charakteristicky
porusenim plazmatické membrany a absenci apoptotickych znakt, predevs§im aktivitou kaspas
a kondenzaci chromatinu. Stejné tak aktivita RIP1 mlZe byt zaznamenana béhem apoptdzy,
zvlasté pak, pokud dojde k inhibici nebo depleci cIAP, coz vede ke tvorbé komplexu
ripoptosomu FADD-RIP1-kaspasa-8. Na rozdil od apoptdzy, nekroptéza indukovana TNF-a
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vyzaduje inhibici kaspasy 8 a tvorbu komplexu RIP1-RIP3 llb, ktery je také znam pod
pojmem nekrosom. Asociace RIP1 a RIP3 probiha skrze homotypické interakéni domény a je
nasledovana vzajemnou fosforylaci. Co ptesné urcuje prechod mezi komplexem Ila (vnéjsi
cesta apoptozy) na IIb stale neni znamo, ale tento piechod vyzaduje aktivitu enzymu CYLD.
V tomto procesu se dale uplatituje NAD-dependentni deacetylasa SIRT2, mitochondridlni
fosfatasa 5 a MLKL (z angl. mixed lineage kinase like protein) (Christofferson a Yuan, 2010,
Galluzzi et al., 2012, Kaczmarek et al., 2013). Dle dnesniho stavu poznani se ma za to, ze
piirozené se vyskytujici nekroptdéza je pozorovana pouze u infekénich onemocnéni

(Kaczmarek et al., 2013).

2.4.6 Bunécna smrt v kontextu fotodynamické terapie

Béhem fotodynamického zasahu dochazi k pfimému a nevratnému poskozeni
subcelularnich komponent (plazmaticka membrana, mitochondrie, lyzosomy, Golgiho systém,
ER), coz vede ke zni¢eni nadorové buiiky. Na rozdil od konven¢ni chemoterapie ¢i
radioterapie, pfi PDT nedochazi k ptimému poskozeni DNA plisobenim léciva, protoze
vétsina PS se (az na vyjimky (Yu et al., 2016)) nelokalizuje do jadra. Moznost vzniku mutaci
vedoucich k nechténé sekundarni karcinogenezi je tedy minimalni (Oleinick et al., 2002). Jak
jiz bylo zminéno, pifimé poskozeni plsobenim PDT je omezeno lokalizaci PS. Béhem
ozatovaciho procesu se vSak mohou nékteré PS relokalizovat na jind mista v bufice a plisobit
tak dal$i sekundarni poskozeni mimo primarni misto G¢inku (Alvarez et al., 2011, Kessel,
2002, Kessel et al., 2005b). Misto zasahu vytvofenych ROS je jeden z hlavnich faktord
predurcujicich zpisob bunééné smrti. Obecné je prijimano (Buytaert et al., 2007, Benov,
2015), zZe lokalizace PS v mitochondriich (Noodt et al., 1998, Kessel et al., 1997), Golgiho
systému a ER (Teiten et al., 2003, Ke et al., 2008) vede k apoptdéze po ozafeni, zatimco PS
nalézajici se v lyzosomech (Machacek et al., 2015) nebo cytoplazmatické membrané
(Dellinger, 1996, Aveline a Redmond, 1999, Kim et al., 2014) zptsobuje spiSe nekrozu. Na
druhou stranu, toto neplati vzdy — apoptézu mohou vyvolat i PS vazané na plazmatickou
membranu (Lin et al., 2000), nebo lokalizované v lyzosomech (Woodburn et al., 1997, Jiang
et al., 2011). Subcelularni lokalizace tedy neni jedinym faktorem urcujici zptisob bunécné
smrti béhem PDT. Dilezitou roli v procesu bunécné smrti v disledku PDT hraje typ

ovlivnéné bunky, davka svétla, typ PS a délka inkubace s PS (Oleinick et al., 2002). Posun
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z apoptozy K nekroze s pouzitim stejného PS lze snadno dosahnout zvySenim PDT davky
(koncentrace PS a/nebo davky svétla), coz ma za nasledek masivni tvorbu ROS vedouci
okamzité¢ k bioenergetické katastrofé, rychlému poklesu koncentrace ATP a celkové

metabolické inhibici (Buytaert et al., 2007).

Nejlépe prozkoumanym typem bunécéné smrti je apoptdza — to plati i u PDT, kde byla
poprvé popsana pied pétadvaceti lety (Agarwal et al., 1991). PS lokalizované
Vv mitochondriich zptsobuji apoptdzu skrze aktivaci specifickych signalnich drah. Kratce po
ozafeni dochazi kuvolnéni CYTC do cytoplazmy z poskozenych mitochondrii, coz je
doprovazeno rychlym poklesem AWm. Depolarizace membrany je pravdépodobné disledkem
otevieni MPTP. Diulezitym spoustééem uvolnéni CYTC v disledku PDT mize byt zvySeni
hladiny Ca?* v cytoplazm& (Moor, 2000, Almeida et al., 2004), protoze ROS spolu
s mitochondrialnim Ca?" pfetizenim hraji dilezitou roli v permeabilizaci mitochondrialni
membrany (Tajeddine, 2016). Efekt fotodynamického procesu na mitochondrie byl intenzivné
studovan na izolovanych mitochondriich i celych buinikdach. Roli MPTP v mitochondrialni
apoptoze Vv dusledku PDT podporuje nékolik fakti. Pfedpokladané komponenty MPTP jsou
nachylné k fotooxidaci a nékteré PS maji afinitu k proteinim mitochondrialnich membrany
s dolozenou nebo ptedpokladanou funkci v MPTP. Farmakologicka inhibice MPTP vede
zaroven k inhibici uvolnéni CYTC do cytoplazmy a redukci fotocytotoxicity. (Belzacq et al.,
2001, Costantini et al., 2000, Furre et al., 2005, Lam et al., 2001).

Jak jiz bylo zminéno vyse, proteiny z rodiny Bcl-2 hraji dilezitou roli v procesu
apoptozy. Pro-apoptoticky protein Bid muze ptedstavovat klicovy signal v aktivaci jinych
proteint z Bcl-2 rodiny — Bax a Bak. Kaspasa 8 stépi Bid, ale stejnou funkci plni i katepsiny
uvolnéné do cytosolu z poskozenych lyzosomi, coz mize byt relevantni v ptfipadé PS
lokalizovanych v endo-lyzosomalnim kompartmentu (Cirman et al.,, 2004). Tato cesta
aktivace apoptdzy byla demonstrovana napt. fotoaktivaci takto lokalizovaného NPe6 na
buné¢né linii 1c1c7 (Reiners et al., 2002). Apoptoézu indukovanou timto zpisobem na Hela
burikach s pouzitim porfyrinového PS nesouciho oznaceni ATX-S10 bylo mozné inhibovat
pouzitim specifickych inhibitori katepsinti B a D (Ichinose et al., 2006). Lyzosomaln¢ vazané
PS vsak mohou proces apoptdzy oslabovat skrze uvolnéni katepsinti a Stépeni prokaspasy 3

(Kessel a Luo, 2001). PDT poskozeni lyzosoml mize tedy vést k indukci i inhibici apoptodzy.

Zvysené hladiny anti-apoptotického proteinu Bcl-2 mohou zplisobovat rezistenci

vvvvvv

Role Bcl-2 vPDT vsak neni jednozna¢na. Byla pozorovana c¢astecna protekce pred
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PDT-indukovanou apoptézou u bunék zvySené exprimujicich Bcl-2, ale v jinych ptipadech
vys$$i hladiny Bcl-2 zvysily ucinnost fotoposkozeni (Buytaert et al., 2007, Oleinick et al.,
2002). Dnes je znama cela fada PS, jejichz cilem je po ozafeni Bcl-2 a v dusledku ptisobeni
PDT dochazi k jeho poskozeni — patii sem napi. SnET2, Pc 4, 9-kapronyloxytetrakis-
(methoxyethyl)porfycen nebo temoporfin. Bcl-2 byl cilen v obou svych lokalizacich — tj. jak
na mitochondriich, tak v ER (Kessel a Castelli, 2001, Kessel et al., 2005a). Fotoposkozeni
Bcl-2 a Bcl-xL fotodynamickym ptisobenim Pc 4 vychazi z okamzitého, na svétle a ROS
zéavislého procesu zpusobujiciho zesitovaténi proteini. Tento proces vyzaduje piitomnost
Bcl-2 a Bcl-xL v membranach a je nezavisly na ptsobeni kaspas a jinych proteolytickych
signald. Ostatni proteiny vnéj$i mitochondridlni membrany (napf. Bak ¢i VDAC) a
cytosolicky Bax zistavaji neovlivnéné. Dilezitym faktorem je vzdalenost mezi cilem a PS,

coz bylo potvrzeno FRET analyzou (Usuda et al., 2003, Xue et al., 2003, Morris et al., 2003).

Rozpor mezi autory vyvstava v ndzoru na to, zda je vyhodné&jsi, pokud PS zptisobuje
po PDT nekrotickou ¢i apoptotickou bunécnou smrt nadorovych bunck. Nékteré studie
naznacuji, ze stimulace imunitniho systému v disledku nekrozy ptispiva k eradikaci nddoru,
zatimco jiné zase uptfednostiuji apoptozu, predevsim pak v mistech, kde je nezadouci otok

tkané (pfedevsim nadory v oblasti hlavy) (Abrahamse a Hamblin, 2016).

Kromé¢ apoptdzy a nekrozy hraje v bunééné smrti po PDT potencialni roli i autofagie.
V sav¢ich bunkéch predstavuje autofago-lyzosomalni systém hlavni proteolyticky systém
majici za kol odstraiiovani organel poSkozenych ROS a nevratné oxidovanych cytosolickych
proteind (Scherz-Shouval a Elazar, 2007). Role autofagie v PDT-indukované bunééné smrti
stale neni pln€¢ objasnéna, a navic stale zlistava otdzka, zda je autofagie procesem dilezitym
pro pieZiti, nebo naopak potencujicim buné¢nou smrt nadorovych bunck. Cytoprotektivni role
autofagie v PDT byla demonstrovana s PS lokalizovanym v ER — hypericinem, ktery indukuje
pfimé oxidativni poskozeni SERCA2 pumpy (jeji inhibice indukuje autofagii). Pokud zde
dojde k vyrazeni funkce Atg5 (siRNA zplsobeny knockout) nebo farmakologické inhibici
autofagie pomoci 3-methyladeninu, dochazi k naristu cytotoxického efektu PDT. Cela fada
studii se vSak spiSe piiklani k opa¢né funkci autofagie v disledku PDT (Reiners et al., 2010).
Jako ptiklad mtZe slouZzit inhibice bunééné smrti v disledkl inhibice autofagie indukované
PDT za pouziti hypericinu u Bax/Bak/ knockout mysSich embryonalnich fibroblastl
(Buytaert et al., 2006). Znamym zptusobem indukce autofagie je farmakologicka inhibice
MTOR. V podminkach in vitro na bunéénych kulturach, ale také in vivo na nadorovych

xenograftech, bylo zjisténo, ze amfifilni PS lokalizujici se primarné v ER ma jako pfimy cil
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pravé mTOR signalni drahu (Weyergang et al., 2009). Ne vSechny proteiny ucastnici se
autofagie jsou cilem PDT. Experimenty s vysokou davkou PDT za pouziti BpD na L1210
bunkach neprokazaly signifikantni fotopoSkozeni proteinti Beclinl, Atg5 ani Atg7. Tento PS
se akumuluje primarné v mitochondriich a ne v lyzosomech. Obdobnych vysledkti bylo

dosahnuto za pouziti hypericinu a HeLa bunék (Reiners et al., 2010).

Lyzosomy a endosomy jsou cilem pusobeni cel¢ tady PS, pouzivanych v PDT
protokolech. N¢&které ztéchto latek se lokalizuji v membranach organel, zatimco jiné
nalezneme koncentrované v matrix téchto organel (Reiners et al., 2010). Ozafeni bunék
obsahujicich sulfonovany tetrafenylporfin 4 (TPPSs4; lokalizuje se v matrix) vede
k fotooxidaci komponent matrix, vcetn¢ hydrolytickych enzymi. V dusledku poskozeni
membran dochazi k vyliti obsahu do cytoplazmy. V tomto piipadé jsou vsak touto dobou
lyzosomalni enzymy inaktivované, a TPPSs tak ptsobi selektivni destrukci endosomi a
lyzosomu bez dalsiho poskozeni ostatnich organel (Berg a Moan, 1994). NPe6 a sulfonovany
tetrafenylporfin 2a jsou amfifilni PS vazici se na endosomalni a lyzosomalni membrany.
Pokud dojde k ozafeni, dochazi k poskozeni membran téchto organel, ty se stavaji
permeabilni a obsah organel se dostava do cytoplazmy, aniz by byl inaktivovan. Pokud nejsou
uvolnéné proteasy inaktivovany endogennimi inhibitory, dochazi ke $tépeni Bid katepsiny a

indukci mitochondrialni apoptotické drahy (Reiners et al., 2002).

Vzhledem k tomu, ze jsou lyzosomy nezastupitelnou soucasti autofagického procesu,
nabizi se myslenka, Ze fotopoSkozeni lyzosoml (at uZ membrany nebo enzymatického
obsahu) ma za nasledek naruSeni autofagie. Experimentalni modely ukazaly, ze tvorba
autofagosomtl se mlize objevit 1 v piipade, kdy byly pozdni endosomy a lyzosomy zniceny
uc¢inkem PDT. Dokonceni autofagického procesu je ale pravdépodobné naruseno, protoze
nejsou pritomny zadné lyzosomy, se kterymi by mohly autofagosomy fizovat a nemutze dojit

k degradaci obsahu autofagosomu (Reiners et al., 2010).

V in vitro podminkach byl popsan tzv. ,.efekt ptihlizejiciho®, kdy bunky po ozafeni
neumiraji nahodné a jednotlive, ale spiSe ve skupinach, coz ma za nasledek tvorbu mist, kde
vSechny bunky umiraji, nebo naopak nejsou vibec ovlivnény. Tento efekt se ukézal byt
vyrazngj$i, pokud §lo o nekrotickou bunécnou smrt — to je pravdépodobné dano vyraznéjSim
uvoliiovanim cytotoxickych latek skrze poSkozené membrany do extracelularniho prostoru. U
apoptozy pak hraje roli i mira konfluence. Cim vyssi konfulence, tim vyssi je mira
mezibunécnych kontakti — to ma za nasledek vyssi citlivost k bunécné smrti. Jako mozny
mechanismus byla navrhnuta komunikace skrze nexy (gap-junctions). Tato domnénka vSak
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byla popfena ovlivnénim bunécné kultury inhibitorem nexd (dieldrinem), kdy nedoslo
k omezeni ,,efektu prihlizejiciho* (Dahle et al., 1997, Dahle et al., 1999, Dahle et al., 2000).
Tento efekt tedy zistava na molekularni Grovni stale nevysvétlen. Jako dalsi mozny
mechanismus se nabizi vazba FAS (vazaného na membrané jedné buiiky) na FASL buiky
sousedni. ,,Efekt ptihlizejiciho® poukazuje na dulezity fakt, tedy Ze inaktivace nadorovych
bun¢k neprobihd pouze pfimym poskozenim Vv disledku PDT, ale dtlezitou roli také hraje

komunikace mezi bunikami béhem tohoto procesu (Oleinick et al., 2002).
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Stanoveni fotodynamické aktivity novych fotosensitizéri ze skupiny
ftalocyanini a jejich dusikatych izosterd (tetrapyridoporfyrazini a
tetrapyrazinoporfyrazinti) po expozici aktivujicimu zafeni. Stanoveni toxicity
téchto latek v absenci jakéhokoli svételného zafeni in vitro na lidské nadorové
linii karcinomu d¢lozniho ¢ipku (HelLa). U vybranych latek stanovit tyto

toxicity 1 na dalSich nadorovych a nenadorovych liniich.

U vybranych latek urcit zavislost délky 0zafovani na schopnosti ni¢it nddorové

bunky.

Urceni lokalizace fotosensitizérti v bunikach (primarni cil po ozafeni) pomoci
fluorescencnich sond ¢i fluorescencné znacenych proteind specifickych pro
jednotlivé bunééné organely metodou epifluorescenéni a/nebo konfokalni

mikroskopie.

U vybranych latek stanovit rychlost prostupu (¢asovy profil) do bunék.

Stanovit ¢asovy profil vzniku reaktivnich forem kysliku a dusiku pfed, béhem

a po ukonceni ozatovaciho procesu.

Metodami svételné, fluorescencni a konfokalni mikroskopie charakterizovat

zmény v bunécné morfologii a morfologii vybranych bunécnych struktur.

Stanovit typ bunétné smrti vyvolany fotodynamickym piisobenim vybranych

ucinnych fotosensitizéra.

U anionickych derivati se pokusit objasnit pfi¢inu nizsich aktivit téchto latek

oproti derivatim nesoucich kationické skupiny.
Porovnat vlastnosti studovanych latek mezi sebou a pokusit se objasnit vliv

struktury na fotodynamickou u¢innost. Porovnat nové fotosensitizéry

s n€kterymi z klinicky pouZivanych latek.

56



4

KOMENTARE K PRACIM

57



Tato diserta¢ni prace je predkladana jako komentovany soubor péti praci. Ctyii prace
byly publikovany v mezinarodnich impaktovanych asopisech a jedna prace je piedlozena ve
form¢ rukopisu V pokrocilé fazi recenzniho fizeni. VSechny publikace jsou plvodni
experimentalni prace zamétfené na syntézu a moznosti vyuziti originalnich fotosensitizérti na
bazi ftalocyanini a jejich dusikatych izosterti, azaftalocyanind, ve fotodynamické terapii

nadorovych onemocnéni.
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4.1 SYNTEZA, CHARAKTERIZACE A ZAKLADNI IN VITRO
HODNOCENI NEAGREGUJICIHO KATIONICKEHO
FTALOCYANINOVEHO FOTOSENSITIZERU

Makhseed S, Machagek M, Alfadly W, Tuhl A, Vinodh V, Simanek T, Novéakova V,
Kubat P, Rudolf E a Zim¢ik P. Water-soluble non-aggregating zinc phthalocyanine and in
vitro studies for photodynamic therapy. Chemical Communications. 2013; 49(95): 11149-51.

Pc jsou dulezitou skupinou latek vhodnych pro PDT pfedev§im nadorovych
onemocnéni. Diky silné absorpci Q pasu v oblasti viditelného zateni pii vysokych vinovych
délkach (Cervena oblast viditelného zateni) jde o latky potencialné pouzitelné u 1écby i
hloubéji polozenych nadord (Josefsen a Boyle, 2008a). Nevyhodou Pc, i piesto, ze jsou
vhodné substituovany hydrofilnimi skupinami, je jejich tendence ke tvorbé agregatl a ztraté
fotodynamické aktivity a to zejména ve vodném prostiedi (Darwent et al., 1982). Pc a AzaPc
jsou ve veédecké skupiné doc. Zimcika na Farmaceutické Fakult¢ UK v Hradci Kralové
studovany a vyvijeny jiz delsi dobu a ve spolupraci s kolegy ze skupiny prof. Makhseeda z
Kuvajtské univerzity se nam podafilo vyvinout a charakterizovat Pc, ktery je diky rigidné
uspofddanym kladné nabitym objemnym skupindm velice dobfe rozpustny ve vod¢ a navic

zde neagreguje, coz je velice vzacny jev u této skupiny latek.

Struktura a uspotfadani v prostoru tohoto Pc nesouciho na periferii v 8 polohach
substituenty s celkem Sestnacti kvarternizovanymi imidazolylovymi skupinami (Pc-1mae)
byly potvrzeny kromé¢ elementarni analyzy a NMR také rentgenovou krystalografii (Obr. 16).
Nabité objemné¢ substituenty jsou nuceny se orientovat nad a pod rovinu lipofilniho Pc jadra, a
tim jej diky elektrostatickym repulzivnim sildm chrani pied agregaci. Fotofyzikalni méteni a
'H NMR spektroskopie v D20 potvrdily, Ze je tato latka schopna si udrzet zcela monomerni
stav ve vodném prostiedi i pfi vysokych koncentracich az 100 mg/ml. Hodnoty @x ziskané
¢asové rozlisenou luminiscenci Oz vblizké infraervené oblasti pti 1270 nm
v dimethylformamidu (DMF) a D20 byly vysoké (@A = 0,61 v DMF a &, = 0,37 v D20),

naznadujici efektivni tvorbu 10, po aktivaci latky ¢ervenym svétlem.
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Obr. 16 Struktura Pc-Imas a schematické prostorové znazornéni této latky (Makhseed et al., 2013).

Diky monomernimu stavu latky ve vodném prostedi (napf. kultiva¢ni médium) jsme
byli schopni ur¢it stfedni hodnotu vlastni toxicity struktury bez pfitomnosti aktivujiciho zafeni
(TCs0) a hodnotu stiedni efektivni koncentrace po aktivaci Pc-Imis zaifenim (ECsp). Hodnota
TCso byla na nemaligni linii mySich fibroblasti (3T3) stanovena na 395 uM — obdobnou
hodnotu jsme naméfili i pro nddorovou linii odvozenou od lidského karcinomu délozniho
¢ipku (HeLa), kde dosahovala TCso = 628 uM. Aktivace Pc-Imis (A > 570 nm, 12,4 mW/cm?,
11,2 J/cm?) indukovala silny fotodynamicky efekt viaci HeLa buiikim s hodnotou
ECso = 36,7 nM (Obr. 23b). Oba tyto vysledky naznacuji velice nizkou toxicitu bez ozateni a
zéaroven vysokou fotodynamickou aktivitu, které jsou dobrymi predpoklady uspéSného PS —
pomér TCso/ECso (obdoba terapeutického indexu) je tak vyjimecné vysoky, piesahujici
hodnotu 10 000. Toxické ptisobeni Pc-Imis po ozafeni indukuje morfologické zmény, které
byly pozorovany jako zména tvaru bunék jiz béhem ozafovani (zataZeni filipodii, Castecné
zakulaceni bungk). Kratce po ukonceni ozafovani dochazi k rozsahlé tvorbé membranovych
blebli. Jako hlavnim cilem plsobeni tohoto PS byly fluorescen¢ni mikroskopii za pouziti

specifickych fluorescenénich sond urceny lyzosomy.

Vysledky této studie poukazaly na dilezitost rigidity uspofadani kationickych nabojl
Pc-Imas v souvislosti s u¢innosti jejich fotodynamického pusobeni. Podatilo se tak navrhnout,
syntetizovat a charakterizovat u¢inny PS, ktery vykézal vysokou aktivitu po ozéfeni cervenou

oblasti viditelného zafeni.
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4.2 KATIONICKE FOTOSENSITIZERY ABSORBUIJICI VE VZDALENE
CERVENE OBLASTI S VYSOKOU PROTINADOROVU AKTIVITOU A
NIZKOU TOXICITOU VE TME

Machacek M, Cidlina A, Novakova V, Svec J, Rudolf E, Miletin M, Kucera R,
Simtnek T, Ziméik P. Far-red absorbing cationic phthalocyanine photosensitizers: Synthesis
and evaluation of the photodynamic anti-cancer activity and the mode of cell death induction.
Journal of Medicinal Chemistry. 2015; 58(4): 1736-1749.

Pozice Q absorpéniho pasu ftalocyaninového PS mize byt ovlivnéna vhodnou
substituci jadra, zejména pouzitim spojovaciho heteroatomu (O, S, N) mezi jadrem a
substituentem — posun Q pasu muze pak byt k 800 nm. V literatute byl popsan posun dokonce
az k 1000 nm (Furuyama et al., 2014), absorpce pfi takto vysoké vinové délce vSak jiz neni
vhodna pro PDT, protoze pouze zafeni zhruba do 800 nm ma dostate¢nou energii pro tvorbu
10, (Castano et al., 2004). V této praci jsme se zabyvali ve vodé rozpustnymi Pc a
tetrapyrazinoporfyrazinem (TPyzPz), které absorbuji v oblasti kolem 700 nm. Vsechny PS
z této studie nesou stejny [(triethylammonio)ethyl]sulfanylovy substituent — trvalé kladné
naboje zde nesou kvarterni amoniové soli. Pfedmétem této studie bylo predevSim ovlivnéni
aktivity PS pozici substituentti (neperiferni o a periferni 3 poloha) na Pc jadfe resp. izosterni

zaménou uhliku dusikem v jadie PS nesoucim stejny substituent (struktury na Obr. 17).

24

Vv nasledujicim potadi: TPyzPz-Zn 656 nm < PeB-Zn 704 nm < Pca-Zn 756 nm. Poloha Q
pasu je zvlasté zajimava u neperiferné substituovaného Pc, kde piesahuje 750 nm, coz je pro
TPyzPz-Zn byla zplsobena izosterni substituci Pc jadra dusikem, coz vedlo k typickému
hypsochromnimu posunu o 40 — 50 nm v porovnani s pasy parentniho Pc analogu (Zimcik et
al., 2012). Rozdily v absorp¢nich maximech o a B substituovanych Pc je zase dana pozici
substituce na jadre, jak jiz bylo dfive demonstrovano v jinych studiich (Kobayashi et al.,
2003, Kostka et al., 2006). Diky kvarternizaci jsou vSechny latky vysoce rozpustné ve vod¢ a
dle absorp¢nich a fluorescenénich spekter jsou Pca-Zn a TPyzPz-Zn v monomernim stavu.
PcB-Zn vykazuje tvorbu H-agregati. Tvorba agregati ve vodé ovliviwuje aktivitu latky a

v piipadé PceB-Zn dochazi k vyraznému poklesu hodnoty @r (kvantovy vytézek fluorescence)
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ve vodé oproti DMF. Pozice substituentu na jadfe zaroven ovliviiuje hodnotu @®a, Ktera je
vV DMF vyrazné vyssi pro Pca-Zn (0,91) oproti t¢ namétené u periferniho analogu Pef3-Zn
(0,68). Nejnizsi hodnotu ze zineCnatych derivati mél TPyzPz-Zn (@&a = 0,20). Tyto

fotofyzikalni parametry dobie koreluji s fotodynamickymi aktivitami studovanych latek.
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Obr. 17 Struktury ftalocyanini (Pc) a zine¢natého tetrapyrazinoporfyrazinu (TPyzPz-Zn) substituovanych
[(triethylammonio)ethyl]sulfanylovymi skupinami (Machacek et al., 2015).

Rychlost prostupu latek do HeLa bunék byla rychla v prvnich hodinach s nastupem
platé faze béhem 12 h (Obr. 22a). Vsechny PS se poté kumulovaly v lyzosomech, které tak
predstavuji primarni cil jejich fotodynamického pisobeni. Jak ukazal ¢asosbérny experiment,
kratce po ozafeni dochazi k poSkozeni lyzosomalni membrany a redistribuci latek do
cytoplazmy jest¢ béhem ozafovani. Fotodynamické pusobeni latek na maligni bunécné linie
HelLa, SK-MEL-28 (lidsky melanom) a HCT 116 (lidsky kolorektalni karcinom) i nemaligni
linii 3T3 vyvolalo silny fotodynamicky efekt dobfe odrazejici fotofyzikalni méteni —
nejaktivnéjsi se ukazal byt neperiferni Pca-Zn (HelLa, ECsp = 0,31 uM) a fadové podobnou
aktivitu vykazoval i pfes pfitomnost agregace periferni Pefi-Zn (HelLa, ECso = 0,54 uM),
vSech latek nizka jak na HelLa, tak i 3T3 bunkach — v pfipadé Pca-Zn a TPyzPz-Zn v fadu
stovek puM. Vyjimecné nizkou vlastni toxicitu (dle dostupnych dat jednu z nejnizsich
publikovanych v pfipadé (Aza)Pc) jsme naméfili u PeB-Zn (HelLa, TCso = 1639 uM). Do

studie byly zafazeny také PS neobsahujici centralni kovovy ion (Pca/B-2H) nebo obsahujici
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hote¢naty ion (Pca/B-Mg). Tyto nejsou tak silnymi generatory 'Oz v porovnani s jejich
zineCnatymi analogy, a tudiz nebyly schopné vyvolat fotodynamicky efekt Vv naSich
experimentalnich podminkéch. Toxicita vlastni struktury bez ozareni vSak zistava piiblizné
stejnd, jako u fotodynamicky aktivnich zine¢natych derivatii, a neni tedy vyrazné ovlivnéna

centralné koordinovanym atomem.

Jak jiz bylo zminéno vyse, kratce po ozéaieni dochdzi k prasknuti lyzosomt, to vSak
neni jedind morfologickd zména spojenda s bunécnou smrti vyvolanou fotodynamickym
pusobenim téchto PS. Béhem ozarovani dochazi ke zkracovéani a zakulaceni mitochondrii,
k prostupu jodidu propidia skrze poskozenou cytoplazmatickou membranu do bunky a
extenzivni tvorbé membranovych blebli az puchyii. Piestup jodidu propidia a PS skrze
jadernou membranu zacind az po ozafeni a je kompletni béhem 15 min po ozateni. Afinita
studovanych PS k jadru je dana kationickymi naboji nesenymi PS a anionickou povahou

DNA. Zadné zmény ve tvaru jadra nebo struktufe chromatinu nebyly pozorovany.

V pribéhu bunécné smrti dochazi k translokaci fosfatidylserinu z vnitini strany
bunécné membrany na vnéjsi; toto mize byt detekovano pomoci fluorescenéné znaceného
Annexinu-V a kvantifikovano priatokovou cytometrii (Vermes et al., 1995). V kombinaci
s jodidem propidia, ktery je schopen barvit jadra bunék s vazné poskozenou cytoplazmatickou
a jadernou membranou (pozdné apoptotické a/nebo nekrotické buiky) je mozné odlisit buniky
podstupujici bunécnou smrt od bungk, které byly schopné ptezit cytotoxicky zasah. Pii pouziti
nizkych davek Pca-Zn i PceB-Zn (koncentrace odpovidajici hodnotam jejich EC1s) doslo
pouze K mirnému nardstu bunék podstupujicich apoptéozu resp. bunék nekrotickych. Pri
pouziti vyssich davek (ECgs) byl nartist v obou populacich bunék pozitivnich na Annexin-V a
negativnich (Casné apoptdza) ¢i pozitivnich (pozdni apoptdza a nekrdza) na propidium jodid,
kdy efekt byl vyraznéjsi u fotodynamicky aktivnéjSiho Pca-Zn derivatu. Méteni aktivity
aktivovany nebyly (s vyjimkou kaspasy 9 ve vzorku obsahujiciho Pei-Zn o koncentraci
odpovidajici EC1s 6 h po ozafeni), u efektorovych kaspas 3+7 bylo pozorovano piechodné
zvyseni aktivity u obou Pc 4 h po ozatfeni. Vysledky z pritokové cytometrie a aktivity kaspas
spolu s rychlym nastupem vaznych morfologickych zmén naznacuje, ze dochazi k bunééné

smrti predev§im nekrotického typu.

Vysledky této studie ukazuji dalezitost mista substituce Pc jadra stejné jako typ
pouzitého jadra PS. Tyto strukturdlni obmény vyrazné ovliviiuji fotofyzikalni, fotochemické a
v dasledku i biologické chovani hydrofilnich fotosensitizérii zaloZenych na Pc jadre.
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4.3 TETRA(3,4-PYRIDO)-PORFYRAZINY — NOVA SKUPINA
FOTOSENSITIZERU PRO FOTODYNAMICKOU TERAPII NADORU

Vachova L, Machagek M, Kucera R, Demuth J, Cermak P, Kopecky K, Miletin M,
Jedlickova A, Simtnek T, Novakova V and Ziméik P. Heteroatom-substituted tetra(3,4-
pyrido)-porphyrazines: a stride toward near-infrared-absorbing macrocycles. Organic &
Biomolecular Chemistry. 2015; 13: 5608-5612.

TPyPz jsou latky strukturdlné odvozené od Pc izosterni zaménou uhliku za dusik
(vSechny benzeny jsou zaménény za pyridin) a byly poprvé syntetizovany koncem tficatych
let 20. stoleti (Linstead et al., 1937). Do dne$ni doby se vSak veSkeré obmény soustiedily
pouze na zmény centralné koordinovanych iontli kovli a moznost kvarternizace pyridinovych
dusikd. V této studii jsme jako prvni uvedli moznost syntézy TPyPz (vhodnych pfedevsim pro
PDT) substituovanych ptes heteroatom (O, S, N). Touto substituci je mozné vyznamné
ovlivnit spektralni, fotofyzikdlni a fyzikalné-chemické vlastnosti PS odvozenych od Pc

(Zimcik et al., 2012).
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Obr. 18 Struktury substituovanych TPyPz a absorpéni spektra (Cerna TPyPz3-Zn, ¢ervena TPyPz2-Zn, modra
TPyPz1-Zn) nékterych zastupci demonstrujici erveny posun Q pasu (Vachova et al., 2015).

V této praci byla ptipravena série nekovovych, hotfenatych a zine€natych derivati
TPyPz scelou fadou perifernich substituenti (Obr. 18). Zatimco pozice Q pasu
nesubstituovaného TPyPz lezi kolem 676 nm (Szulbinski a Kincaid, 1998), nami
syntetizované¢ PS vykazovaly vyznamny bathochromni posun dutlezity pro PDT — napf.

aryloxy derivat (TPyPz3-Zn) 712 nm, alkylsulfanylovy (TPyPz2-Zn) 730 nm a dialkylamino

wev
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latka TPyPz1-H (806 nm), ktera se ale diky absenci kovového iontu s uzavienou vné&jsi
slupkou (napt. Zn) nehodi pro PDT (@ = 0,01). Az na latku TPyPz2-H nevykazovaly dle
fluorescenénich spekter zadné PS agregaci v tetrahydrofuranu resp. v DMF. Diky rozpustnosti
ve vodé, dostatenému bathochromnimu posunu Q pasu (722 nm) a relativné vysokému

@A = 0,61 je z hlediska pouzitelnosti pro PDT nejvhodnéjsi TPyPz5-Zn.

Casovy profil prostupu TPyPz5-Zn do HeLa bun&k byl obdobny, jako tomu bylo u
pfedchozich latek a PS byl na konci inkubace lokalizovan v endo-lyzosomalnim
kompartmentu. Ozafeni Cervenym svétlem indukovalo silny fotodynamicky efekt
ECso = 0,26 uM, coz je mirné vyssi aktivita srovnatelnd s ve vod¢ rozpustnymi Pca/B-Zn
z predchozi studie, které vSak nesou dvojnadsobné mnozstvi naboji. Strukturni zména na jadie

vsak zaroven vedla k mirnému zvyseni toxicity bez ozateni (TCso = 105 puM).

Tato studie jako prvni demonstrovala syntetickou cestu vedouci k substituovanym
TPyPz — v tomto piipad¢ pro pouziti v PDT. Nové PS maji o néco vyssi fotodynamickou
aktivitu, nez jejich Pc a TPyzPz analoga, ale zaroveni doslo k navySeni toxicity bez ozareni. Je
proto nutné pokracovat ve studiu dalsich derivati, abychom zjistili, zda se toto tyka pouze

nami studovanych latek, nebo zda jde o vlastnost obecnou pro TPyPz.
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4.4 STUDIUM NEAGREGUJICIHO VE VODE ROZPUSTNEHO
ANIONICKEHO FOTOSENSITIZERU: OBJASNENI NIZS[ AKTIVITY
TETO SKUPINY LATEK

Machaéek M, Kollar J, Miletin M, Kucera R, Kubat P, Simtinek T, Novakova V,
Zim¢ik P. Anionic hexadeca-carboxylate tetrapyrazinoporphyrazine: synthesis and in vitro
photodynamic studies of water-soluble non-aggregating photosensitizer. RSC Advances.
2016; 6: 10064-10077.

V nasi studii s neagregujicim Pc-Imis jsme demonstrovali dulezitost schopnosti PS
zlstat ve zcela monomernim, neagregovaném stavu ve vodném prostiedi, diky cemuz si je PS
schopen zachovat produkci 1O, resp. fotodynamickou aktivitu (Makhseed et al., 2013). Dosud
publikované anionické Pc PS vykazovaly vzdy relativné nizkou fotodynamickou aktivitu (Xia
et al., 2011), ktera mize byt déna pfitomnosti agregati. Vyjimkou je napf. neagregujici
anionicky Pc, ktery ma i pfes dobrou rozpustnost ve vodném prostiedi vyrazné nizsi
fotodynamickou aktivitu, nez kationické derivaty (Liu et al., 2005). Pfitomnost agregatt tedy

neni uspokojivym vysvétlenim tohoto jevu.
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Obr. 19 Struktura TPyzPz-COONauis. Absorpéni spektrum ve fosfato-citratovém pufru (pH 7,1; koncentrace od
6 uM, cerna do 100 uM, cervena) a zavislost molarniho extinkéniho koeficientu na koncentraci demonstruje
monomerni stav ve vodném prostiedi.

Za ucelem hlubsiho studia aktivity anionickych PS odvozenych od struktury Pc, byl
pfipraven zineCnaty TPyzPz substituovany periferné osmi 3,5-dikarboxylatofenylovymi

skupinami, ktery ve formé sodné soli nese Sestnact zapornych néboji v rigidnim uspotadani
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(TPyzPz-COONais, Obr. 19). Toto uspofadani substituentd je schopné udrzet PS
vV monomernim stavu i pfi vysokych koncentracich ve vodném prostiedi, jak bylo potvrzeno
fotofyzikalnimi méfenimi (Obr. 19) i vkomplexni smési iontt (DMEM médium).
TPyzPz-COONais ma Q pas lokalizovany kolem 647 nm. Mgéfenim luminiscence O
Vv blizké infracervené oblasti byla zjisténo, ze @a = 0,23, coz je ve vodném prostiedi velice

dobry vysledek (neagregujici kationicky Pc-1mis mél pouze mirné vyssi @ = 0,37).

TPyzPz-COONais se tedy z hlediska fotofyziky zda byt dobrym PS s rychlym
prostupem do bunék v prvnich hodinach, dosahujici plato faze béhem 12 h (Obr. 24b, ¢ervena
kiivka). Fluorescentni mikroskopie s pouzitim fluorescenéné znaceného dextranu a
fluorescencnich proteinti specifickych pro lyzosomy a endosomy urcila jako hlavni cil této
latky endo-lyzosomalni kompartment. Po ukonceni inkubace s HeLa buitkami byla zmétena
koncentrace TPyzPz-COONais Vv bunééném lyzatu (0,20 nmol PS na 1 mg proteinu).
Celkové mnozstvi TPyzPz-COONais bylo ptiblizné 2,5x niz8i, nez tomu je v piipade
Pc-Imis (0,55 nmol PS na 1 mg proteinu). Cytotoxicitni experimenty v pfitomnosti
aktivujiciho zafeni ale odhalily nizkou aktivitu TPyzPz-COONais i piiabsenci agregace

(5,7 uM), ktera neni vysvétlitelna pouze niz§im mnozstvim latky v buiikach a niz§im @a.

V této praci bylo zjisténo a popsano, ze hlavnim divodem nizsi aktivity anionickych
PS odvozenych od Pc je vliv nizkého intralyzosomélniho pH pfi kterém dochazi u tohoto PS
k agregaci. Dalsi faktor vedouci k nizsi aktivité je silna vazba na proteiny. Vazbou na proteiny

dochazi k zhaSeni excitovaného stavu, a tudiz i nizs$i produkci *O2.
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4.5 TETRA(3,4-PYRIDO)-PORFYRAZINY — CESTA K NANOMO-
LARNE UCINNYM FOTOSENSITIZERUM

Machacek M, Demuth J, Cermék P, Vavre¢kova M, Hruba L, Jedlickova A, Kubét P,
Simtnek T, Novéakova V, Ziméik P. Tetra(3,4-pyrido)porphyrazines caught in the cationic
cage: toward nanomolar active photosensitizers. (rukopis ve fazi vyzadané revize v Journal of

Medicinal Chemistry).

V piedchozi studii (Vachova et al., 2015) zabyvajici se timto typem AzaPc jsme
publikovali syntetickou cestu vedouci k substituovanym TPyPz, které by mohly byt
ucinngj$imi analogy Pc a TPyzPz nesoucim stejné funkéni skupiny. V této praci jsme rozsifili
sérii TPyPz o dalsi derivaty, které by mély byt dobie rozpustné ve vod¢ a vykazovat dobrou
fotodynamickou aktivitu vici nadorovym bunikam in vitro. PS substituované skrze siru jako
spojovaci atom (TPyPz6-8, Obr. 20) maji Q pas lokalizovany kolem 720 nm. Derivaty, kde
jsou substituenty piipojené skrze kyslik (TPyPz9 a TPyPz10, Obr. 20) vykazuji slabsi
hypsochromni posun Q pasu do oblasti cca 710 nm. V této praci byly také pro porovnani
studovany né&které PS vyuzivané v praxi — konkrétné Photosens®, verteporfin, temoporfin a
methylenova modi. Dale byly provedeny experimenty také s PpIX, ktery je fotodynamicky
aktivnim produktem prolé¢iva ALA a jeho derivati. VSechny studované TPyPz oproti
uvedenym PS absorbuji Q pasem ve vysSich vinovych délkach, coz je, jak jiz bylo zminéno,

vyhodné pro PDT.

6 R, = ,ﬁs/\/OH

7 R, =gs/\/coowa*
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manuskript).

Z této série TPyPz jako jediny ve vod¢ neagreguje TPyPz10, coz bylo detekovatelné

absenci zmén v absorpnim spektru po rozpusténi v kultivatnim médiu obsahujicim fetdlni
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hovézi sérum. U ostatnich latek byl pozorovan Siroky Q pas, objevily se nové hypsochromné
posunuté absorpéni pasy a byly naméfeny nizsi extinkéni koeficienty. U TPyPz10 dochazi
podobné¢ jako u Pc-Imis diky rigidné usporadanym substituentim k odpuzovani TPyPz jader
repulzivnimi silami. Tento efekt je zde vSak navic umocnén pfitomnosti naboji také na jadre
diky ptitomnosti kvarternizovanych pyridini. TPyPz10 zistavd monomerni ve vodném
prostiedi 1 pfi vysokych koncentracich a tento stav neni ovlivnén pH, pfitomnosti proteint ani
zménami iontovych sil prostiedi. Nizké @a v DMF vykazovala pouze latka TPyPz7
(@4 =0,09), ostatni diky monomernimu stavu v tomto rozpoustédle mé¢ly vysoké kvantové
vytézky singletového kysliku (®@a = 0,42 — 0,72). Métenim @, TPyPz10 v D20 jsme ovéfili,
7e tato latka zfistava u¢innym generatorem 1O; i ve vodném prostiedi. Jeho hodnota @, = 0,58

byla dokonce vys$si nez u Pc-1mis (&4 = 0,37).

V in vitro hodnoceni cytotoxicity po ozafeni se ukazaly jako zcela neaktivni derivaty
TPyPz6 a TPyPz7, kdy se az do koncentrace 50 uM neprojevila zadna fotodynamicka
aktivita. Zatimco derivaty TPyPz8 (ECso = 150 nM) a TPyPz9 (ECso = 870 nM) vykazuji
vysokou aktivitu srovnatelnou snami jiz diive publikovanymi latkami, derivat TPyPz10
(ECso0 = 3,8 nM) se ukazal byt latkou s jednou z nejvyssich fotodynamickych aktivit dosud
publikovanych jakoukoli védeckou skupinou. Podobnou aktivitu vykazuje TPyPz10 i vuci
jinym malignim bunéénym liniim — SK-MEL-28 (3,77 nM), A549 (lidsky plicni karcinom;
5,15nM) a MCF-7 (lidsky prsni karcinom; 2,83 nM). Zajimavym zji§ténim byla ur¢ita
selektivita vic¢i naddorové tkéani, kdy aktivita viaci 3T3 bunkam i lidskym keratinocytim
(HaCaT) byla nizsi (14,9 nM pro 3T3 a 42,3 nM pro HaCaT). Zadny z klinicky pouzivanych
PS uvedenych do téchto experimentd takto vysokou aktivitu nevykazoval a vSechny mély

vyrazné vyssi toxicitu bez ozafeni, ktera je pro TPyPz10 TCso = 427 uM.

Primarnim cilem TPyPz10 po ozéfeni je, stejné€ jako u vSech nami dfive studovanych
PS, endo-lyzosomalni systém. Toto bylo kromé fluorescencni mikroskopie potvrzeno
mikroskopii konfokalni (Obr. 26b). Fotodynamicky proces tvoii reaktivni formy kysliku a
dusiku pouze bchem ozafovaciho procesu a sekunddrni produkce pozorovana nebyla.
Fotodynamické ptsobeni TPyPz10 vyvolavd zmény na buikdch jiz 5 min po zacatku
ozafovani: Dochazi k retrakci bunék, nasledované tvorbou membranovych blebu, skrze
poskozenou membranu pronikd jodid propidia do cytoplazmy a jiz béhem ozafovani
prostupuje skrze poskozenou jadernou membranu a vaze se na DNA. TPyPz10 ma diky své
kationické povaze také afinitu k DNA — do jadra pronika 15 min po ukonceni ozafeni a

barveni jader je finalni béhem 1 h. Fotodynamické pisobeni TPyPz10 vyvolava ve vysoké
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davce (ECgs = 7,58 nM) komplexni zmény — pykndza, reorganizace mikrotubuld a
mikrofilament, poskozeni mitochondrii a tvorba masivnich membranovych blebl
neobsahujicich organely. Rychlé morfologické zmény spolu s barvenim jader jodidem
propidia naznacuje, Ze rozsahlé oxidacni poSkozeni nejen lyzosomu (misto lokalizace PS na
zaCatku ozareni), ale 1 ostatnich organel (po reorganizaci PS z lyzosomu do cytoplazmy) vede
k nekrotickému typu bunécné smrti, coz bylo potvrzeno pritokovou cytometrii s pouzitim

Annexinu V, kdy nebyly detekovany téméf zadné apoptotické bunky.

Diky vysoké hydrofilité, absenci agregace a vysoké aktivité, byla aktivita TPyPz10
méfena v protokolu VTP na bunééné linii EA.hy926 (imortalizovana linie lidskych
endotelovych bunék), kde nedochazi k preinkubaci bunék s PS. Tento derivat byl schopen i
v tomto protokolu indukovat vysoky fotodynamicky efekt ECsp= 15,3 nM. Vzhledem
k moznosti i.v. podani PS je velice dilezité, aby takto podana latka nezpusobovala zadny
nezadouci hematologicky efekt, jakym je napf. hemolyza zpisobena 1é¢ivem (Dausset a
Contu, 1967). Proto jsme do experimentti zahrnuli ex vivo zkousku hemolyzy cervenych
krvinek, kde TPyPz10 neindukoval hemolyzu ani ve velmi vysokych koncentracich
(1000 pM), které jsou jiz terapeuticky nedosazitelné.

Tato studie uvedla originalni PS s vyjime¢né vysokou fotodynamickou aktivitou vuéi
celé fad¢ nadorovych linii in vitro, zatimco si tato latka zachovala velice nizkou toxicitu bez

ozarteni, diky ¢emuz je i pomér TCso/ECso mimotadné vysoky, ptesahujici hodnotu 115 000.
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Ug¢innost PDT do znaéné miry ovliviiuje typ pouZitého PS. Prvni a druha generace PS
je charakteristicka spiSe hydrofobnimi latkami, které je nutné podavat i.v. vV nosiCovém
systému (nejCastéji liposomy a nanocastice) a piimé podani je tak mozné pouze topicky u
koznich malignit. Soucasny vyzkum je zaméfen piedev$im na zvySeni uCinnosti a/nebo
zvyseni cilicich vlastnosti PS vii¢i nadorové tkéani, coz je mozné napt. konjugaci s nadorové
specifickymi ligandy (Josefsen a Boyle, 2008b). Vzhledem k moznosti selektivniho ozatovani
pouze cilové tkané, toto nemusi byt vzdy nezbytné nutné, pokud PS spliuje nékterd dalsi
kritéria tzv. idealniho PS. Mezi tyto vlastnosti patii minimalni toxicita ve zdravé tkéni a
absence nezadouci kozni fotosensitivity; tém se da predejit i snizenim expozice PS vyuzitim
vysoce hydrofilnich latek s rychlou clearance z organismu (Li et al., 2015b). V nas$i praci
jsme se zaméfili predev§im prave na tyto latky ze skupiny Pc (tetrabenzoporfyrazini; Obr. 21)
a jejich dusikatych izosteri (AzaPc) — konkrétné tetra(3,4-pyrido)porfyrazinu (TPyPz;
Obr. 21) a tetrapyrazinoporfyrazinu (TPyzPz; Obr. 21).

TPyzPz TPyPz

Obr. 21 Struktury jader fotosensitizérii studovanych vramci této disertacni prace. Pc — ftalocyanin
(tetrabenzoporfyrazin); TPyzPz — tetrapyrazinoporfyrazin; TPyPz - tetra(3,4-pyrido)porfyrazin. M = 2H, Mg, Zn.

Ftalocyaniny jsou latky podobné porfyriniim sloZené ze ¢tyf izoindolovych jednotek a
atomy dusiku v meso polohach. Pc jadro je aromaticka cyklicka planarni struktura — jde tedy o
lipofilni latku s tendenci agregovat ve vodném prostiedi. Agregace Pc jader vede ke zhaSeni
fluorescence, rapidnimu snizeni tvorby 1O, a tudiz k ¢aste¢né az tplné ztraté fotodynamické
aktivity (Lang, 2009). Tyto vlastnosti maji shodné se svymi dusikatymi izostery. Vyhodou
TPyPz mize byt moznost tvorby tetraalkylovaného jadra kvarternizaci — vnesenim nabojti na
planarni aromatické jadro se stavaji TPyPz rozpustné ve vodé¢ (Seotsanyana-Mokhosi et al.,
2001). U¢innost (Aza)Pc jako PS a jejich vlastnosti se daji ovlivnit zdménou centralngd

koordinovaného kovového iontu a vhodnou substituci jadra (Lukyanets a Nemykin, 2010).
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Vnaseni axialnich (mozné v pfipadé, Ze je centrdlnim atomem napif. Si) ¢i periferné
umisténych hydrofilnich skupin je vhodnym pfistupem, jak ¢astecné predchazet agregaci.
Takto ptipravené Pc neagreguji pouze pii niz§ich koncentracich a se stoupajici koncentraci
stoupa 1 mira agregace. Doposud bylo publikovano jen nékolik mélo praci demonstrujicich
substituované Pc schopné udrzZet si zcela monomerni stav i pii vysSich koncentracich ve

vodném prostiedi (Li et al., 2015a, Li et al., 2015b).
Ve vodé rozpustné ftalocyaniny a tetrapyrazinoporfyraziny pro fotodynamickou terapii

Nasim cilem bylo vytvofit substituované Pc a AzaPc, které by vykazovaly vysokou
fotodynamickou aktivitu, nizkou vlastni toxicitu a zéaroveil byly rozpustné ve vodném
prostiedi. Periferné v B (popi. také neperiferné v a polohach u Pc; Obr. 21) oktasubstituované
Pc a TPyzPz nesouci [(triethylammonio)ethyl]sulfanylové skupiny (Obr.17) se
z fotofyzikalniho hlediska ukazaly byt vhodnymi kandidaty. Tyto latky vykazuji nizkou miru
agregace a zine¢naté derivaty Pc se vyznacuji vysokou produkci Oz (®a= 0,91 pro Pca-Zn a
0,68 pro PcB-Zn). Jednou z vlastnosti ovliviiujici DLI fotosensitizacnich chemoterapeutik je i
jejich rychlost prostupu do bunék — ta se v tomto ptipadé ukazala relativné rychla béhem
prvnich hodin a plat6 faze bylo dosaZzeno béhem 12 hodin (Obr. 22a). Po této dob¢ jsou tyto
kationické PS lokalizovany v endo-lyzosomalnim kompartmentu, ptedev§im v lyzosomech,
jak bylo demonstrovano pomoci fluorescenéni mikroskopie (Machacek et al., 2015).
Kationické ftalocyaniny vSak byly jiz dfive publikovdny jako latky majici tendenci se
lokalizovat v mitochondriich (Dummin et al., 1997). Divodem pro akumulaci kationickych
PS v mitochondriich ma byt vliv AW a anionickych komponent mitochondrialni membrany
(Rashid a Horobin, 1990). N¢kolik studii vSak tuto teorii v kontextu PS vyvraci lokalizaci
kationickych PS v jinych bunéénych kompartmentech — napt. n€které kationické porfyriny se
lokalizuji na cytoplazmatické membrané (Kessel, 2002) a né¢které kationické Pc zase
v lyzosomech (Marino et al., 2010) podobn¢ jako nami studované latky. Vyslednou
nitrobunéénou lokalizaci PS tedy kromé& ndboje ovliviiuji i1 dalsi faktory. Témi jsou
pravdépodobné velikost molekuly, jeji tvar, pfistup k naboji, jeho orientace a lipofilita
bocnich fetézcl, které urcuji silu elektrostatickych a hydrofobnich interakci PS s okolnimi

molekulami a ve finale i distribuci PS v bunéénych strukturach a organelach (Benov, 2015).

Lyzosomaln¢ lokalizované PS jsou obecné pfijimany jako méné ucinné V indukci
bunééné smrti, nez PS lokalizované v mitochondriich a jinych bunéénych strukturach.
Dutivodem mize byt vyssi tendence PS agregovat v prostiedi lyzosomu (Castano et al., 2004),
ale také inaktivace lyzosomalnich enzyml fotodynamickym plisobenim PS nalézajicich se
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V lumen téchto organel (Berg a Moan, 1994). V nasi studii jsme zjistili, ze k poSkozeni
lyzosomt a redistribuci v nich lokalizovanych kationickych PS do cytoplazmy buiky dochézi
jiz relativné kratce po zahdjeni ozafovani a PS tedy mohou ve svém fotodynamickém
pusobeni pokraCovat i na jinych nitrobunéénych cilech. Tento proces vyustil Vrychlé
poskozeni mitochondrii a dalSich buné¢nych komponent, coz se projevilo mj. tvorbou blebu
kratce po zahajeni ozafovani, prostupem jodidu propidia do cytoplazmy a pozdé&ji i
relokalizaci PS do jadra skrze poSkozenou jadernou membranu (jako disledek vazby kladné
nabit¢ molekuly PS se zaporné nabitou DNA). Bunééna smrt nastiva pravdépodobné
predevsim nekrotickou cestou v dasledku rychlého a masivniho oxidativniho poskozeni
bunéénych struktur. Zatimco Pca-Zn i Pe-Zn ukazaly fadové podobnou fotodynamickou
aktivitu in vitro vuci HeLa bunkam (stovky nM, Obr. 22b), TPyzPz-Zn vykazal aktivitu o fad
niz8i, coz bylo zpuisobeno zejména nizkym @, = 0,20 (Machacek et al., 2015). Piestoze jde o
lyzosomalné lokalizované PS, jejich in vitro fotodynamicka aktivita se ukézala fadové
srovnatelné vysoka jako u jiz diive publikovanych praci se zine¢natymi Pc (Duan et al., 2010,
Li et al., 2008) i TPyzPz (Zimcik et al., 2010).
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Obr. 22 (a) Casovy profil prostupu PeB-Zn (Servena) a TPyzPz-Zn (Serna) do HeLa bunék. (b) Vlastni toxicita
latek (oteviené symboly, pferusovana ¢ara) a toxicita po ozafeni (fototoxicita, plné symboly, plna ¢ara) vaci
HeLa butikam. PeB-Zn (Cervend), Pca-Zn (modra) a TPyzPz-Zn (Eerna) (Machacek et al., 2015).

Neagregujici vysoce u¢inny kationicky ftalocyaninovy fotosensitizér

Prestoze tyto ve vode¢ rozpustné derivaty vykazuji relativné vysokou fotodynamickou
aktivitu, je tato aktivita stdle negativné ovliviiovana pfitomnosti agregace, coz je zpusobeno

flexibilnim pfipojenim substituentii nesoucich trvaly kladny néboj. Tyto postranni fetézce se
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mohou ve vodném prostiedi volné orientovat a dovolit tak pfistupu lipofilnich jader PS k sobé

a vzniku méné¢ aktivnich az neaktivnich agregatt.

Ve spolupraci s kolegy z védecké skupiny prof. Saada Makhseeda z Kuvajtské
univerzity se nam podafilo vyvinout zinecnaty Pc nesouci na periferii v 3 polohach
substituenty s celkovym poctem Sestnact kvarternizovanych imidazolylovych skupin
(Pc-Imass). Krystalograficka struktura potvrdila uspofadani téchto skupin nad a pod rovinu Pc
jadra, pti¢emz diky objemnosti substituentl je toto usporadani silné rigidni. Neumoznuje tak
vyboceni trvalych kladnych naboja z polohy nad a pod rovinou a na zakladé elektrostatickych
odpudivych sil tak vede k Gplnému zamezeni agregace ve vodném prostiedi i pii vysokych
koncentracich. Jak jiz bylo zminéno vyse, tato vlastnost Pc je na poli PDT vyjimecna a vzacné

publikovana.

Tento Pc se po rychlém prostupu do bunék (béhem 12 h; Obr. 24b, modra kiivka)
lokalizoval obdobné jako piedchozi Pc v lyzosomech (Obr. 23a) a po ozafeni byl schopen
vyjimecné vysoké fotodynamické aktivity in vitro. Hodnota ECso = 36,7 nM (Obr. 23b) byla
dle dostupnych dat jednou znejniz§ich hodnot do té doby publikovanych pro Pc
fotosensitizéry (Makhseed et al., 2013). Tato vysoka aktivita Pc-Imis neni negativné

ovliviiovana nizkym intralyzosomalnim pH (Obr. 25b, modra ktivka) ani vazbou na bilkoviny

(Machacek et al., 2016).
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Obr. 23 (a) Lokalizace Pc-Imis v HeLa butikach. 1 — fotosensitizér, 2 — mitochondrie, 3 — lyzosomy, 4 — ptekryv
fluorescenc¢nich kandlt. (b) Vysledky cytotoxicitnich experimentli — fototoxicita (Cervend, HeLa buiiky) a vlastni
toxicita (modré, 3T3 buiiky; ¢ernd, HeLa buiiky) Pc-1maus.
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Anionicky neagregujici fotosensitizér na bazi tetrapyrazinoporfyrazinu

Substituci TPyzPz osmi 3,5-dikarboxylatofenylovymi skupinami jsme ziskali ve vodé
rozpustny PS nesouci Sestnact zapornych naboju ve formé sodné soli (TPyzPz-COONaus;
Obr. 19). Dle dostupnych zdroju byla dosud syntetizovana cela fada anionickych Pc a AzaPc
PS, které vsak vykazovali relativné¢ nizkou fotodynamickou aktivitu s hodnotami ECso
Vv jednotkach az desitkach uM (Choi et al., 2004, Oda et al., 2000, Xia et al., 2011, Liu et al.,
2005), coz by se dalo pfipisovat vlivu agregace. Nami pfipraveny anionicky PS byl navrhnut
tak, aby spliioval naroky na rozpustnost ve vodném prostiedi a ptitomnost Sestnacti naboji na
objemnych rigidnich substituentech diky repulzivnim silam zabrafuje agregaci ve vodé¢ i
pufru az do vysokych koncentraci. I pfes jeho pln¢ monomerni stav se vSak ukazalo, ze latka
byla schopna po aktivaci svétlem vin vitro podminkach vyvolat cytotoxicky ucinek
v koncentracich (ECso = 5,7 uM) srovnatelnych s jiz diive publikovanymi anionickymi PS
(tzn. pfiblizn€ o dva fady nizsi aktivita nez pro neagregujici kationicky derivat Pc-1mas), coz
vede k mySlence, ze agregace v roztoku neni jediny faktor negativné ovliviiujici G¢innost

téchto latek v PDT. Dosud vsak tento mechanismus nebyl u anionickych (Aza)Pc uspokojiveé
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Obr. 24 (a) Zmény v absorpénim spektru TPyzPz-COONaus (¢ = 1 mM) v citrato-fosfatovém pufru pti riznych
hodnotach pH. Vlozka: zavislost @ TPyzPz-COONazs v pufru na pH (hexe = 594 nm). (b) Casovy profil
prostupu TPyzPz-COONaus (¢ervena) a Pc-Imys (modra) do HeLa bunék (Machacek et al., 2016).

Jako mozné vysvétleni se nabizi samotny charakter latky — sil anionické skupiny by
mohla v kyselém pH uvnitt lyzosomt hydrolyzovat, pfechazet tak ze sodné soli do formy
volné karboxylové kyseliny. Ta poté jiz nemiiZze potlacovat agregaci diky nepfitomnosti
naboje. Intralyzosomalni pH v HeLa bunkach jsme zméfili pomoci sondy LysoSensor
Yellow/Blue DND-160 — hodnota pH je zde 4,9. Zmény v absorpénim spektru
TPyzPz-COONaus pii riznych hodnotach pH v citrato-fosfatovém pufru (Obr. 24a) spolu se
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zménami hodnoty @r v zavislosti na pH (Obr. 24a, vlozka) odhalily, Ze tato latka ve vodném
prostiedi zstdvdA monomerni pouze nad hodnotu pH = 5,7. Sklesajicim pH ztraci
karboxylatové skupiny naboj a latka agreguje. Experimenty na HeLa bunkach s fluorescenéné
znaenym dextranem (konvencni znaceni bazickou sondou LysoTracker nebylo mozZné,
protoze s anionickym TPyzPz tvofily heterodimery se vzajemnym zhaSenim fluorescence)
urcily jako bunécny cil endo-lyzosomalni kompartment. Transfekce HeLLa bunék s Lampl-
RFP (lyzosomalni protein (Saftig a Klumperman, 2009)) a Rab7a-GFP (protein pfitomny na
membrané predev§im pozdnich endosomu (Vanlandingham a Ceresa, 2009)) dale potvrdily
lokalizaci v lyzosomech i pozdnich endosomech. Logickym krokem bylo nasledné ovlivnéni
pH lyzosomu, které jsme provedli dvéma metodami s odliSnym mechanismem alkalizace
tohoto kompartmentu — NH4Cl (Poole a Ohkuma, 1981) a selektivnim inhibitorem vakuolarni
H*-ATPasy bafilomycinem A; (Yoshimori et al., 1991). Ob& metody vedou ke zvyseni pH na
hodnotu piiblizné pH = 6. Vnitrobuné¢na fluorescence TPyzPz-COONais vzrostla v obou
ptipadech dvojnasobné, coz potvrdilo ¢asteéné teorii o vlivu pH na aktivitu této latky. Dle
titraCni kiivky (Obr. 25a, modra ktivka) v pufru by vsak pfi intralyzosomalnim pH = 4,9 m¢l
byt TPyzPz-COONauis zcela agregovany a neucinny a zvySeni na pH = 6 by mélo vést
k narustu fluorescence ne dvakrat (Obr. 25b, ¢ervena kiivka), nybrz minimalné o dva tady,

COZ je v rozporu s pozorovanim zmeén na bunikach po alkalizaci lyzosom.
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Obr. 25 (a) Zavislost @ TPyzPz-COONais na pH v kultiva¢nim médiu obsahujicim sérum (Cervena kiivka,
Ctverce) a v citrato-fosfatovém pufru (modra kiivka, ¢tverce) (hexc =594 nm). Vlozena zvétSena Cast zobrazuje
situaci kolem lyzosomalniho pH (zméfeno u HeLa bunék). (b) Zmény intenzity fluorescence TPyzPz-COONaus
(Cervena) a Pc-Imis (modra) v HeLa buiikach jako funkce inkubaéniho ¢asu s bafilomycinem A; (Machacek et
al., 2016).

Nékteré nabité i nenabité PS se mohou vazat na proteiny (Alpugan et al., 2013) a

v piipadé uspésného derivatu bakteriochlorofylu — padeliporfinu (Tookad® soluble, Stakel®;

Obr. 7) je toto dokonce zadouci, protoze ve vodném prostiedi vytvati tento PS mikroagregaty

a vazbou na sérové proteiny monomerizuje (Brandis et al., 2005, Mazor et al., 2005). Pouze
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nékolik studii vSak bere v potaz také mozné zhaseni excitovanych stavi PS po interakci
s proteiny (Lang et al., 1994, Lebedeva et al., 2013). Titrace TPyzPz-COONais fetalnim
hovézim sérem V bezsérovém médiu ¢i sérovym hoveézim albuminem ukézala posun
V absorp¢nim 1 emisnim spektru a koncentracné zavisly pokles fluorescence, coz naznacuje,
ze vazbou na sérové proteiny opravdu dochazi v tomto piipad¢ k zhaseni excitovaného stavu,
a tudiz i niz8i produkci '0,. TPyzPz-COONazis oviem stile ziistavd v monomerni formé i po
interakci se sérovymi proteiny a to i pfi sniZzeni na pH = 4, coz je zcela jiné nez pozorovani
zmén asociovanych se snizenim pH v Cistém pufru. Pfi snizeni pH v pfitomnosti sérovych
proteint dochazi pouze k silngjsi interakci s proteinem, ktera se projevuje jako pozvolné
snizeni fluorescence (nikoliv tak prudké jako v Cistém pufru; Obr. 25b, Cervena kiivka).
Piestoze vazbou na proteiny tedy dochazi k signifikantnimu poklesu produkce cytotoxického
10,, TPyzPz-COONazs asociovany s proteiny je také ¢aste¢né chranén pied vlivem nizkého
pH, a tudiz si Caste¢né zachovava fotodynamickou aktivitu i pti pH 4,9. Z titraéni kiivky
Vv piitomnosti sérovych proteint (Obr. 25b, Cervena kiivka) je také ziejmé, Ze zména pH z 4,9
na 6 vede piiblizn¢ k dvojnasobnému narustu fluorescence, coz je zcela v souladu
s experimenty, pii kterych bylo ovliviiovano intralyzosomalni pH (NH4Cl, bafilomycin Ay).
Nasledné cytotoxicitni experimenty V bezsérovém médiu potvrdily, Ze aktivita je silné
ovlivnéna vazbou na proteiny — aktivita TPyzPz-COONazis vzrostla piiblizné¢ desetkrat.
Interakce s proteiny byla vylou¢ena u Pc-Imais, a zda se tedy, ze negativné ovlivituje pouze

anionické (Aza)Pc (Machacek et al., 2016).
Tetra(3,4-pyrido)porfyraziny jako nova skupina fotosensitizéra

Izosterickou zaménou uhliku za dusik v Pc je mozZné ziskat 1 jiny typ AzaPc jadra, nez
pouze TPyzPz. Koncem tficatych let byly poprvé piipraveny TPyPz (Linstead et al., 1937);
od té¢ doby vSak nebyly publikovany téméf Zzadné studie zabyvajici se syntézou
substituovanych TPyPz vhodnych pro PDT. N¢kolik studii se zabyvalo zdménou centralniho
kovového iontu a moznosti kvarternizace pyridinovych dusikt za G€elem zvySeni hydrofility
popfipad¢  substituci na  benzenovych jadrech  tris(benzo)-3,4-pyridoporfyrazini,
bis(benzo)-bis(3,4-pyrido)porfyrazini ¢i benzo-tris(3,4-pyrido)porfyrazini (Sakamoto et al.,
2002, Seotsanyana-Mokhosi et al., 2001, Sakamoto et al., 2005, Dupouy et al., 2004, Marti et
al., 2000). Nesubstituovany zine¢naty TPyPz ma absorpéni maximum Q pasu pfi 676 nm
(Szulbinski a Kincaid, 1998), coz je pii obdobné vlnové délce, jako tomu je u

nesubstituovaného zine¢natého Pc (Staicu et al., 2013).
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Nasi védecké skupiné se podaftilo vyvinout syntetickou cestu piipravy substituovanych
TPyPz  spotencidlem pro vyuziti VPDT. Zinecnaty TPyPz  substituovany
[(triethylammonio)ethyl]sulfanylovymi skupinami (TPyPz5-Zn; Obr. 18) se ukazal byt z celé
série nejvhodnéj$i s vyraznym cervenym posunem absorpcniho maxima v Q pasu az
k730 nm. I kdyZz charakter TPyPz jadra v porovnani s Pc jadrem dovoluje pii vneseni
stejného substituentu na jadro nést pouze poloviéni mnozstvi naboju, tento PS piesto vykazuje
nizkou miru agregace ve vodném prostiedi a aktivitu o néco lepSi nez tomu bylo u Pc

derivati. Nevyhodou v8ak bylo také zvySeni vlastni toxicity latky (Vachova et al., 2015).

Spojenim nejvyhodnéj$ich vlastnosti pfedchozich PS s moznosti kvarternizace
pyridinovych dusikd na jadie TPyPz se ndm podafilo navrhnout a pfipravit kationicky zcela
neagregujici TPyPz substituovany ¢tyfmi substituenty nesoucimi vzdy dva kvarternizované
imidazoly (TPyPz10; Obr. 20). Objemné nabité substituenty jsou stericky nuceny byt
orientovany mimo rovinu TPyPz jadra a zabranuji tak tvorbé dimert a agregati. Vysledkem
je PS schopny po ozafeni cytotoxicky puisobit ve velmi nizkych koncentracich — v in vitro
podminkach na bunécné linii HeLa jsme hodnotu ECso stanovili na 3,77 nM (Machacek et

al., 2016, manuskript), coz tadi tuto latku na jeden z nejuc¢innéjsich Pc viibec.

V roce 2011 publikovala védeckd skupina prof. Ng kiemicity Pc, ktery vykazoval
vysokou aktivitu — v in vitro podminkach na buné&éné linii HT29 (buné¢na linie odvozena od
lidského stfevniho adenokarcinomu) byl schopny vyvolat 50% pokles viability v koncentraci
1,1 nM. Tento Pc byl axialné substituovany 3-(methylamino)propoxy skupinami a ozafeni
probihalo halogenovou lampou (A > 610 nm) s celkovou davkou svétla 48 J - cm (Jiang et
al., 2011), coz je pftiblizné Ctyfnasobna davka svétla, nez byla pouzita v naSem
experimentalnim uspoiadani (Xe lampa, A > 570 nm, 11,2 ] - cm™). D4 se o¢ekéavat, Ze pfi
pouziti obdobn¢ vysoké davky svétla v naSem experimentalnim uspofadani bychom byli
schopni se dostat na podobnou hodnotu ECsp. Tuto myslenku také podporuji vysledky
experimentu s prodlouzenou dobou ozafovani — za pouziti konstantni koncentrace
odpovidajici ECso doslo pii prodlouzeni ozafovani o 15 min (celkem 30 min) k poklesu

viability o dalsich 31 %. Davka svétla zde odpovidala 22,3 J - cm™,

TPyPz10 je schopen dosahnout podobného fotodynamického pulsobeni i U ostatnich
nadorovych bunécnych linii — nejvyssiho ucinku (ECso = 2,83 nM) pak u bunécné linie
MCF-7 (odvozena od lidského prsniho karcinomu). Vysoka aktivita spolu s velmi nizkou
vlastni toxicitou na nadorové (HeLa) i nenadorové (3T3) bunécné linii byla charakterizovana
vysokym pomérem TCso/ECso > 115 000, coz je jeden z predpokladii uspésného PS.
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Tento ucinny kationicky TPyPz se do bunék dostava relativné rychle (Obr. 26a) a je
lokalizovan v lyzosomech, coz bylo také potvrzeno konfokalni mikroskopii (Obr. 26Db).
Vysoka aktivita TPyPz10 je navic dosazena i pii pomérné nizké intracelularni koncentraci. Po
12 h inkubaci s 4 uM TPyPz se v buné¢ném lyzatu nachazi 0,08 nmol PS na 1 mg proteinu
(Machacek et al., 2016, manuskript), coz je téméf sedminasobné nizsi koncentrace PS, nez
tomu bylo u G¢inného neagregujiciho kationického Pc-1mis (Makhseed et al., 2013), u n¢hoz
byla celkova koncentrace v bunééném lyzatu zmétena 0,55 nmol PS na 1mg proteinu
(Machacek et al., 2016).
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Obr. 26 (a) Casovy profil prostupu TPyPz10 do HeLa bunék. (b) Lokalizace TPyPz10 v HeLa buiikach uréena
pomoci konfokalni mikroskopie. A — piekryv fluorescenénich kanali, B — TPyPz10, C — lyzosomy, D —
mitochondrie, 1 az 3 — profily intenzit fluorescencnich signali na fezech v A (Machacek et al., 2016,
manuskript).

Po ozateni TPyPz10, ktery se na konci inkubace nachazi v lyzozomech (Obr. 26b),
poskozuje tyto organely a redistribuuje se do cytoplazmy, kde dochazi k poSkozeni
mitochondrii a bunééné membrany jest¢ béhem ozafovani. Vyssi davka TPyPz10
(ECess = 7,58 nM) vyvolala jiz kratce po ozafeni (1 h) zménu tvaru jadra a zmenSeni jeho
objemu — kondenzaci chromatinu vSak bylo moZné pozorovat 24 h po ozéafeni. Zmény byly
pozorovatelné i na bunécném cytoskeletu jiz po 1 h od ozafeni vyssi davkou PS — ztrata
stresovych vlaken, lokalizace svazkt aktinovych vldken i mikrotubulti na periferii apod. U
nekterych bunék byly po 24 h zaznamenany zmény v mitotickém vieténku. Morfologické
zmeény, rychly nastup ucinku PS a vysledky pratokové cytometrie s jodidem propidia a
fluorescenéné znacenym Annexinem-V (Machacek et al., 2016, manuskript) naznacuji
obdobny pribéh fotodynamického procesu jako u predchozich kationickych PS (Makhseed et
al., 2013, Machacek et al., 2015).

Vzhledem k tomu, ze existuje znacnd variabilita v PDT protokolech pouZzivanych

jednotlivymi védeckymi skupinami, je znacné obtizné objektivné posuzovat rozdily v aktivité
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jednotlivych PS publikovanych ve védeckych pracich — razné bunééné linie, zpiisoby
ozatovani, pouzité metody stanoveni zivotaschopnosti bun¢k apod. Z tohoto divodu jsme se
rozhodli do cytotoxicitnich experimentli v naSem PDT experimentalnim uspotfadani zatadit i
jiz klinicky pouzivané latky — konkrétné jde o ftalocyanin Photosens®, derivat benzoporfyrinu
verteporfin, chlorin temoporfin a porfyrin PpIX (fotodynamicky aktivni produkt proléciv
ALA, MALA a HALA). Do této série byla zafazena i methylenova modf, prestoze je dnes
vyuzivéana spiSe ve fotoinaktivaci infek¢nich agens ¢i jako standard fotofyzikalnich metod —
byla vSak spolu se svymi derivaty studovéana diive i v PDT nadorovych onemocnéni (Rice et

al., 2000). Zatimco methylenovd modi a Photosens®

jsou srovnateln¢ aktivni jako
TPyPz-COONais (jednotky uM) a PpIX se aktivitou 0,8 uM fadi na stejnou urovenl jako
kationické (Aza)Pc s flexibilnim pfipojenim ndboju, verteporfin a temoporfin vykazaly
vysokou aktivitu (36 nM a 45nM), kterd je fadi na troven Pe-Imis. Zadny z klinicky
vyuzivanych PS vSak nebyl schopen dosahnout stejné¢ vysoké fotodynamické aktivity jako
TPyPz10, ktery ma navic mnohonasobné nizsi vlastni toxicitu (435 uM) nez nejucinné;si

verteporfin (19 uM) (Machacek et al., 2016, manuskript).

Rozpustnost ve vodném prostiedi bez vzniku agregati a vysoka fotodynamicka
aktivita pfedurcuje neagregujici (Aza)Pc k pouziti v protokolu tzv. VTP, kde je cytotoxicky
ucinek zaméfeny na cévy vedouci k jejich uzavéru a zamezeni pfisunu kysliku a Zzivin
k naddorové tkani (Kamarulzaman et al., 2011). Tento pfistup nevyzaduje ¢as nutny k tomu,
aby se PS dostal do nadorové tkan€ a vyznamné se tak zkrati DLI a 1écba je i pro pacienta
komfortnéjsi. VTP v kombinaci s verteporfinem se dnes v klinické praxi vyuZiva k 1écbé
AMD (Algvere a Seregard, 2002). Pro 1é€bu nadorovych onemocnéni je v III. fazi klinickych
studii fotosensitizujici latka padeliporfin (Tookad® Soluble), kde vykazuje slibné vysledky
(Azzouzi et al., 2015). TPyPz10 si zachoval vysokou aktivitu i v in vitro VTP protokolu viici
nadorovym (HeLa) 1 nenadorovym endotelovym (EA.hy926 a HUVEC) bunéénym liniim
s hodnotami ECso = 14,8 — 19,2 nM srovnatelnymi s PDT protokolem (Machacek et al.,
nepublikovana data). To naznacuje, ze hydrofilni kationické (Aza)Pc PS nevyZaduji inkubacni
dobu nutnou k tomu, aby se dostaly do nadorové buiiky, ale jsou ziejmé schopné ucinné
cytotoxicky plsobit 1 pfi minimalnich intracelularnich koncentracich nebo dokonce
z extracelularniho prostiedi. Potieba je vSak jesté dalSiho detailn€j$iho studia zaméfeného na

presny mechanismus Uc¢inku (Aza)Pc v obou protokolech (PDT i VTP) jak in vitro tak in vivo.
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Po expozici aktivujicimu zareni se ukazaly nejucinngjsi kationické (Aza)Pc
derivaty. Tuto aktivitu vykazovaly PS u vSech pouzitych nadorovych linii. I
ptfes vysokou fotodynamickou aktivitu si tyto latky zachovaly velice nizkou
toxicitu bez ozéfeni, coz je dobry piedpoklad uspésného PS. Nejucinngjsi latka

dokonce vykazala uré¢itou miru selektivity vici nadorovym liniim.

Délka trvani ozafovaciho protokolu vyznamné ovliviluje UCinnost
fototoxického plisobeni latek. Vyrazné prodlouzeni expozice svétlu je schopné

indukovat sniZeni Zivotaschopnosti bunék az o 40 %.

U vSech nami studovanych novych PS byla zjisténa stejna primarni bunécna
lokalizace — endo-lyzosomalni systém. U kationickych derivata bylo mozné (u
nékterych jiz béhem ozatovani) pozorovat relokalizaci do jadra diky poskozeni

jaderné membrany a negativnimu naboji DNA.

Casovy profil prostupu latek do bunék ukazal ve viech piipadech rychly nastup
v prvnich hodinach inkubace, a poté se po zbytek 12 h periody rychlost

prostupu snizila.

Tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku byla pozorovana pouze béhem doby
pusobeni aktivujiciho zéafeni. Po ukonceni ozafovani nebyla zaznamenana

zadna vyznamna sekundarni tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku.

Fotodynamické plsobeni novych Pc a AzaPc fotosensitizérii vyvolava
vyznamné zmeény v bunécné morfologii. Na urovni celé¢ buinky dochézi
K pocate¢nimu smrstovani bunc¢k v disledku stresu vyvolaného indukci
oxida¢niho stresu a poskozeni vnitrobunécnych struktur. Fotosensitizéry
lokalizované v endo-lyzosomalnim kompartmentu poskozuji membrany
endosoml a lyzosomti a dostdvaji se do cytoplazmy jiz béhem ozatfovani.
Sekundarn€ dochazi k poSkozeni mitochondrii a je moZzné pozorovat zmény

také na bunécném jadie a cytoskeletu.
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Plisobeni PS vyvolava masivni tvorbu ROS a oxidaéni stres indukuje bunéénou

smrt nekrotického typu.

Bylo zjisténo, Ze za nizkou aktivitu anionickych derivati muze vazba na
proteiny, ktera v kombinaci s nizkym intralyzosomalnim pH vyrazné snizuje
produkci 10,. Vazba na proteiny v$ak zaroven udrzuje PS v monomernim
stavu, a je tak schopna castecné chranit latku pfed negativnim plisobenim

nizkého pH, ¢imz ¢aste¢né zachovava fotodynamickou aktivitu.

Pritomnost velkého mnozstvi naboji neni jedinym faktorem dostate¢nym k
pozitivnimu ovlivnéni fotodynamické aktivity fotosensitizéri ve vodném
prostiedi. Dulezity je také zpusob, v jakém jsou substituenty vuci jadru
usporddany. Rigidni uspofaddni naboji kolem jadra se zdd byt srovnatelné
dalezitym faktorem. Diky tomu se ukazal byt kationicky TPyPz s rigidnim
usporadanim substituentd nejucinngjsi, a navic byla jeho aktivita vyssi, nez u

klinicky pouzivanych PS studovanych v nasem experimentalnim uspotadani.
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e Kaultivace bunécnych linii HeLa a 3T3.

e Stanoveni toxicit po ozafeni a bez pfitomnosti aktivujiciho zateni.

e Stanoveni ¢asového profilu prostupu latky do bunék.
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Machaéek M, Cidlina A, Novakova V, Svec J, Rudolf E, Miletin M, Kudera R,
Siminek T, Ziméik P. Far-red absorbing cationic phthalocyanine
photosensitizers: Synthesis and evaluation of the photodynamic anti-cancer
activity and the mode of cell death induction. Journal of Medicinal Chemistry.
2015; 58(4): 1736-17491.
e Kultivace buné¢énych linii HeLa, 3T3, SK-MEL-28, HCT 116.
e Stanoveni toxicit po ozafeni a bez pritomnosti aktivujiciho zafeni.
e Stanoveni zavislosti délky ozafovaciho procesu na fotodynamické aktivité
latek.
e Stanoveni Casového profilu prostupu latek do bunck.
e Podil na uréeni subcelularni lokalizace fluorescen¢ni mikroskopii.
e Stanoveni ¢asového profilu tvorby reaktivnich forem kysliku a dusiku.
e Dokumentace morfologickych zmén na bufice, jadrech, mitochondriich a
lyzozomech v case.
e Mc¢feni aktivit kaspas 3/7, 8 a 9 luminiscencni metodou.
e Stanoveni populaci zivych, apoptotickych a pozdné apoptotickych/nekroti-
ckych bun¢k pomoc priitokové cytometrie.
e Podil na stanoveni pfitomnosti autofagie v procesu bunééné smrti.
e Statisticka analyza dat.

e Podil na textu publikace.
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Vachova L, Machiéek M, Kuéera R, Demuth J, Cermék P, Kopecky K, Miletin M,
Jedlickova A, Siminek T, Novakova V and Ziméik P. Heteroatom-substituted
tetra(3,4-pyrido)-porphyrazines: a stride toward near-infrared-absorbing
macrocycles. Organic & Biomolecular Chemistry. 2015; 13: 5608-5612.

e Kaultivace bunééné linie HeLa.

e Stanoveni toxicit po ozafeni a bez pritomnosti aktivujiciho zafeni.

e Stanoveni ¢asového profilu prostupu latky do bunék.

e Urceni subcelularni lokalizace fluorescen¢ni mikroskopii.

e Podil na textu publikace.

Machacek M, Kollar J, Miletin M, Kuéera R, Kubat P, Simtinek T, Novakova V,
Zim¢ik P. Anionic hexadeca-carboxylate tetrapyrazinoporphyrazine:
synthesis and in vitro photodynamic studies of water-soluble non-aggregating
photosensitizer. RSC Advances. 2016; 6: 10064-10077.
e Kultivace bunécné linie Hela.
e Stanoveni toxicit po ozafeni a bez pfitomnosti aktivujiciho zareni.
e Stanoveni Casového profilu prostupu latek do bunék a podil na
stanoveni koncentrace latek v bunikach po 12 h inkubaci.
e Transfekce bunék Rab7a-GFP a Lampl-RFP.
e Urceni subcelularni lokalizace fluorescen¢ni mikroskopii.
e Mc¢feni intralyzosomalniho pH.
e Alkalizace lyzosomi NH4Cl a bafilomycinem A:; a méfeni
fluorescence latek po alkalizaci lyzosomt.
e Statisticka analyza dat.

e Podil na textu publikace.
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Machaéek M, Demuth J, Cermak P, Vavretkova M, Hruba L, Jedlickova A, Kubat
P, Simanek T, Novakova V, Ziméik P. Tetra(3,4-pyrido)porphyrazines caught

in the cationic cage: toward nanomolar active photosensitizers. (rukopis ve fazi

vyzadané revize v Journal of Medicinal Chemistry ).

Kultivace bunéénych linii HeLa, 3T3, SK-MEL-28, A 549, MCF-7, HaCaT
a EA.hy926.

Stanoveni toxicit po ozafeni a bez pfitomnosti aktivujiciho zafeni.
Stanoveni toxicity po ozafeni v protokolu ,fotodynamické terapie
zamétené na cévy*.

Stanoveni zavislosti délky ozarovaciho procesu na fotodynamické aktivité
latek.

Stanoveni casového profilu prostupu latek do bunék.

Urceni subcelularni lokalizace fluorescencni a konfokalni mikroskopii.
Stanoveni prekryvu signalu intenzit fluorescen¢nich sond a fotosensitizéru.
Stanoveni ¢asového profilu tvorby reaktivnich forem kysliku a dusiku.
Dokumentace morfologickych zmén na butice, jadrech, mitochondriich,
bunééné membrané, aktinovém cytoskeletu a mikrotubulech v ¢ase.
Stanoveni populaci zivych, apoptotickych a pozdné apoptotickych/nekroti-
ckych bun¢k pomoc priitokové cytometrie.

Statisticka analyza dat.

Podil na textu publikace.
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A
8-OH-G
AlF
ALA
AMD
AzaPc
BpD
Cdk1
c-FLIP
CIAP
CkB1
CTCL
CYTC
DD
DIABLO
DISC
DLI
DMF
ECso
ENDOG
ER
FADD
FASL
FLICE
HALA
HNE
HpD

i.v.

IAP
LAMP-1a?2
MALA
MB

MC
MDA
MOMP
MPTP

potencial vnitini mitochondridlni membrany
8-hydroxyguanin

apoptdzu indukujici faktor

5-aminolevulova kyselina

veékem podminéna makularni degenerace
azaftalocyanin

derivat benzoporfyrinu

cyklin dependentni kinasa 1

izoformy inhibi¢nich proteinti bunécného FLICE
bunécny IAP

cyklin B1

kozni T lymfocytom

cytochrom ¢

doména smrti

IAP piimo vazici protein s nizkym pI (synonymum SMAC)

signalni komplex indukujici smrt
interval mezi podanim fotosensitizéru a ozarenim

dimethylformamid

sttedni efektivni koncentrace (zde toxicita po ozafeni)

endonukleasa G

endoplazmatické retikulum

FAS asociovany protein obsahujici DD

FAS ligand

IL-18 konvertujici enzym podobny FADD
hexylester 5-aminolevulové kyseliny
4-hydroxy-2-nonenal

derivat hematoporfyrinu

intravendzni podani

rodina proteind inhibujicich apoptézu
membranovy protein asociovany s lyzosomy 1 a 2
metylester 5-aminolevulové kyseliny
methylenova modr

mitotickd katastrofa

malondialdehyd

permeabilizace vnéjsi mitochondridlni membrany

mitochondridlni permeabilni tranzitni por
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PDT
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RIPK1 (RIP1)
ROS
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SOD
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TNFR1
TNFa
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TPyPz
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TRAF2
TRAIL
TRAILR1 a2
VTP
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temoporfin, m-Tetra(hydroxyfenyl)chlorin, Foscan®

kinasa sav¢i cil rapamycinu
naftalocyanin

ftalocyanin

programovana bunééna smrt
fotodynamicka terapie
fosfatidylethanolamin
protoporfyrin 1X
fotosensitizér

s receptorem interagujici proteinkinasa 1
reaktivni formy kysliku
zakladni singletovy stav

excitovany singletovy stav

mitochondridlni aktivator kaspaz (synonymum DIABLO)

superoxiddismutasa

tripletovy stav

stiedni toxicka koncentrace (zde toxicita bez pfitomnosti aktivujiciho

zafeni)

receptor pro TNF 1

tumor nekrotizujici faktor o

sulfonovany tetrafenylporfin 4
tetra(3,4-pyrido)porfyrazin
tetrapyrazinoporfyrazin

DD asociovana s TNFR

faktor 2 asociovany s TNFR

apoptdzu indukujici ligand souvisejici s TNF
receptor pro TRAIL 1 a2
fotodynamicka terapie zaméfena na cévy
kvantovy vytézek singletového kysliku

kvantovy vytézek fluorescence
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