UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

HODNOCENI FOTODYNAMICKE AKTIVITY
DERIVATU TETRAPYRIDOPORPHYRAZINU PRO
LECBU NADOROVYCH ONEMOCNENI

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: Mgr. Miloslav Machécek, Ph.D.

Hradec Kralové, 2017 Martina Ptlkrabkova



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym pivodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité
literatury a v préci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskédni jiného nebo stejného

titulu.*

V Hradci Kralové dne........................... POdpIS. .



PODEKOVANI

Na tomto mist¢ bych rdda pod€kovala vedoucimu mé diplomové prace
Mgr. Miloslavu Machéackovi, Ph.D., za odborné vedeni, ptatelsky ptistup, cenné rady,
trpelivost a Cas, ktery mi vénoval pifi vypracovani této prace. Mé pod€kovani patii 1
kolektivu Katedry biochemickych véd za vytvofeni pfijemného pracovniho prostiedi
v laboratofich a védecké skupiné doc. Zimcika z Katedry farmaceuticé chemie a

kontroly 1é¢iv za spolupraci.



ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Skolitel: Mgr. Miloslav Machagek, Ph.D.

Nazev diplomové prace:

Hodnoceni fotodynamické aktivity derivati tetrapyridoporphyrazinu pro 1écbu

nadorovych onemocnéni.

Nédorovd onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pfi¢in Gmrti, pfedev§im
v prumyslové vyspélych zemich. Pro jejich efektivnéjsi 1é€bu je zadouci vyvijet nové
potencidlni protinadorové Ucinné latky a terapeutické metody. Fotodynamicka terapie
(PDT) je klinicky schvadlend metoda pro lécbu nddorovych i nékterych dalSich
onemocnéni. Jejimi hlavnimi pfednostmi jsou neinvazivita a potencialni vysoka
selektivita k cilovym bunkdm, coz ji odliSuje od soucasnych konvencnich metod

protinadorové 1é¢by (chemoterapie, radioterapie).

Utinek PDT je zaloZen na kombinaci tif u¢innych slozek — molekularniho
kysliku, svétla a fotosenzitizéru (PS). Tyto latky jsou samy o sobé netoxické,
v kombinaci ovSem mohou vytvéaret reaktivni formy kysliku (ROS). ROS pak
v cilovych buiikach vyznamné poSkozuji bunééné struktury, coz miiZze vyustit aZ ve smrt
buiiky. PS je latka schopna absorbovat svétlo o vhodné vlnové délce a ptijatou energii
nasledné pfenést na okolni molekuly, pfedev§im pravé na molekuldrni kyslik. Kromé
pfimého toxického Ucinku na nadorové bunky se na efektu PDT podili také poskozeni

cév zasobujicich nador a vyvolani imunitni odpovédi organismu.

V této praci je hodnocena aktivita novych potencidlnich PS vychdzejicich z
ftalocyanini a  azaftalocyanini  (P39-1Zn-Me, ZIP252Zn-Me, ZIP280Zn,
Z1P288-OHZn). Studovany byly i dv¢ latky, které jsou urceny pro klinické pouziti pti
PDT (Photosens”, methylenova modi). Hodnoceni PS probihalo in vitro na nadorové
bunééné linii HeLa. Byla stanovena aktivita uvedenych latek po expozici aktivujicimu
zafeni 1 jejich vlastni toxicita bez aktivace svétlem a stanoven pomér TCso/ECsy.

Nejlepsich vysledkii dosahovaly kationické derivaty P39-1Zn-Me a ZIP2527Zn-Me.
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Vyznacovaly se relativné vysokou toxicitou po ozéfeni (az desitky nM) a nizkou
toxicitou bez ozafeni (stovky uM); u P39-1Zn-Me se vlastni toxicita neprojevila ani po

dosaZeni limitu rozpustnosti v médiu.

U novych PS byla dale urCovana jejich subcelularni lokalizace po akumulaci
v bunikach pomoci fluorescencni mikroskopie. VSechny latky se primarné lokalizovaly
v lyzosomech. U nejacinngjstho PS P39-1Zn-Me byly dokumentovany také
morfologické zmény, které v buiikkdch probihaly po fotoaktivaci této latky. Toto
hodnoceni probihalo za pouziti PS v koncentracich odpovidajicich EC;s a ECgs; jako
kontrola byly pouzity bunky, které nebyly vystaveny ptisobeni PS. Tvorba ROS vedla u
bun¢k s PS k rozsdhlému poskozeni bunéénych membran s tvorbou membranovych
blebi, dale bylo mozné pozorovat zménu tvaru mitochondrii, zhusténi jaderné¢ho
chromatinu a fragmentaci jadra a reorganizaci cytoskeletu. Pozorované morfologické
zmény jevily zndmky nekrotické smrti bunék, u nékterych bunék ale byly pozorovnany

zmeény, které mohou naznacovat probihajici apoptozu.

U PS P39-1Zn-Me byl stanoven i ¢asovy pribéh tvorby ROS pomoci metody
vyuzivajici DCF. Hodnocen byl fluorescen¢ni signal vznikajici v buitkkdch v zavislosti
na mnozstvi produkovanych ROS pied, béhem a po ozarovani svétlem. Z vysledkt je
zfejmé, Ze pii ozateni bun€k obsahujicich PS dochazi k masivni produkci ROS, zatimco

ptfed ozatfovanim a po jeho ukoncenti je jejich tvorba minimalni.
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Cancerous diseases are one of the most common causes of death, especially in
industrialized countries. Their more effective treatment requires development of new
potential anti-tumor agents and therapeutic methods. Photodynamic therapy (PDT) is a
clinically approved method for the treatment of both tumorous and some other diseases.
Its main advantages are non-invasiveness and potential for high selectivity to target
cells, which distinguishes it from current conventional anticancer treatments

(chemotherapy, radiotherapy).

The effect of PDT is based on a combination of three effective components -
molecular oxygen, light and photosensitiser (PS). These substances are inherently
non-toxic, but they can form reactive oxygen species (ROS) if combined. Then, ROS
significantly damages cellular structures in target cells, which can result in cell death.
PS is a substance capable of absorbing light of suitable wavelength and transferring the
received energy to surrounding molecules, to molecular oxygen in particular. In
addition to the direct toxic effect on tumour cells, damage to the tumour vasculature and

induction of the immune response are also involved in the PDT effect.

In this diploma thesis, the photodynamic activities of new potential PSs from the
group of azaphtalocyanines and phthalocyanines (P39-1Zn-Me, ZIP2527Zn-Me,
Z1P280Zn, Z1P288-OHZn) are evaluated. Two substances, meant for clinical practice in
PDT (Photosens®, methylene blue), were also studied. PSs evaluation was performed in
vitro on the HeLa tumor cell line. The activity of these substances after exposure to the
activating radiation (phototoxicity) as well as their own toxicity without activation by

light (dark toxicity) was determined together with TCso/ECsg ratio. Cationic derivatives
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P39-1Zn-Me and ZIP2527Zn-Me achieved the best results. They showed a relatively
high toxicity after irradiation (up to 10 uM range) and low toxicity without irradiation
(10% uM range); P39-1Zn-Me did not show toxicity even after reaching the solubility

limit in the cell culture medium.

Subcellular localization of new PSs after accumulation in cells was determined
by fluorescence microscopy. All of the substances were primarily localized to the
lysosomes. In the case of the most potent PS P39-1Zn-Me, morphological changes
occurred in cells after photoactivation of this substance were also documented. This
evaluation was performed using PS in concentrations corresponding to their EC;s and
ECss; cells which were not exposed to PS were used for control. The formation of ROS
resulted in massive cell membrane damage with membrane blebbing, a change in the
shape of the mitochondria, condensation of the nuclear chromatin and fragmentation of
the nucleus, and reorganization of the cytoskeleton. Observed morphological changes
indicated necrotic cell death, however some cells showed changes that could indicate

apoptosis.

For PS P39-1Zn-Me, the time course of ROS creation was determined by DCF
assay. Fluorescence signal generated in cells was evaluated, depending on the amount
of ROS produced before, during and after light irradiation. From the results obtained, it
is obvious that the ROS mass production occurs when cells containing PS are irradiated,

whereas their production is minimal before and after the irradiation.
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1. UVOD

Vtéto své praci na téma ,Hodnoceni fotodynamické aktivity derivata
tetrapyridoporphyrazinu  pro 1lécbu nadorovych onemocnéni“ se zabyvam
fotodynamickou terapii (PDT) — moderni metodou lécby nddorovych i1 nékterych
dalSich onemocnéni. Pro ucinek PDT jsou klicové tfi komponenty — kyslik, svétlo a
fotosenzitizér (PS), které spoleéné dokazou vytvaret vysoce reaktivni formy kysliku
(ROS). Ty mohou uvnitf cilovych bunék poskodit zivotn¢ dulezité struktury a zpiisobit

bunéénou smrt.

V teoretické Casti prace se zaméfuji na obecnou charakteristikou PDT a jejich
jednotlivych slozek. Déle uvadim, jakymi mechanismy a u¢inky mtze PDT na nadorové
buiiky ptisobit. PDT miize cilové builky poSkozovat pfimym cytotoxickym tUc¢inkem,
muze naruSit cévni zasobeni nddoru nebo vyvolat reakci imunitniho systému proti
nadoru. Také se vénuji charakteristice zpisobi bunééné smrti, kterym miize bunka po

podstoupeni PDT podlehnout.

Jednou z hlavnich sloZzek PDT je PS. Dosud byly pfipraveny PS riiznych struktur
s riiznou mirou U¢inku. Ve své praci uvadim ptiklady PS, které jsou poZivany v klinické
praxi nebo prochazeji klinickym hodnocenim. V soucasnosti je syntetizovano a
zkoumano velké mnozstvi latek s potencidlnim vyuzitim jako PS v PDT. Vzhledem
k nespornym vyhoddm PDT (minimalni invazivita, moznost selektivniho cileni pouze
na nadorové builkky) ma tato metoda potencial predCit konvencni zplsoby terapie

nadorovych onemocnéni (chemoterapie, radioterapie, chirurgické zakroky).

V této praci hodnotim fotodynamickou ucinnost nové syntetizovanych PS
odvozenych od struktury ftalocyaninu a jejich dusikatych izosterti, azaftalocyaninti, a
také dvou PS urcenych pro klinické pouziti. Prokézéani aktivity téchto novych latek

muze pozdéji vést k dal§imu, podrobnéjsimu studiu jejich u€innosti.

11



2. TEORETICKA CAST

2.1. NADOROVA ONEMOCNENI]

2.1.1. Charakteristika

Terminem nador (tumor, novotvar) oznacujeme neregulovany rust tkané, jejiz
buiiky se vymkly kontrolnim mechanismim organismu. Nadorové bunky piestavaji
reagovat na faktory usmérnujici bunéény cyklus a dochézi k nevratnym zménam tkané

(Macak a Macéakova 2004).

2.1.2. Vznik nadoru

Vznik néddoru (karcinogeneze) je komplexni proces, na jehoZz pocatku je
poskozeni bunééné DNA (mutace). Pro rozvoj naddoru se musi vyskytnout mutace ve
vice genech kontrolujicich rist bunky. Nejdulezit¢jsi ztohoto hlediska jsou
protoonkogeny a tumor-supresorové geny. Prvni zminéné podporuji bunéény rust, druhé
jej inhibuji. Pfi akumulaci poSkozeni téchto geni dochédzi k nddorové transformaci
bunky vedouci k neregulované proliferaci, ztrat¢ diferenciace a poruse apoptdzy (Necas

2009, Hofmanova 2013).

Rozvoj nadoru podnécuje znacné mnozstvi faktord, z nichz prevladajici jsou
faktory vnéjSiho prostiedi. Patii mezi né chemické latky (latky z cigaretového koute,
aromatické uhlovodiky, aflatoxiny atd.), fyzikélni faktory (RTG a UV zafeni) nebo
nékteré viry (lidské papilomaviry, virus Epstein-Baarové) (Povysil a Steiner 2011).
Z dalsich faktora lze uvést genetické vlivy ¢i hormonalni nerovnovahu - napt. zvySené

hladiny estrogenti (Macak a Macakova 2004).

2.1.3. Rozdéleni nadora

Podle biologickych vlastnosti délime naddory na benigni, maligni a intermediarni.
Benigni naddory rostou pomalu, jsou ohrani¢ené, vétSinou snadno operovatelné a netvoii
metastazy. Oproti tomu maligni nadory rostou rychle, invazivné (do okolni tkan¢) a

nejsou presné ohranicené. Neni snadné je vyoperovat a mohou metastazovat do jinych
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organt. Pfechod mezi témito dvéma typy tvoii nadory intermedidrni, které maji lepsi

progndzu nez nadory maligni, ale mohou recidivovat a piipadné tvofit metastazy.

Dale se nadory déli podle ptivodu, tedy podle tkané, ze které vychazeji, a to na
mezenchymové, epitelové, neuroektodermové, smiSené a nékteré dalsi (Povysil a

Steiner 2011, Ma¢ak a Magakova 2004).

2.1.4. Vyskyt nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou 2. nejéastjsi pti¢inou amrti v CR. Roéné na né
umira pres 27 tisic osob. Celkova incidence neustale roste a je zplsobena predevsim
starnutim obyvatelstva a soucasnym zivotnim stylem. Naopak mortalita mirné€ klesa, a
to v dusledku zvySujici se kvality 1écby a vcasngjSim zachytim onemocnéni diky
screeningovym programiim (Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR 2014).
Celosvétove pak na nddorova onemocnéni zemie odhadem 8,8 milionu lidi ro¢né (idaje

za rok 2015), coz ¢ini jedno z kazdych Sesti umrti (World Health Organization 2017).

2.2. FOTODYNAMICKA TERAPIE

PDT je minimalné invazivni terapeutickd metoda, klinicky schvalend a
pouzivand k 1écbé nadorovych i nékterych nemalignich onemocnéni (Agostinis et al.
2011, Juarranz et al. 2008). Jeji princip je zndm uZ vice nez sto let, ale teprve v posledni
dobé zacina byt vyuzivdna ve vétsi mife (Castano et al. 2004). V soucasné dobé se
pouziva nejen v onkologii, ale 1 v dalSich oborech jako je dermatologie, o¢ni 1€katstvi,
imunologie ¢i revmatologie (Wilson a Patterson 2008), uplatnéni nachazi téz

v kardiologii nebo 1é¢b¢ rezistentnich infekci (Benov 2015).

Princip PDT tkvi v pouziti tfi zdkladnich slozek: PS, viditelné svétlo a
molekularni kyslik (*0,). Tyto komponenty nejsou samy nijak toxické, ale pii
spole€ném pouZiti vyvolavaji fotochemické reakce, pii kterych vznika singletovy kyslik
('0,) a dalsi ROS. Tyto poté poskozuji ozafenou buitku obsahujici PS a zptisobuji jeji

zanik skrze bunécnou smrt (nejcastéji apoptoézou €i nekrézou) (Agostinis et al. 2011).
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U PDT jsou kli¢ové dva kroky: podani PS systémovée nebo lokaln€ a po urcéitém
Case (minuty az dny) ozéfeni léCené tkané viditelnym svétlem, zpravidla cervenym
spektrem o vlinové délce odpovidajici absorpcnimu péasu PS. Selektivita metody je dana
mirou schopnosti PS kumulovat se v cilovych buiikach a také pfesnym ozarenim léCené

tkané (Castano et al. 2004, Wilson a Patterson 2008).

Protinaddorovy efekt PDT se odvozuje od tfi vzajemné propojenych mechanismui:
ptfimého poskozeni nadorovych bunék, poskozeni cévniho zasobeni nadoru a vyvolani
zanétlivé reakce organismu, kterd mize vést k vytvoreni systémové imunity (Agostinis

etal. 2011, Benov 2015).

Pro tspéch PDT u daného onemocnéni je klicové urceni vhodného typu a davky
PS, ¢as mezi podanim PS a expozici zafeni, celkovd ddvka ozéfeni a jeho intenzita,
umisténi nadoru a koncentrace kysliku vléceném misté. Nalezeni optimalnich
podminek PDT je pomérné slozité (Agostinis et al. 2011). Hlavnimi vyhodami PDT je
nizkd systémova toxicita (PS je aktivovan svétlem pouze v ozafované oblasti),
selektivita a moznost vyuziti PDT nezavisle na konvenc¢nich terapeutickych metodach
(chemoterapie, radioterapie, chirurgicky zakrok, imunoterapie). Chybi také vedlejsi
ucinky chemoterapie €i radioterapie i1 riziko potenciadlné karcinogenniho poskozeni
DNA — klinicky pouZivané PS se nelokalizuji do bunééného jadra (Juarranz et al. 2008,

Agostinis et al. 2011).

2.2.1. Molekularni mechanismus PDT

Pti PDT jsou zasadni dva momenty: absorpce svétla PS a nésledny pienos

energie na dalsi molekuly v bufice, nej¢ast&ji na O, (Castano et al. 2004).

PS se vbunice nachazi v zdkladnim singletovém stavu, ve kterém ma dva
elektrony s opaénym spinem v molekulovém orbitalu s nizkou energii. Po absorpci
svételné energie piislusné vinové délky je jeden z elektronii excitovan do orbitalu
s vyS§i energii, jeho spin ale zlistdvd neménny. Tuto formu PS nazyvame excitovany
singletovy stav a je velmi nestabilni (Zivotnost fddové nanosekundy). Z tohoto
excitovaného stavu mtize PS ptejit do zdkladniho stavu emisi fluorescencniho zéfeni ¢i
pfeménou na teplo. Mlze ale také dojit k tzv. mezisystémovému piechodu, kdy se

zméni spin excitovaného elektronu. Tato forma se oznacuje jako excitovany tripletovy
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stav a je o néco stabilnéjsi (fddové mikrosekundy). Oba elektrony jsou pii ni
v paralelnim uspotadani. Nasledn¢ dochazi k pfechodu do zakladniho stavu bud’ emisi
svétla (fosforescence) nebo predanim energie jiné molekule (Robertson et al. 2009,

Yoon et al. 2013, Yano et al. 2011).

Pfechod PS z excitovaného tripletového stavu do zadkladniho probiha dvéma
zakladnimi typy reakci, oznacovanymi jako typ I a II. Pfi reakci typu I reaguje PS piimo
s organickymi molekulami, dochazi k pfenosu protonu ¢i elektronu a vzniku radikald,
které mohou reakci s kyslikem vytvairet ROS poskozujici bunku. Reakci typu II dochazi
k prenosu energie z tripletového stavu PS na O, a vznika vysoce reaktivni 'O, Oba
typy reakci mohou probihat soucasné, jejich pomér zavisi predevsim na pouzitém PS a
koncentraci substratu a kysliku v buiice (Macdonald a Dougherty 2001, Robertson et al.
2009). Piedpokladéa se ovSem, Ze fotoreakce typu Il pfevazuji (Agostinis et al. 2011).

Vsechny tyto d&je jsou znazornény na Obr. 1.

Reakce typu |
A o E10%s H
L W R H,0,, Oy,"OH
RN R N0 0
! —10-2 6 hR .
1 t=10“s R .
: T T B
: ! . . )
! : Oy -
' ! —2 e » Oxidacni stres
E 11 12%3 - R S y A
. ! poskozeni buriky
! 5 7 == Reakce typu ll l
." \302
! - Smrt bunky
Y 4 A .
Sy nekrézou ¢i apoptézou

Obr. 1 Grafické zndzorneni fotofyzikalnich a fotochemickych reakci pri PDT:
1) absorpce, 2) fluorescence, 3) konverze na teplo, 4) mezisystémovy prechod,
5) fosforescence, 6) tvorba volnych radikalii reakci typu I, 7) tvorba singletového
kysliku; Sy — zdakladni singletovy stav, S; — excitovany singletovy stav, T; —
excitovany tripletovy stav, R — biologicky substrat, H,O,. -O,, -OH — reaktivni
formy kysliku, 3O - molekulérni kyslik, 'O, — singletovy kyslik. Pfevzato z (Yoon et
al. 2013).
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Vznikly 'O, je velmi reaktivni a okamzité po svém vzniku atakuje okolni
molekuly (Zivotnost < 40 ns). Podobné¢ tak piisobi nékteré dalsi ROS, napt. hydroxylovy
radikal (-OH). Proto mohou byt PDT ovlivnény a poSkozeny pouze bunécné struktury
lezici v bezprosttedni blizkosti mista vzniku t&chto molekul (akéni radius 'O, je cca
20 nm), nejcastéji to jsou tedy struktury obsahujici PS (Robertson et al. 2009, Castano
et al. 2004).

2.3. REAKTIVNI FORMY KYSLIKU, OXIDACNI STRES

Jak bylo teceno, kyslik, resp. ROS jsou zodpovédné za mechanismus ucéinku
PDT a destrukci bunéénych komponent. Jako ROS oznacujeme volné kyslikové
radikdly (tedy slouceniny vzniklé z molekularniho kysliku a obsahujici nepéarovy
elektron) a dale nékteré neradikadlové molekuly, ze kterych mohou volné radikaly
vznikat (Ledvina et al. 2009). Mezi nejdilezitéjsi ROS tadime superoxidovy anion

radikal (-O5"), peroxid vodiku (H,0,), -OH a 'O,.

2.3.1. Vvznam ROS v organismu

ROS jsou pro nékteré déje v organismu nezbytné. Utastni se metabolismu
mnoha endogennich i1 exogennich latek. Pfirozené jsou produkovany v bunkach
v dychacim fetézci pifi vyuzivani kysliku mitochondriemi - jsou mezistupném
v metabolizaci molekuldrniho kysliku na vodu. Slouzi jako signalizacni molekuly
v mnoha fyziologickych funkcich, jako je napf. udrZzovani krevniho tlaku. Dilezitou roli
hraji v imunitni reakci organismu — vznikaji ve fagocytujicich buiikdch a napomahaji

likvidaci cizorodych ¢astic (Mandelker 2009, Ledvina et al. 2009).

Castgji ale mluvime o negativnim vyznamu ROS. Pii jejich nadmérné produkci
dochazi k fetézovym reakcim, které vedou k poSkozeni riznych makromolekul,
pfedevSim lipidd, bilkovin, nukleovych kyselin ¢i sacharidi (Necas 2009, Turrens

2003).

V ptipadé¢ oxidacniho posSkozeni lipidd (tzv. lipoperoxidace) dochdzi
k peroxidaci v mist¢€ ndsobné vazby nenasycenych mastnych kyselin. Nejvyznamnéjsi je
v tomto sméru poskozeni fosfolipidové dvojvrstvy biologickych membran, které vede
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ke zméné jejich permeability (Ledvina et al. 2009, Necas 2009). Mezi produkty
peroxidace lipidl patii vysoce aktivni 4-hydroxy-2-nonenal, ktery se mize kovalentné
vazat s nukleofilnimi skupinami proteinti, nukleovych kyselin a dalSich lipidi. Tyto
zmény (probihajici pfedevsim v mitochondriich) maji prokazanou souvislost se vznikem

a progresi nddorovych onemocnéni (Zhong a Yin 2015).

K oxida¢nimu poskozeni proteinti dochazi diky jejich hojnému zastoupeni
v buiikdch pomérné snadno. Dochazi k jejich fragmentaci, zvySeni hydrofobicity, zméné
konformace ¢i zesitovani a néasledné agregaci. Vznikaji peroxidované proteiny, které
mohou fetézovou reakci oxidovat dalsi molekuly. Vyznamna je oxidace thiolovych
skupin cysteinu (a pfip. methioninu), kterd vede ke zméné ¢i ztrateé funkce enzymi

(Davies 2016).

Pusobeni ROS na DNA miize zpusobit zlomy fetézct, modifikaci jednotlivych
nukleotidovych bazi ¢i deoxyribozy a pricné propojeni bazi. Tato poskozeni mohou vést
ke zménadm transkripce, indukci bunécné signalizace a poruSe replikace, coz mize

vyustit az v karcinogenezi (Valko et al. 2006).

2.3.2. Oxidaéni stres

Oxidacni stres je stav, kdy dochazi k vyznamné poruSe rovnovadhy mezi vznikem
ROS a antioxida¢nimi obrannymi mechanismy buiiky ¢i organismu ve prospéch ROS.
Hladina ROS stoupé napf. pii intoxikaci, hypoxii ¢i zanétlivych procesech (Mandelker
2009).

Proti zvySené hladin€ ROS pisobi enzymové i neenzymové antioxidacni
systémy. Piikladem jsou enzymy superoxiddismutasy (SOD) ¢i glutathionperoxidasa
(GPx), z neenzymovych pak vitamin C a E, B-karoten nebo koenzym Qo (Ledvina et al.
2009). Snizend hladina téchto antioxida¢nich systémi taktéz pfispiva k oxidaénimu

stresu (Lushchak 2014).

Vystaveni oxidaénimu stresu (kratkodobg, ale hlavné chronicky) vede
prokazateln¢ ke vzniku fady onemocnéni. Patii mezi n€ napft. diabetes mellitus, nékterd
kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, plicni emfyzém a nadorova
onemocnéni. Oxidacni stres sehrava také vyznamnou roli pii starnuti organismu

(Ledvina et al. 2009).

17



2.3.3. Singletovy kyslik, 'O,

Reaktivni molekula 'O, vznikd pfijetim energie a excitaci z molekularniho
kysliku. Ten obsahuje dva neparové elektrony s paralelnim spinem; je tedy biradikal,
ale ne piili§ reaktivni. Excitaci dochazi ke zméné spinu jednoho z elektront a vznikly
'0, miize velmi rychle reagovat s okolnimi molekulami (Turrens 2003). P¥i PDT je
produkovan fotoreakci typu II a je povazovan za pievazujici cytotoxické ¢inidlo. Mira
produkce 'O, se vyjadiuje empiricky pro kazdy PS jako kvantovy vytézek 'O, (®,) a
udava pocet molekul 'O, vyprodukovanych PS po absorpci energie jednoho fotonu

(Macdonald a Dougherty 2001).

2.3.4. Superoxidovy anion radikal, -O,

Jednoelektronovou redukci 302 vznikd -O;". Sdm o sob¢ neni piili§ reaktivni, i
kdyz urcité oxidacni poskozeni zplsobit muze. Hlavné ale pilisobi jako prekurzor
dalsich ROS (Castano et al. 2004). Superoxid spontann¢ podléha dismutaci — reakci
dvou molekul -O,” za vzniku H,O, a 0,. V buiikich je tato reakce urychlovana
enzymem SOD (Necas 2009). Krom¢ H,O, mize ‘O, vytvatet i dalsi ROS — reakci s
‘OH vznika 'O,, soxidem dusnatym (-NO) mize vytvaiet dalsi velmi reaktivni

molekulu, peroxynitrit (OONQO") (Castano et al. 2004).

2.3.5. Peroxid vodiku, H,0O,

Peroxid vodiku piedstavuje diilezitou biologickou molekulu. Je produkovan
¢innosti mnoha enzymii a je nezbytny pii riznych funkcich organismu, napft. pfi
vytvateni hormoni S§titné Zlazy (Mandelker 2009). Je méné reaktivni nez -O,, ze
kterého vznika, a z organismu je ptfirozené odstranovan pomoci enzymi katalasy a GPx
za vzniku vody a kysliku. V piitomnosti ionti Fe** viak miize z H,O, vznikat tzv.
Fentonovou reakci velmi reaktivni ‘OH (Necas 2009). Ten muze peroxid vodiku
vytvaret také reakci se superoxidem, potom mluvime o Haber-Waissové reakci. V
neutrofilech se pak reakci -OH s chloridy katalyzovanou myeloperoxidasou tvoii silné¢

oxidac¢ni chlornany (Ledvina et al. 2009).
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2.3.6. Hvdroxvlovy radikal, -‘OH

‘OH je jednim z nejsilnéjSich pfirodnich oxidanti (Turrens 2003). Vznikéd vyse
zminénymi reakcemi z H,O, za piitomnosti redukovanych kovi, nejéastji Fe*'. Je
vysoce reaktivni a podobné jako 'O, ma velmi kratkou Zivotnost (fadové nanosekundy),
takze plisobi oxidacni poSkozeni v blizkosti mista svého vzniku (Valko et al. 2006).

Napada a poskozuje vétSinu bunécnych struktur (Mandelker 2009).

2.4. SVETLO

Svétlo je jedna z hlavnich komponent PDT. Parametry svételného zdroje volime
pfedevs§im podle absorpcniho spektra PS a charakteru onemocnéni (umisténi a velikost
1éze, dosazitelnost a vlastnosti tkan€). Klinicky efekt PDT pak zavisi na optickych
vlastnostech tkané a celkové dozimetrii — davce svétla, dobé vystaveni svétlu ¢i jeho
intenzité. Pro Gspéch PDT je tedy klicova volba optimalni kombinace PS, svételného

zdroje a parametra 1écby (Agostinis et al. 2011, Benov 2015).

2.4.1. Princip optického okna

Volba vinové délky svétla zalezi na typu PS a na optickych vlastnostech tkané.
Ta byva vétSinou znacné nehomogenni diky pfitomnosti riznych makromolekul,
bunécnych organel a dalSich struktur, coz vede v rizné mife k absorpci a rozptylu svétla
(Castano et al. 2004, Plaetzer et al. 2009). Bylo zjisténo, Ze hodnota vinové délky by se
mela pohybovat mezi 650-1300 nm, tedy v Cervené az blizké infraCervené oblasti
svételného spektra. Toto rozmezi se oznacuje jako ,,optické okno tkané* (Obr. 2). Pti
hodnotdich A <650 nm dochazi k absorpci a rozptylu svétla diky endogennim
chromoforim (hemoglobin, melanin, cytochromy), coZ omezuje prinik svétla do tkanée;
absorpce v téchto kratSich vlnovych délkdch miize také s vétsi pravdépodobnosti
zpusobit fotosenzitivitu kiize (Yoon et al. 2013, Castano et al. 2004). Se vzrUstajici
vlnovou délkou roste 1 schopnost svétla prostoupit tkéni, ovSem pii A > 1300 nm je uz
tento prinik omezovan absorpci svétla molekulami vody (Castano et al. 2004).
Prakticky je ovSem horni hranice A ~ 850 nm, pii vysSich hodnotach uZz totiz svétlo

nedosahuje dostatedné energie k excitaci PS a produkci 'O, (Benov 2015). Z uvedenych
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parametri je tedy jasné, ze idedlné by mél PS absorbovat svétlo pfi vinové délce

650 - 850 nm. Toto rozmezi nazyvame ,,fototerapeutickym oknem* (Yoon et al. 2013).
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Znazornéna absorpce hemoglobinu a vody. Prevzato z (Benov 2015).

2.5. FOTOSENZITIZERY

PS jsou latky schopné absorbovat svétlo urcité vinové délky a jeho energii
predat v buice okolnimu kysliku za vzniku ROS (Agostinis et al. 2011). Pfedeviim 'O,
pak poskozuje bunécné organely a vede k zaniku buiiky (Buytaert et al. 2007).

V soucasnosti zname velké mnozstvi PS potencidlné pouZzitelnych pro PDT a
dalsi stale vznikaji. Nekteré mohou byt ziskdvany upravou ptirodnich zdrojl, jako je
hem ¢i chlorofyl. Tato cesta je znacn¢ jednodussi a levngj$i nez ziskavani PS Uplnou

chemickou syntézou (Yoon et al. 2013).

2.5.1. Struktura a vlastnosti PS

Vétsina uZivanych PS ma strukturu zaloZenou na tetrapyrrolovém jadie

podobnou porfyrinu, obsazeném napt. v hemoglobinu (Agostinis et al. 2011). Tyto
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slouceniny obvykle vykazuji silnou absorpci kolem 400 nm, oznacovanou jako Soretiiv
pas. Pro PDT ovSem tento pas nema pfili§ vyznam, jelikoz pfti této vinové délce dochazi
nachazejici se v rozmezi 600 - 800 nm, tedy ve ,,fototerapeutickém okné*. Jednotlivé
skupiny PS se pak liS$i absorpénimi maximy téchto past (Castano et al. 2004,

Macdonald a Dougherty 2001, Yano et al. 2011).

Pro PS je dilezitd selektivita, tedy schopnost hromadit se v nadorové tkani,
nikoli ve zdravych bunkéch, ¢imz se snizuje riziko poskozeni zdravé tkané. Akumulace
v nadorové tkéani je pravdépodobné zpiisobena vazbou na LDL receptory, které
nadorové bunky produkuji ve zvySené mife. Afinitu PS k nddoru mize podporovat také
vysoka propustnost cév zasobujicich nador, niz§i pH nadoru, nizs§i odtok lymfy ci
vysoky pocet nadoru pfidruZenych makrofagi (Ormond a Freeman 2013, Plaetzer et al.
2009, Yoon et al. 2013). Dale lze selektivitu k nadoru zvysit navazanim PS na vhodny
nosic¢, napf. monoklondlni protilatku rozpozndvajici nadorovy antigen, LDL, liposom a

dalsi (Agostinis et al. 2011, Dolmans et al. 2003).

Dulezitou charakteristikou, ktera ovliviiuje vstup PS do nddorovych bunék, je
jeho néboj. Molekuly se zdpornym nabojem Spatné prostupuji membranami. Pokud ma
oviem PS maximaln¢ dva zéporné néaboje a je dostateCné lipofilni, difuze pftes
membranu je mozna. V piipadé vice zapornych naboji je PS pfijat endocytézou a
hromadi se pfedevS§im v lyzosomech. Naopak pozitivné nabité PS vstupuji do bunck
snadno diky vazb¢ na zaporné nabité ¢asti proteinti v plazmatické a mitochondrialni
membrané nadorovych bunck (Benov 2015). Naboj molekuly také urcuje, v jakém

bunécném kompartmentu se bude PS kumulovat (Ormond a Freeman 2013).

Vstup do nadorovych bunék je také ovlivnén pomérem mezi hydrofilitou a
lipofilitou molekuly. Pro difuzi PS membranami nadorovych bun€k je dilezita
dostate¢na mira lipofility. Nezbytnd je ovSem 1 urcitd mira rozpustnosti ve vod¢, aby
mohlo dochazet k biodistribuci télnimi tekutinami. Nejvyhodnéjsi je tedy pouziti
amfifilnich PS (Benov 2015, Ormond a Freeman 2013), které jsou fotodynamicky
aktivngj$i nez symetricky hydrofobni ¢i hydrofilni molekuly (Macdonald a Dougherty
2001). U velmi lipofilnich molekul nerozpustnych ve vodé je mozZné jejich podéani

v emulzi ¢i uzavieni do liposomu (Castano et al. 2004).
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Za zminku stoji 1 vyznam prostorové struktury a symetrie molekul PS. Zmény v
umisténi substituentd do ortho, meta ¢i para polohy mohou vést ke zméndm cilovych
kompartmenta pro akumulaci PS a ovliviiuji téz hloubku proniknuti PS do bunécnych
membran.  Strukturni izomery téhoz PS tak mohou vykazovat vyznamné rozdily

v lokalizaci v bunce a vysledného efektu PDT (Benov 2015).

2.5.2. Idealni fotosenzitizér

Po zkuSenostech s prvnimi klinicky pouzitymi latkami bylo nutné stanovit, jaké
vlastnosti by mé¢l mit idealni PS. Tato pfedstava se ovSem zatim nikdy zcela neshoduje
s vlastnostmi realn¢ vytvorenych latek (Allison et al. 2004). Pozadavky na idealni PS

jsou nasledujici:

e jednoducha syntéza z dostupnych prekurzorii a ziskani Cisté struktury o zndmém
chemickém sloZeni

e stabilita a rozpustnost ve vodném prostiedi organismu

e selektivni akumulace v nddorové tkani a vysoky ®x

e silna absorpce v ¢ervené az blizké infraervené oblasti spektra (600-800 nm) s
vysokym molarnim absorp¢nim koeficientem (g)

e nizka toxicita bez ozéteni (PS 1 jeho metabolitl)

e rychlé vylouceni z normalni tkané (snizeni nezddoucich fototoxickych ucink)

e cenova dostupnost

Dalsi dilezitou charakteristikou je interval mezi podanim PS a ozafenim (DLI).
Tento interval je obvykle dostate¢n¢ dlouhy (hodiny az dny), aby doslo k vylou€eni PS
z normalni tkdn€ a dostatecné akumulaci ve tkani nddorové. Noveé se vSak ukazuje, Ze
v nékterych piipadech je vyhodngjsi DLI zkratit (minuty aZ hodiny) — v této dobé je PS
pfitomen v cévach zasobujicich nddor a dochézi tak k jejich vyraznému poSkozeni
(Ormond a Freeman 2013, Castano et al. 2004, Dolmans et al. 2003, Agostinis et al.
2011).

2.5.3. Prvni generace fotosenzitizéra

Do prvni generace PS tfadime derivaty hematoporfyrinu (HpD), coZ je smés ve

vod¢ rozpustnych porfyrinii. Prvnim a dosud klinicky pouzivanym v mnoha zemich
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svéta je porfimer sodny (obchodni nazev Photofrin®, Obr. 3), &isténa smés dimert a
oligomerti hematoporfyrinu. Porfyrinové jednotky jsou navzajem spojeny etherovou,

esterovou ¢i C-C vazbou (Agostinis et al. 2011, Yano et al. 2011).

Pouziti Photofrinu® pro PDT se ukéazalo jako u&inné a dodnes se vyuzivéa k 16&b&
mnoha typli nadort (nador mocového méchyte, jicnu, plic, krku, prsu ¢i délozniho
¢ipku) (Ormond a Freeman 2013). Podava se intravenozné v davce 2 — 5 mg/kg a po
24 - 48 hodinach dochazi k ozafeni (Yano et al. 2011). Jeho pouziti ma ovSem i fadu
nevyhod. Nejvyssi absorpci vykazuje pfi 630 nm s pomérné malym prinikem do tkané
a nizkym ®,. Problémem je i vyrazna fotosenzitivita klize, pfetrvavajici jesté nekolik
tydnt po 1é¢be, nizka selektivita k nadoru a nejednotné struktura (Castano et al. 2004,
Yano et al. 2011). VSechny tyto nevyhody vedly ke snahdm vytvofit nové PS

s optimalnéj$imi vlastnostmi.

Dal$imi pouZivanymi HpD jsou Photogem®™ a Photosan-3". Prvni zminény je
schvéleny pro klinické pouziti v Rusku a Brazilii, druhy v EU (Ormond a Freeman,

2013).
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Obr. 3 Struktura Photofrinu®, zndzornéného jako trimer. Pocet porfyrinovych jednotek

se pohybuje v rozmezi 2-8.

2.5.4. Druha generace fotosenzitizéru

VétSinu druhé generace PS tvoii latky strukturdlné odvozené od porfyrinu.
Z nejpouzivangjSich sem fadime porfyriny a jejich analoga (benzoporfyriny, chloriny,
bakteriochloriny a feoforbidy), ftalocyaniny a jejich analoga a texafyriny (Obr. 4).
Jedna se o makrocykly s 18 -22 konjugovanymi m-elektrony slozené bud ze Ctyr

pyrrolovych jader spojenymi methinovymi mustky, nebo v pfipadé ftalocyaninti (PC) ze
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¢tyt isoindolovych jednotek spojenych atomy dusiku. VInové délky maxima absorpce
(Q-pas) dosahuji ptiblizn€ hodnot 630 nm (porfyriny), 670 nm (chloriny), 680 nm (PC),
690 nm (benzoporfyriny), 730 nm (bakteriochlorochiny) a 760 nm (texafyriny) (Yano et
al. 2011).

Molekuly s tetrapyrrolovym jadrem nesou casto ve svém stiedu koordinovany
atom kovu. Prvky jako Zn, Pd, In, Sn nebo Lu zachovévaji vlastnosti jadra jako PS,

zatimco kovy Fe nebo Cu pouziti pti PDT neumoziiuji (Castano et al. 2004).
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Obr. 4 Struktury hlavnich skupin fotosenzitizérii odvozenych od porfyrinu. Prevzato z
(Machdcek 2016a).

2.5.4.1. Porfyriny
e S-aminolevulova kyselina (ALA) a jeji estery

ALA (Obr. 5) je pfirozené se vyskytujici aminokyselina, Gi€astnici se biosyntézy
hemu, ktera probiha ve vSech bunkach s vyjimkou zralych erytrocytii. Sledem nékolika
chemickych reakci vznika z ALA protoporfyrin IX (PpIX, Obr. 5), ze které¢ho se
fyziologicky stavd hem po zabudovani Zeleza pomoci enzymu ferrochelatasy. Kapacita
tohoto enzymu je omezend a proto podanim exogenni ALA dochazi v buikach
k hromadéni fotodynamicky aktivniho PpIX (Castano et al. 2004). ALA je tedy
prolécivo, ze kterého v organismu vznikd G€inny PS s pfimym cytotoxickym tc¢inkem.
V neoplastické tkani navic dochazi ke zvySené tvorbé PpIX v porovnani s normalni
tkani, pravdépodobné diky odlisnym hladindam enzymi této metabolické drahy, nizsi

hladin¢ zeleza a dal$im faktortiim (O Connor et al. 2009).
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Jako 1é¢ivo Levulan®™ se ALA pouZiva topicky, intravendzné i oralng. Po topické
aplikaci 1ze misto podani ozatfovat do 18 hodin svétlem v modré (410 nm), zelené
(510 nm) i Gervené (635 nm) oblasti. U&inn&ji je svétlo o kratsich vlnovych délkach, u
Serveného svétla je nutnd delsi doba 16¢by kvili niz§i produkei 'O,. Po systémovém
podani se miize objevit celkova fotosenzitivita, trvajici asi 48 hodin; pfi topickém
podani je omezena na misto aplikace. ALA se uspé$né€ pouziva u riznych koznich 1ézi
(jako napt. aktinickd kerat6za, bazaliom ¢i karcinom dlazdicovych bun¢k), dale napt. u
nadoru hlavy, krku, mocového méchyte, prostaty ¢i Barretova jicnu, ale 1 v kosmetice
k omlazeni pleti (Allison a Sibata 2010, O’Connor et al. 2009). ALA slouzi i jako

fotodiagnostické a fotodetekéni cCinidlo k zobrazeni malignich i1 nemalignich

onemocnéni (Rodriguez et al. 2006).

Nevyhodou pouziti ALA je maly prinik svétla do tkané€ (asi 1 mm). Zvysit jej
Ize navyienim lipofility ALA esterifikaci. Vyuziva se methylester (MALA, Metvix”,
Obr. 5), hexylester (HALA, Hexvix®, Obr. 5) ¢i benzylester (Benzvix"). Posun vlnové
délky svétla do vyssich hodnot zdvojnasobuje hloubku prostupu do tkané. V buikach
dochdzi kuvolnéni ALA cinnosti esteras (O'Connor et al. 2009). Estery ALA se
pouzivaji v podobnych indikacich jako ALA samotna a fada dalSich indikaci je

v klinickém vyzkumu (Ormond a Freeman 2013).
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Protoporfyrin IX

Obr. 5 Struktura 5-aminolevulové kyseliny (ALA), jejtho methyl- a hexylesteru (MALA,
HALA) a aktivniho PS protoporfyrinu IX.
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e Verteporfin

Verteporfin, obchodnim nazvem Visudyne® (Obr. 6), je derivat benzoporfyrinu,
nekdy téz fazeny mezi chloriny. Aktivuje se svétlem o vinové délce 690 nm, které ma
relativné velky prostup do tkdné. K ozéafeni dochazi asi 30 minut po podani.
Verteporfin je lipofilni molekula a podava se v davce 0,3 mg/kg infuzi v liposomalni
form¢ (Yano et al. 2011). Diky rychlému vylucovani z tkani vykazuje velmi nizkou

kozni fotosenzitivitu (Ormond a Freeman, 2013).

Po podéni se verteporfin pfednostné hromadi v neovaskularni tkani, predevsim
oka. Proto je schvalen a pouzivan pro 1écbu vékové podminéné makularni degradace
(AMD), coz je zavazné onemocnéni oka zpusobujici slepotu. Je také schvalen pro
aplikaci v revmatologii k 1é¢bé revmatoidni artritidy a probihaji klinické studie na jeho
pouziti proti koznim malignitdim. Uplatnit by se mohl i u dal§ich nadorovych
onemocnéni spojenych s vyraznou tvorbou novych cév, jako jsou sarkomy ¢i mozkovy

glioblastom (Yano et al. 2011, Allison a Sibata 2010).

HOOC o7 o”

Obr. 6 Struktura verteporfinu.

2.5.4.2. Chloriny

Chloriny se od porfyrini li§i redukovanou dvojnou vazbou v jednom pyrrolovém
kruhu. Tato zména vede k posunu absorpcéniho pasu do vyssich hodnot (640 — 700 nm)

(Ormond a Freeman 2013).
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e Temoporfin

Temoporfin, chemicky m-(tetrahydroxyfenyl)chlorin (m-THPC), obchodnim
nazvem Foscan® (Obr. 7), je derivat chlorinu s jednotnym sloZenim. Absorbuje pii
vlnové délce 652 nm a fadi se mezi velmi uc¢inné PS druhé generace s vysokym @,.
Zpisobuje pfimou smrt nadorovych bun¢k i poskozeni cév naddoru (O Connor et al.
2009). Pouziva se k 1écb¢ nadorti hlavy a krku a tspésné bylo i testovani ucinku u
nadort prsu, prostaty, slinivky (Ormond a Freeman, 2013), jicnu, plic ¢i kiize (Yano et

al. 2011).

Velkou vyhodou temoporfinu jsou nizké davky PS (0,1 - 0,2 mg/kg), nizka
intenzita svétla i kratky cas ozafovani (n€¢kolik minut). Stinnou strankou je dlouhy
biologicky poloc¢as (45 - 65 hodin). Ke kumulaci v nddorové tkani dochdzi asi za 4 dny,
teprve poté mize byt zahijeno ozafovani. Vyrazna je také kozni fotosenzitivita, jez
muze ze zacatku 1éCby vyvolat i tlumené svétlo a kterd se vyskytuje od podani (i.v.) a
trva asi 2 -4 tydny. Béhem 1é¢by se miize vyskytnout i vyraznd bolest. Piesto je
Foscan® w&inny PS a u nékterych pacienti vykazuje vyznamny klinicky pfinos

(O’Connor et al. 2009, Allison a Sibata 2010).
e Talaporfin

Pro talaporfin (Obr. 7) se pouziva né€kolik nazvii — N-aspartylchlorin e6 (NPe6),
LS11, Laserphyrin®, Litx "™ a dalsi (Allison a Sibata 2010). Je to ve vod& rozpustny PS,
diky ¢emuz se rychle akumuluje v nddorové tkani - béhem asi ¢ty hodin. Poté se
ozafuje svétlem o vlnové délce 664 nm a plisobi poSkozeni nadorovych bunck i
zasobujicich cév. Podava se injekéné v davkach 0,5 - 3,5 mg/kg. V kiizi se kumuluje
malo a z téla se vylucuje do 7 dnti, proto nezptisobuje vyraznou fotosenzitivitu (Yano et
al. 2011). V Japonsku byl schvélen k 1écbé rakoviny plic a ma potencial k 1écbé dalsich

malignit (Ormond a Freeman 2013).
e Rostaporfin

Rostaporfin, také ethyletiopurpurin cinigity (SnET2) nebo Purlytin® (Obr. 7), je
synteticky purpurin strukturné odvozeny od chlorofylu. Je aktivovan svétlem o vinové
délce 664 nm, posun do vyssich hodnot (oproti Photofrinu®) je zptisoben atomem cinu
v centru molekuly (O’Connor et al. 2009). Ten zptsobuje i vyssi @4, asi dvacetindsobny

neZ vykazuje Photofrin®. Rostaporfin se pouziva v davce 1,2 mg/kg a k ozéafeni dochazi
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za 24 hodin po injekénim podani (Yano et al. 2011). Nevyhodou v jeho aplikaci je
riziko kozni fotosenzitivity (asi 14 dni) a toxicity ve tmé&. Probihaji studie na jeho
pouziti u metastazujiciho adenokarcinomu prsu, bazaliomu a Kaposiho sarkomu u lidi

s AIDS a dale napi. u AMD (Ormond a Freeman 2013, O"Connor et al. 2009).
e Ce6-PVP

Tento PS, registrovany pod ndzvem Photolon® (nebo také Fotolon™) je
komplexni slouceninou tvofenou trisodnou soli chlorinu e6 a nizkomolekularnim
polyvinylpyrrolidonem. Ce6-PVP ma silné absorpéni maximum kolem 660 nm. Podava
se infuzi v davce 1,0 - 2,5 mg/kg, k ozéareni dochdzi po 3 - 4 hodinach. Fotosenzitivita
muze pretrvavat 4 dny po PDT. V soucasnosti je schvalen v Bélorusku a Rusku pro
diagnostiku a 1écbu nadori kize a dutych organti (Shliakhtsin et al. 2009, Istomin et al.

2010).

Obr. 7 Struktury nékterych vyznamnych chlorinu — zleva temoporfin, talaporfin,

rostaporfin.

2.5.4.3. Bakteriochloriny

Bakteriochloriny jsou slouceniny strukturné¢ odvozené od porfyrinu redukci
dvojné vazby ve dvou pyrrolovych cyklech. Tato redukce posouva jejich absorpéni
Q-pas oproti porfyrinim a chlorinim déale do Cervené oblasti — bakteriochloriny a
strukturné podobné bakteriofeoforbidy maji absorpéni maximum vétsi nez 710 nm,
v nékterych piipadech blizici se 800 nm (Macdonald a Dougherty 2001, Ormond a
Freeman 2013).
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e Padoporfin

Padoporfin (WST09, Tookad®, Obr. 8) je bakteriofeoforbid odvozeny od
bakteriochlorofylu, obsahujici ve svém stifedu atom palladia. Vykazuje maximum
absorpce pii vinové délce 763 nm a prostup tkani do hloubky asi 4 mm (O Connor et al.
2009). Padoporfin je hydrofobni a ke svému podani vyzaduje navazani na nosi¢. Velmi
rychle je vylu¢ovan z organismu, k ozafeni proto dochdzi jiz za 30 min po podani (v
davkach 2 - 4 mg/kg). Dalsi vyhodou rychlé exkrece je i nevyznamna fotosenzitivita

vyskytujici se do 3 hodin po ozéfeni.

Padoporfin poskozuje predevsim cévni zdsobeni nadoru (Allison a Sibata 2010).
Probiha klinické hodnoceni na jeho vyuziti k 1é¢bé rakoviny prostaty, ve kterém se jevi
velmi slibné. Diky pfiznivym vlastnostem (dobry prostup do tkdné, nizkd kozni
fotosenzitivita) se padoporfin ukazuje jako vyhodny PS pro klinické pouziti (Ormond a

Freeman 2013, O’Connor et al. 2009).
e Padeliporfin

Padeliporfin (WST11, Stakel®, Tookad® Soluble, Obr. 8) je hydrofilni
bakteriochlorin. Jeho struktura, vlastnosti 1 aplikace jsou velmi podobné padoporfinu,
maximum absorpce vykazuje pfi 753 nm. Jeho pouziti je téZ zaméteno proti rakoviné

prostaty (Ormond a Freeman 2013, Azzouzi et al. 2015).
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Obr. 8 Struktury bakteriochlorinit — zleva padoporfin a padeliporfin.

2.5.4.4. Feoforbidy

Feoforbidy strukturné vychézi z chlorind, v jednom pyrrolovém jadru porfyrinu

dochazi k redukci dvojné vazby.
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e HPPH

HPPH neboli 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid (Photochlor”, Obr. 9) je
lipofilni PS ze skupiny feoforbidi. V Cisté formé se da pripravit z extraktu ze sinic rodu
Spirulina. V téle neni HPPH metabolizovan a relativné pomalu se vylucuje. Po injek¢nim
podani muze byt aktivovan svétlem o vlnové délce 665 nm nebo 408 nm s riznym
pranikem do tkané. Umoziuje proto 1é¢bu povrchovych i hloubéji ulozenych 1ézi. Aplikuje
se vdavce 0,15 mg/kg a k ozafeni dochdzi za 24 - 48 hodin. Fotosenzitivita se vyskytla

pouze pti pouziti vysokych davek PS a svétla (Yano et al. 2011, Allison a Sibata 2010).

HPPH vykazal pfi klinickych studiich dobré vysledky u pacientd s rakovinou jicnu,
pfi 1é€bé Barretova jicnu (prekancerdza), kozZnich 1ézi a karcinomu plic (Allison a Sibata
2010). Dale se zkouma jeho ucinnost pii 1€cbé rakoviny dutiny ustni, krku a hlavy (Ormond
a Freeman 2013). Derivaty HPPH nachdzeji vyuziti v rtznych diagnostickych a

zobrazovacich metodach (Yano et al. 2011).

Obr. 9 Struktura 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbidu (HPPH).

2.5.4.5. Ftalocyaniny a naftalocyaniny

Ftalocyaniny (PC; tetrabenzoporfyraziny) a ptibuzné naftalocyaniny (NC) jsou
barviva vyuzivand mimo jiné jako uc¢inné PS. Strukturné vychdazeji z porfyrinii (viz Obr.
4) a obvykle obsahuji centralni atom kovu, nej€astéji Zn, Si nebo Al (Allison a Sibata
2010). Tyto diamagnetické kovy zvySuji @, prodlouZenim Zivotnosti tripletového stavu
PS. Diky ptfikondenzovanym benzenovym ¢i naftalenovym cyklim dochézi k posunu
absorpce PC a NC dale do cervené oblasti spektra oproti porfyrinim. Silnou absorpci
vykazuji PC v rozmezi 670 - 770 nm, NC pii 740 - 780 nm (O’Connor et al. 2009,
Josefsen a Boyle 2012).
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Struktura PC a NC, hlavné pfitomnost Ctyf fenylovych (resp. naftylovych)
skupin, zptsobuje c¢asto jejich Spatnou rozpustnost ve vodé. Druhou vyraznou
nevyhodou je tendence PC a NC tvofit agregaty diky planarnimu usporadani a véEtsi
velikosti molekul. Agregace pak vede ke snizeni az ztraté aktivity téchto PS. Tyto

nedostatky lze omezit ipravou struktury ¢i vhodnym zvolenym transportnim systémem.

Jako nejvyhodnéjsi se jevi uprava molekul PC a NC pfidanim sulfonovych
skupin, které zvySuji jejich rozpustnost ve vodé. Nejucinnéjsi PS se ukazuji PC ve
form¢ nesymetricky substituovanych sulfonovych kyselin s atomem Zn ¢i Al ve svém
sttedu. Pfi vpravovani sulfonovych skupin ovSem vznikaji smési izomerti a molekul PS
s raznym stupném sulfonace (Jiang et al. 2014, Castano et al. 2004). Dalsi moznosti, jak
zvysit dostupnost a ucinnost PC a NC, je jejich uzavieni do liposomt (Allison a Sibata

2010).

e Sulfonovany hlinity ftalocyanin

Tento PS, oznacovany AlIPcS, se pouzivd pod ndzvem Photosens”™ (Obr. 10). Je
to ve vod¢ rozpustnd smes PC s riznou mirou sulfonace (n ~ 3), resp. jejich sodnych
soli. Maximalni absorpce dosahuje pii 675 nm (Jiang et al 2014). AlPcS se aplikuje
v malych davkach (0,5 - 0,8 mg/kg) a ozatuje se po 24 - 72 hodinach (Yano et al. 2011).

Klinicky se Photosens” pouziva v Rusku k 16&b& riiznych typti a stadii rakoviny,
napt. zaludku, klze, rtd, dutiny Ustni, prsu a dalSich a nékterych nemalignich
onemocnéni. Problémem pii pouziti Photosensu” je oviem jeho vyrazna fotosenzitivita,
vyskytujici se ne¢kolik tydnh po 1é€bé. Nevyhodou je rovnéz jeho nejednotné slozeni

(Jiang et al. 2014, Ormond a Freeman 2013).
e Zinecnaty disulfo-diftalimidomethylftalocyanin

Tento PC (ZnPcS,P, Obr. 10), obchodnim nézvem Photocyanine®, je amfifilni
PS vyvinuty v Cing&. Podobné& jako Photosens” je zastupcem sulfonovanych PC. Je to
smés Ctyi velmi podobnych izomert, ve kterych jsou dvé sulfonové skupiny umisténé
vedle sebe, totéz plati pro dvé skupiny ftalimidomethylové. Ve smési se ovS§em mohou
vyskytnout 1 dalSi izomery s pfilehle i protilehle umisténymi funkénimi skupinami.

ZnPcS,P, vykazuje Q-pas s maximem absorpce pii 670 nm.
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ZnPcS,P, vykazuje vyhodné vlastnosti druhé generace PS, napt. nizkou koZni
fotosenzitivitu, vysoky ®, a amfifilni strukturu, kterd zvySuje selektivitu PS
k nadorovym buiikkam. V klinickych studiich se zkouma jeho efekt u 1écby leukémie

(Jiang et al. 2014, Huang et al. 2007).

e Kiemidity ftalocyanin 4

Kfemicity ftalocyanin 4 (Pc4, Obr. 10) je PS absorbujici stejné jako Photosens®™

pii 675 nm. Ve svém stfedu nese dale substituovany atom kiemiku. Sloucenina neni
sulfonovana a vyskytuje se v ¢isté formé, nikoli jako smés izomert (Jiang et al. 2014,

Ormond a Freeman 2013).

Klinické hodnoceni ukazuje jeho ptfinos pro lécbu koznich malignich i
nemalignich onemocnéni. Ve studiich vykazuje také minimalni toxicitu pfi topickém i

intravendznim podani (Ormond a Freeman 2013, Allison a Sibata 2010).
e Zinecnaty ftalocyanin

Zine¢naty ftalocyanin (ZnPc, také oznaCovany CGP55847, Obr. 10) je
nesubstituovany PC s atomem Zn ve svém stiedu. Kvuli vysoké lipofilité je upraven do

formy liposomti. Absorbuje v podobné vinové délce jako vyse uvedené PC (Jiang et al.

2014).

Klinické studie zkoumaly jeho vliv na spinocelularni karcinomy hlavy a krku

(Sekkat et al. 2012), byly ovSem preruSeny (Jiang et al. 2014).
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Obr. 10 Struktura nékterych ftalocyaninii — zleva AIPcS (Photosens®™), Pc4, ZnPc a
ZnPcS,>P; (Photocyanine®).
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2.5.4.6. Porfyceny

Porfyceny jsou syntetické latky odvozené od porfyrind, ptesnéji jejich strukturni
izomery. Oproti porfyrinim maji jiné uspotadani pyrrolovych jader a spojovacich
mustkh mezi nimi a jejich molekula je méné symetricka (Stockert et al. 2007).
Charakteristické jsou pro né absorpéni pasy pii vinové délce nad 600 nm, U¢inna
produkce ROS a nadorova selektivita. Velkou vyhodou porfycenli je moznost
modifikovat strukturu (hlavné postranni fetézce) a tim zlepSit jejich vlastnosti a
ucinnost. Déle se vyznacuji rychlou biodistribuci, fadové v hodinach u hydrofobnich
derivati a v minutdch u sloucenin hydrofilnich. Diky tomu nezpiisobuji vyznamnou
fotosenzitivitu (O’Connor et al. 2009). Porfyceny zpisobuji piimé poskozeni
nadorovych buné¢k i1 poSkozeni jejich cévniho zasobeni, také v zavislosti na hydrofilng-
lipofilnim charakteru molekuly. Mohou byt aplikovany systémové i topicky (Stockert et
al. 2007).

Jednim ze studovanych zéstupci této skupiny je 9-acetoxy-2,7,12,17-
tetra(p-methoxyethyl)porfycen (ATMPn, Obr. 11). Studuje se jeho vyuziti

v dermatologii k 16cbé lupénky ¢i nékterych koznich malignit.

Bylo pfipraveno mnoho dalSich porfycenovych derivati, bohuzel fada z nich
neni dosud prostudovand. Diky svym vlastnostem se vSak porfyceny jevi slibné pro

pouziti pii PDT (Stockert et al. 2007, Josefsen a Boyle 2012).

H,CO OCH,
o\'/

0
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Obr. 11 Struktura 9-acetoxy-2,7,12,17-tetra(p-methoxyethyl)porfycenu.
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2.5.4.7. Texafyriny

Texafyriny jsou tripyrrolické pentaaza-derivaty porfyrinu. Kromé¢ PDT maji
vyuziti pii diagnostickém zobrazovani (O Connor et al. 2009, Allison a Sibata 2010).

e Montexafin lutecity

Montexafin lutecity (Lu-Tex, Lutrin®, Obr. 12) je ve vodé& rozpustny PS
s vysokou afinitou k nddorové tkani a nové vznikajicim cévam. Vykazuje Q-pas ve
vysSich vlnovych délkach, jeho maximum absorpce je pii 732 nm. (Yano et al. 2011,
Allison a Sibata 2010). Lu-Tex vykazuje dobry ®, a minimalni fotosenzitivitu (Allison
a Sibata 2010). Podava se injekéné v relativné malé davce (0,6 - 7,2 mg/kg) a k ozateni
dochazi za 3 hodiny (Yano et al. 2011). Nevyhodou tohoto PS je mozna bolest béhem

lécby, ktera ale miize byt feSena lokalni anestezii (O’Connor et al. 2009).

Montexafin lutecity je schvalen pro 1é¢bu rakoviny prostaty a délozniho Cipku a
probihd vyzkum na jeho vyuziti u rakoviny prsu, melanomu a Kaposiho sarkomu.
Komplex s gadoliniem Ize pouzit jako ¢inidlo pfi magnetické rezonanci (MRI) a dalSich
zobrazovacich technikdch (Yano et al. 2011). Lu-Tex je zkoumdn také k pouziti u
vékové podminéné makularni degradace (obchodni nazev Optrin®) a k 16¢bé

aterosklerdzy (nazev Antrin®) (Ormond a Freeman, 2013).
y

Obr. 12 Struktura montexafinu lutecitého.
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2.5.4.8. Ostatni struktury

Kromé¢ sloucenin odvozenych od porfyrinu vykazuji fotodynamickou aktivitu i
latky odli$nych struktur. Radime sem nékteré fenothiaziny, antrachinony, xanteny,

cyaniny a dals$i (Ormond a Freeman 2013).
e Methylenova mod¥

Methylenova modi (MB, Obr. 13) je fenothiazinové barvivo absorbujici pfi
666 nm. V buinice poskozuje fetézce DNA. In vitro vykazuje uCinnost proti n¢kolika
typtim nadorovych bunék, pti in vivo podani (i.v. ¢1 do 1éze) ale nemé dostatecny efekt
(O’Connor et al. 2009). To je zplsobeno vysokou hydrofilitou a nizkou kumulaci
v nddorovych bunkach (Yano et al. 2011). Dalsi diivod nizké ucinnosti MB je fakt, ze
nckteré nadorové bunky dokazi zlomy DNA zplGsobené MB béhem nékolika hodin
opravit. Navic miZe byt MB inaktivovana bunéénymi enzymy (O Connor et al. 2009).
Syntetizované lipofilnéjsi analogy MB mély sice o néco lepsi efekt v poméru k toxicité
ve tm¢, u nekterych analogli vSak tato toxicita vzrostla (Yano et al. 2011). Pres své
nevyhody muze mit MB uplatnéni v 1écbé nekterych koznich nédord (Ormond a

Freeman 2013).

DalSimi zastupci fenothiazinovych barviv jsou toluidinova modF nebo Nilska
modF A a jejich derivaty (Yano et al. 2011). Spolu s MB jsou vSak tyto latky vice nezZ
pro ucinky proti rakovinnym bunikam studovany pro fotodeaktivaci mikrobti (Castano et

al. 2004).
e Hypericin

Hypericin (Obr. 13) je pfirodné se vyskytujici derivat antrachinonu, ziskavany
z trezalky. V maximu absorpce pii 590 nm produkuje vysoky @, a dalSich ROS. Jeho
ucinek je kombinovany — zptsobuje ptimé poskozeni nadorovych bunék 1 jejich cévniho
zasobeni ovlivnénim nékolika signalnich drah. Hypericin se jevi jako slibny PS i diky
minimalni toxicité ve tmé. Klinické vysledky zatim bohuZel nejsou uspokojivé, zlepSeni
by mohla pfinést optimalizace 1écebnych parametrii - davka, podani PS, ozareni a dalsi

(O’Connor et al. 2009, Ormond a Freeman 2013).
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Obr. 13 Methylenova modr (vlievo) a hypericin (vpravo).
e 4,5-dibromorhodamin methylester

Tato latka, oznacovand téZ TH 9404, je odvozend od struktury xanthenu.
Ptitomnost halogenu v molekule zvySuje pravdépodobnost mezisystémového pirechodu
do tripletového stavu molekuly a zvySuje tak ®,. Vykazuje ucinnost pii PDT reakce
Stépu proti hostiteli pfi transplantacich (Ormond a Freeman 2013). Mohl by najit vyuziti
1 v 1é€bé myelomu ¢i rakoviny prsu (Sekkat et al. 2012).

e Merocyanin 540

Merocyanin 540 je anionické cyaninové barvivo, které puisobi selektivné na
leukemické, neuroblastomové bunky a buiiky lymfomi, normalni kmenové bunky
neposkozuje. U bunck solidnich nadort je jeho efekt omezen (O Connor et al. 2009,

Ormond a Freeman 2013).

Z nékterych dalSich neporfyrinoidnich latek vyuZitelnych jako PS lze zminit
kurkuminoidy, derivaty hypocrellinu a squarainu, fullereny a mnoho dalSich (Yano et

al. 2011, Ormond a Freeman 2013).

2.5.5. Treti generace fotosenzitizéru

I ptfes vyhodné vlastnosti PS predchozi generace se vétSina z nich potyka
s omezenou rozpustnosti ve vodném prostiedi, zvlast pii fyziologickém pH, coz
omezuje moznost piimého i.v. podani (Josefsen a Boyle 2012). Problémem je Casto i
nizka selektivita PS k nadorovym buiikam. Tato omezeni vedla k vyvoji nové generace
PS, kterou zatupuji latky druhé generace navazané na vhodnou transportni molekulu

(O’Connor et al. 2009).
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Zasadni pro zacileni PS na nadorovou tkan je fakt, Ze nadorové buniky obsahuji
na svém povrchu antigeny ¢i receptory odliSné nebo nadmérné exprimované oproti
zdravym bunkdm (O’Connor et al. 2009). Jednou z moznosti je konjugace PS
s monoklonalni protilatkou, kterd se vdze na specificky nadorovy antigen. Tim je
omezeno poskozeni zdravé tkan€. Dal§i vhodnou molekulou jsou ¢éastice LDL nebo
molekuly foldtu, jejichz receptory exprimuji nddorové buiikky na svém povrchu ve
zvysené mife. Ke konjugaci s PS lze vyuzit i n¢které sacharidy, peptidy ¢i polymery. PS
muze byt do pfislusné tkan¢ dopraven i pomoci transportnich systémil jako jsou

liposomy nebo nanocastice (Josefsen a Boyle 2008, Yoon et al 2013).

Ptikladem syntetizovanych a studovanych PS tieti generace je chlorin e6
konjugovany s imunoglobulinem G (IgG), temoporfin konjugovany s folatem,
glykokonjugované porfyriny a chloriny (Yano et al. 2011) ¢i nanocastice obsahujici PC
& Photofrin® (O’Connor et al. 2009). Tyto sloudeniny vykazuji vétsi selektivitu a
fotodynamickou u¢innost nez pii pouziti PS samotnych. Vyvoj dalSich selektivné
zacilenych PS mtze vyznamné zlepsit ucinnost PDT pfii 1é€bé malignich i nemalignich

onemocnéni a umoznit dalsi pouziti téchto latek (Josefsen a Boyle 2008).

2.6. UCINKY PDT NA NADOROVE BUNKY

Jak bylo uvedeno vyse, protinddorovy efekt PDT se realizuje tfemi rtznymi
mechanismy — piimym poSkozenim malignich bun¢k a naslednym zanikem,
poskozenim cévniho zasobeni nadoru s omezenim piisunu kysliku a Zivin a vyvolanim
systétmové imunitni reakce proti bunkdm nddoru (Castano et al. 2005a). Tyto tii
mechanismy se mohou navzijem ovliviiovat, vyznam kazdého z nich pii lécbé dan¢ho
onemocnéni zavisi na povaze onemocnéni a parametrech PDT. Pro dlouhodobou lé¢bu
a kontrolu nadorového onemocnéni je diilezité propojeni vSech tii ucinkt (Dolmans et

al. 2003, Juarranz et al. 2008).

2.6.1. Primé poskozeni bunék

Vstup PS do buné¢k cilové tkané a jejich destrukce zevniti je pro G¢innou PDT

zésadni. Kvali kratké Zivotnosti poskozuji 'O, a dalsi ROS predeviim organely
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v bezprostiedni blizkosti mista svého vzniku (Castano et al. 2004). Vychytavani PS
nadorovymi bunikami a jejich kumulace v jednotlivych kompartmentech bunky zalezi na
vlastnostech tkan¢, a pfedevsim charakteru PS — naboji, polarit¢ a struktuie PS
(viz 2.5.1). Na subcelularni lokalizaci PS zavisi aktivace specifickych signalnich drah
po vzniku ROS, buné¢né odpovéd na PDT a nésledné typ bunécné smrti (Benov 2015).
Soudi se, ze PS kumulované v mitochondriich ¢i endoplasmatickém retikulu (ER)
Castéji  vyvolavaji apoptéozu, zatimco PS lokalizované v lyzosomech nebo
cytoplasmatické membrané smétuji vice k nekréze. Pti pouziti nékterych PS dochazi téz

k autofagii a nasledné smrti bunky (Juarranz et al. 2008).

Nejcastéjsimi cili pro PS v buice jsou lyzosomy a mitochondrie, mohou se vSak
kumulovat i v dalSich strukturach jako je ER, Golgiho aparat (GA), cytoplasmaticka
membrana nebo cytoskelet (Castano et al. 2004, Benov 2015). Casto PS vykazuji afinitu
k vice kompartmentim soucasn¢, nékdy dochazi v bunice v pribéhu PDT k redistribuci

PS do jiné struktury buiiky (Agostinis et al. 2011, Castano et al. 2004).

2.6.1.1. Lyzosomy

Lyzosomy byly diive povazovany za hlavni cil PS pti PDT a jejich poskozeni za
pri¢inu bunécné smrti. Piredpokladalo se, ze naruSenim membrany lyzosomu dojde
k destrukci builky uvolnénymi hydrolytickymi enzymy. Pozd&ji se ukazalo, Ze
poskozeni lyzosomi hraje v bunééné smrti mensi roli, nez kdyZz je PS aktivovan v
mitochondriich a ostatnich organelach (Benov 2015). Oxidac¢ni poskozeni lyzosomi
vSak presto mize vést k usmrceni buiiky, at’ uz ptimo, nebo prosttednictvim navazujici

destabilizace mitochondrii a nasledné apoptdzy (Castano et al. 2004)

V lyzosomech se kumuluji predev§im zaporné nabité PS (s celkovym ndbojem
-2 a vice). Ptikladem PS hromadiciho se v lyzosomech je talaporfin (Agostinis et al.

2011, Castano et al. 2004).

2.6.1.2. Mitochondrie

V mitochondriich se dobfe kumuluji PS, které nesou celkovy kladny naboj a jsou
dostate¢né lipofilni, aby prosly membrénou. Mitochondrie jsou z hlediska t¢inné¢ PDT

dalezitym cilem pro podany PS. Pfi jejich oxida¢nim posSkozeni dochéazi k naruSeni
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dychaciho fetézce a energetického metabolismu buiiky, cozZ mize velmi rychle vyvolat

jeji apoptotickou smrt (Benov 2015, Castano et al. 2004).

Mezi PS ukladajici se v mitochondriich patfi benzoporfyriny (verteporfin),

temoporfin ¢i Pc4, ktery ma kromé toho afinitu i1 k dal§im organeldm (Agostinis et al.
2011).

2.6.1.3. Dalsi cile v bunce

Jak bylo uvedeno vysSe, PS se mohou lokalizovat i v dalSich ¢astech bunky.
Kumulace v cytoplasmatické membrané muze zpisobit jeji oxida¢ni poskozeni
(zejména oxidaci nenasycenych mastnych kyselin), ztratu bariérové funkce membrany
az zénik buiiky (Benov 2015). Kumulace v ER a GA neni pftili§ béznd, ptikladem latky
ukladajici se v téchto organelach je temoporfin (Castano et al. 2004). Zajimavym cilem
pro PS je také cytoskelet — mikrotubuly a mikrofilamenta, které maji zasadni vyznam
pro pohyb a dé€leni bunék a transport uvnitt buiiky. Jejich poskozeni muze vyvolat

zastaveni bunééného cyklu a vést k apoptoze (Juarranz et al. 2008).

2.6.2. Poskozeni cévniho zasobeni nadoru

U nadort dochazi pfi dosazeni urcité velikosti k vytvoreni vlastni sité kapilar.
Zajistuje se tak dostatecny piisun kysliku a zivin pro jeho rtst (Necas 2009). Krevni
cestou miiZze také dochézet Sifeni nddorovych buné€k do vzdalenéjSich mist organismu a
vytvareni dcefinych nédorG - metastaz. Proto mulZe zasazeni nddoru v misté jeho

cévniho zasobeni ptispét k efektu PDT a zvysit ucinnost 1€cby (Juarranz et al. 2008).

Pti poskozeni nadorovych kapilar a€innym PS dochazi vétSinou k vazokonstrikci
a nasledn¢ agregaci krevnich elementii a vzniku trombu. Ten omezuje pfisun kysliku a
nutrietl do nadorovych bunék, dochazi k hypoxii az anoxii a zastaveni ¢i zpomaleni

rustu nadoru (Juarranz et al. 2008, Dolmans et al. 2003).

Pro poSkozeni cév nadoru je klicovy DLI. Po iv. podani PS se tento nejprve
nachazi v cévach, po ur¢itém case dochazi k jeho distribuci do tkdn€é. Vhodné zvoleny
DLI tedy urcuje, zda dojde pii PDT spiSe k poSkozeni cév nadoru ¢i ptimo jeho bunék
(Castano et al. 2005a). Kratky DLI vede s vétsi pravdépodobnosti k poSkozeni cév,

zatimco delsi interval umoziuje PS difundovat do cilové tkané (Agostinis et al. 2011).
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Prikladem PS ciliciho na cévy je verteporfin, pouzivany pfi terapii AMD. Pfi
DLI trvajicim 15 minut vykazuje terapie nadorG verteporfinem podstatné lepsi
vysledky, nez pti DLI ~ 3 hodiny. Podobné vysledky byly pozorovany i u talaporfinu ¢i
hypericinu (Castano et al. 2005a, Juarranz et al. 2008). Krevni kapilary nadoru
poskozuji ptednostné i bakteriochloriny padoporfin a padeliporfin. PDT zaméfena
pfedev§im na cévni zdsobeni 1écené oblasti se oznacuje jako VTP (vascular-targeted

PDT) (Kawczyk-Krupka et al. 2015).

2.6.3. Imunitni reakce na PDT

Vyznam  imunitniho  systétmu  pfi  PDT  ukdzaly  experimenty
s imunokompetentnimi a imunodeficientnimi mySmi. Po PDT dosSlo u vSech mysi
k vymizeni nddoru, dlouhodobého efektu vSak bylo vyraznéji dosazeno u mysi
imunokompetentnich — u druhé skupiny doslo €astéji k recidivé. Z tohoto je ziejmé, ze
v komplexni 1é¢bé nadorového onemocnéni hraje imunitni reakce vyznamnou roli

(Castano et al. 2005a, Dolmans et al. 2003).

V exponovaném misté dochazi pii PDT nasledkem oxida¢niho stresu a
poskozeni bunék velmi Gasto k vyvolani silné zanétlivé reakce. Ukolem bundk
imunitniho systému je hlavné odstranit poskozené bunky tkané a nastolit homeostazu.
Navic mlze ale dochdzet k navozeni dlouhodobé imunity proti danému nadoru

(Agostinis et al. 2011, Castano et al. 2005a).

Po poSkozeni a smrti nadorovych bun¢k funguji tyto jako stimuly pro zanétlivou
odpovéd’ organismu. Dochazi k vyplaveni mediator zanétu, jako jsou cytokiny, ristove
faktory, slozky komplementu a srazeci kaskady, enzymy a dalsi (Dolmans et al. 2003).
Nejvyznamnéjsi roli z nich hraji prozanétlivé cytokiny IL-1 a IL-6. Nasleduje kumulace
bunék imunitniho systému (zirné buniky, monocyty/makrofagy a pfedevs§im neutrofily),
dochéazi ke vzniku otoku a eliminaci poSkozenych a mrtvych bun€k nebo jejich ¢asti

(Agostinis et al. 2011).

Dlouhodoba kontrola nadoru muize byt zajiSt€éna pomoci bunck specifické
imunity — lymfocytl. Po akutni zanétlivé reakci exponuji antigen prezentujici buniky na
svém povrchu specifické peptidy z nddorovych bun€k a nasledné dochazi k aktivaci

T-lymfocytii. Ty mohou znicit buiiky stejného naddoru nejen v misté primarni léze, ale i
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ve vzdaleng¢jSich mistech a uplatnit se tak v [é€bé metastdz daného nadoru (Castano et
al. 2005a). Lyzat z nadorovych bunék vystavenych in vitro PDT by pak podle nékterych
studii mohl slouzit jako nadéjnéd vakcina vyvolavajici specifickou protinadorovou

imunitu (Dolmans et al. 2003, Agostinis et al. 2011).

Nutno podotknout, Ze ne vzdy je zanétliva reakce na PDT vitana. Ptikladem je
napt. PDT 1écba nadoru mozku, kde je rozsahly zanét a s nim souvisejici tvorba otoku

nezadouci (Agostinis et al. 2011).

2.7. FOTODYNAMICKA TERAPIE A BUNECNA SMRT

Bunééna smrt nastava tehdy, kdy buika ztraci schopnost zachovat nezbytné
zivotni funkce. V lidském organismu jejim prostfednictvim probihd pfirozené
odstraiiovani poSkozenych a nadbyte¢nych bunék k udrzeni homeostazy (Mfouo-Tynga

a Abrahamse, 2015).

Zpisobit smrt bun¢k nadorové tkané je hlavnim ucelem PDT. Zplisob bunécné
vlastnosti PS, jeho koncentrace a subcelularni lokalizace, koncentrace kysliku v cilové
tkani, vlnova délka a intenzita svétla (Robertson et al. 2009). V souvislosti s PDT jsou
uvadény predevsim tfi hlavni zplsoby bunécné smrti: apoptdza, nekrdza a autofagie
(Buytaert et al. 2007). To, jakym procesem bunika smrt podstoupi, zavisi obecné na
kvantité¢ vySe uvedenych parametrd. Mirné poSkozeni bunéénych komponent mize
vyvolat apoptotickou smrt, zatimco intenzivni oxidacni stres zabrani apoptoze a vyvola
nekrozu bunky. Podobné pak stejny PS mize zplsobit nekréozu ve tkani normélné

zasobené kyslikem, zatimco v hypoxické tkani vyvola apoptdzu (Benov 2015).

Typ vyvolané bunétné smrti mize mit vyrazny dopad na klinické vysledky
PDT. Rezimy PDT s nizkou intenzitou svétla, které vedou prednostné k apoptdze

bunék, vykazuji mensi vedlejsi ucinky a zlepsuji efektivitu 1é€by (Benov 2015).
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2.7.1. Apoptdza

Apoptdza je ziejm¢e neprostudovanéjsi a nejcastéji se vyskytujici typ bunécné
smrti. Je to aktivni a pfesn¢ regulovany proces zavisly na ATP. Morfologicky se
vyznacuje kondenzaci a St€épenim DNA na fragmenty, degradaci proteint, celkovym
smr§ténim  buiky a jejim rozpadem na apoptoticka téliska bez poruseni
cytoplazmatické membrany (Buytaert et al. 2007). Tyto ohrani¢ené vezikuly jsou poté
vychytany fagocytujicimi bunikami a nedochazi tak k rozvoji zédnétu ani posSkozeni

okolni zdravé tkané (Robertson et al. 2009).

Kli¢ovou roli v procesu apoptdzy maji enzymy nazyvané kaspasy. Je to skupina
cysteinovych proteinas se substratovou specifitou vici aspartatu. V buiice jsou pfitomny
ve formé neaktivnich zymogenti (Necas 2009). K jejich aktivaci dochazi bud’ ptenosem
apoptotického signalu na inicidtorovou kaspasu, nebo proteolytickym $tépenim jejich
proenzymi (prokaspas) kaspasou, kterd v signalni kaskddé ptedchdzi (efektorové
kaspasy). K aktivovani kaspasové kaskady dochazi dvéma cestami — vnéj$i a vnitini —

které se uvniti bunky sbihaji (Buytaert et al. 2007).

2.7.1.1. Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cestu aktivace kaspas zahajuje vazba ligandl (napt. TNF-a, FasL/CD95L
nebo TRAIL) na pfisluSné receptory na povrchu bunék, oznafované jako receptory
smrti. Reakce ligand-receptor vyvold v bunice vznik DISC signalniho komplexu, ktery
aktivuje prokaspasy 8 a 10. Ty poté proteolyticky Stépi a aktivuji efektorové kaspasy 3 a
7, vyvolavajici samotné morfologické zmény typické pro apoptdézu (Abrahamse 2011,

Buytaert et al. 2007).

2.7.1.2. Vnitini cesta apoptozy

Vnitini cesta aktivace apoptézy je zhlediska PDT mnohem zéasadnejsi
(Agostinis et al. 2011). Obecné k tomuto d€ji dochdzi vlivem mnoha podnéti uvnitf
buiiky, jako je poskozeni DNA, oxida¢ni stres, zvyeni hladiny Ca*" v cytosolu,
nahromadéni chybné sloZenych proteini v ER a mnoho dalSich. Hlavni roli hraji
mitochondrie, resp. mitochondridlni membrany. Sbihd se zde pilisobeni pro- a
antiapoptotickych signdli, které jsou zprostiedkované proteiny z rodiny Bcel-2 (Galluzzi

et al. 2012). Antiapoptotické proteiny této skupiny (napi. Bcl-2, Bcel-X;, Bel-w) jsou
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zakotveny ve vnéj$i membrané mitochondrii, ER a jadra; jejich ukolem je inhibovat
aktivitu proapoptotickych proteinii (Bax a Bak). Proapoptotické proteiny se déli do
dvou podskupin: multidoménové proteiny (napi. Bax, Bak) a proteiny obsahujici pouze
BH3 doménu (napft. Bid, Bad). Bax a Bak jsou po své aktivaci schopny vytvaret pory ve
vnéj$i mitochondridlni membrané. Proteiny druhé podskupiny pak zvySuji jejich ucinek

tim, ze inaktivuji anti-apoptotické Bcl-2 proteiny (Buytaert et al. 2007).

Pfi naruseni rovnovahy ve prospéch proapoptotickych Blc-2 proteinti dochdzi
k tzv. permeabilizaci vn¢j$i mitochondridlni membrany (MOMP). Dtsledkem MOMP
je ztrata mitochondrialniho transmembranového potencialu (AY,,), naruseni dychaciho

fetézce a uvolnéni apoptogennich proteinii do cytosolu (Galluzzi et al. 2012).

Mezi apoptogenni faktory uvolnéné z mitochondrii fadime proteiny cytochrom c
(CytC), apoptozu indukujici faktor (AIF), Smac/DIABLO (Agostinis et al. 2011),
Omi/HtrA2 a endonukleasu G (EndoG). CytC v cytosolu vytvati spolu s faktorem
Apaf-1 za pfitomnosti ATP ¢i dATP heptamerni komplex nazyvany apoptosom
(Buytaert et al. 2007). Tento komplex aktivuje kaspasu 9 a ta nasledn¢ efektorové
kaspasy 3 a 7 (Abrahamse 2011). Smac/DIABLO a HtrA2 funguji jako inhibitory
nékterych antiapoptotickych proteinti rodiny IAP (proteiny inhibujici apoptézu) a
napomahaji tak aktivaci kaspas. AIF a EndoG po uvolnéni do cytosolu relokalizuji do
jadra, kde zptsobuji rozsdhlou fragmentaci DNA nezavisle na kaspasové signalni

kaskadé¢ (Galluzzi et al. 2012).

Vnéj$i a vnitini cesta apoptdzy se sbiha nejen u efektorovych kaspas 3 a 7, ale
tyto cesty mohou byt propojeny 1 prostiednictvim kaspasy 8 (Abrahamse 2011). Tato
kaspasa, aktivovand vnéjsi cestou, zpusobuje v cytosolu Sté€peni proapoptotického
proteinu Bid. Jeho §tépny produkt (tBid) zplisobuje nasledné MOMP a uvolnéni CytC
z mitochondrii (Buytaert et al. 2007). Proto také bunka, ktera obdrzi vné&jsi signal
k aktivaci apoptdzy, muze vykazovat i znaky vnitini cesty apoptéozy jako MOMP a

tvorbu apoptosomu (Galluzzi et al. 2012).

2.7.1.3. Apoptoéza pri PDT

V zavislosti na umisténi PS v bunice pfi PDT dochézi k primérnimu poskozeni
vriznych  kompartmentech  buiikky  (Abrahamse 2011). PS lokalizované

v mitochondriich (napt. Pc4 a dalsi ftalocyaniny) poSkozuji pii fotoaktivaci
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antiapoptotické Bcl-2 proteiny véazané v mitochondridlni membrané; nasleduje rychlé
uvolnéni CytC a dalSich proteinti z mezimembranového prostoru a indukce apoptotické

smrti (Agostinis et al. 2004).

Nejen pii poSkozeni mitochondrii vSak muze dojit k MOMP a nésledné
apoptoze. PS lokalizované v lyzosomech mohou vyvolat permeabilizaci lyzosomalni
membrany, nasledné uvolnéni lyzosomdlnich enzymt a Stépeni cytosolického Bid
(Agostinis et al. 2011). Prikladem takového PS je talaporfin (Agostinis et al. 2004). Ptes
protein Bax pak dochazi k MOMP a aktivaci kaspas.

Pfi primarnim poskozeni ER dochézi k uvolnéni Ca*" a zvyseni jeho hladiny
v cytosolu. To miiZe vyvolat nasledny vstup Ca®" do mitochondrii a také aktivaci
cytosolické fosfolipasy A, s ndslednou syntézou volnych mastnych kyselin jako napft.
arachidonova kyselina (AA). ZvySend mitochondrialni hladina Ca**, oxida¢ni stres a

AA mohou spole¢né vést k vyvolani MOMP (Abrahamse 2011, Buytaert et al. 2007).

Oproti tomu PS lokalizované v cytoplazmatické membrané¢ maji tendence
vyvolat spiSe nekrozu kvili poruseni celistvosti membrany a rychlému vycerpani ATP.

Tento jev byl pozorovéan napt. u Photofrinu® (Agostinis et al. 2004).

2.7.2. Nekroza

Nekroza je typ bunécné smrti, ktera je charakterizovand vakuolizaci cytoplazmy,
zvétSenim objemu builky, naslednym rozpadem cytoplazmatické membrany a vylitim
bunééného obsahu do okolni tkdné. V daném misté pak dochdzi k rozvoji zanétlivé
reakce vlivem uvolnénych prozanétlivych molekul. Buniky prochéazejici nekrotickou
smrti jevi znamky morfologické zmény jadra, ale nejednd se o organizovanou
kondenzaci a fragmentaci DNA jako v ptfipad€ apoptoézy (Edinger a Thompson 2004,
Proskuryakov et al. 2002).

Nekroza byla dlouho povazovédna za pasivni a neorganizovany d¢j. Vyvolat ji
mohou podnéty jako napi. infekce, toxiny, ischemie nebo traumatické poskozeni
(Mfouo-Tynga a Abrahamse 2015). K jejimu rozvoji dochézi kvili rychlému vycerpani
ATP z bunky pod hladinu nutnou k pfeziti. Neddvno se vSak ukazalo, ze 1 nekr6za mize
byt regulovana signalnimi drahami, podobné jako v piipadé apoptozy (Buytaert et al.
2007).
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Regulovanou nekrézu miize za uritych podminek vyvolat napf. alkylacni
poskozeni DNA, excitotoxiny nebo vazba ligandii na receptory smrti. Pfi soucasné
inhibici kaspas, pfedevsim kaspasy 8 (genetickou upravou, farmakologicky), pak miize
dojit k regulované nekroze bunky (Galluzzi et al. 2012). Aktivovand kaspasa 8 za
normalnich okolnosti S§t€pi a inaktivuje s receptorem interagujici proteinkinasu 1
(RIP1), coz je jedna ze slozek vytvarejici DISC pii vnéjsi cesté aktivace apoptdzy.
V takovém ptipad¢ pak dochazi ke vzniku pronekrotického komplexu RIP1-RIP3 a

nasledné programované nekrotické smrti (Ouyang et al. 2012).

Jak jiz bylo zminéno, typ bunééné smrti zavisi na parametrech PDT. Piechodu
z apoptézy v nekrotickou smrt buniky lze dosahnout pfedev§im zvySenim koncentrace
PS nebo davky svétla. Dochazi pak k masivni tvorbé ROS, rychlému poklesu ATP a
zhrouceni metabolismu buiiky (Buytaert et al. 2007). Casto k tomuto d&ji dochazi u PS
lokalizovanych v cytoplazmatické membrané. Vysoké davky PDT také mohou
fotochemicky inaktivovat kaspasy nebo dalsi slozky apoptotické kaskady (Castano et al.
2005b). Inhibici kaspas dochéazi k posunu smérem k nekrotické smrti buniky (Buytaert et
al. 2007).

Zda je pii PDT vhodnégjsi apoptdza ¢i nekroticka smrt, neni dosud zcela jasné.
Soudi se, ze v nékterych ptipadech je vyhodnad nekroza s naslednou indukci zénétu
k vyvolani systémové imunity a lepSi kontroly nadoru. Na druhou stranu, PDT
vyvolavajici prednostné apoptdzu bez zanétlivé reakce a otoku je vhodné&jsi napt. pro
1é€bu mozkovych nadort (Abrahamse a Hamblin 2015). Pouziti PS vyvolavajicich
apoptézu pak muze byt také vyhodné&jsi z hlediska omezeni nezadoucich ucinkli a

zvyseni U€innosti terapie (Benov 2015).

2.7.3. Autofagie

Autofagie je katabolicky proces, pfi kterém dochazi k natrdveni a recyklaci
vlastnich bunéénych komponent (Buytaert et al. 2007). Pfedstavuje piedev§im obranny
mechanismus buiiky vystavené stresovym podminkdm (Galluzzi et al. 2012), jako napf.
oxidacni stres nebo nedostatek zivin, slouzici k zachovani Zivotnich funkci (Garg et al.
2015). V sav¢ich bunkdch dochazi dale prostfednictvim autofagie k odstraiiovani
posSkozenych organel, toxickych metaboliti ¢i intracelularnich patogenti. Kromé

cytoprotektivni funkce vSak mulzZe autofagie zpisobit i bunéénou smrt pfi natraveni
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zivotné dilezitych komponent buiiky. K autofagické smrti zfejmé dochéazi predevsim pti
chybéjici kaspasové signalizaci nebo v piipadé¢ inhibice kaspasové aktivity (Buytaert et
al. 2007). Pti PDT muze hrat autofagie vyznamnou roli pro vyvolani bunécné smrti,
predevsim u bunék rezistentnich k apoptéze (Mfouo-Tynga a Abrahamse 2015).
V ptipad¢ autofagie jako zptisobu bunééné smrti neni zcela jasné, zda dochazi k zaniku
bunky timto zplsobem zamérné a piimo, ¢i jde o selhdni pfi snaze zachovat

zivotaschopnost buiiky (Buyteart et al. 2007).

Morfologicky je pro autofagii charakteristické vytvoieni autofagosomu —
membranového utvaru, do kterého jsou pohlceny poskozené komponenty ¢i organely.
Nasledné dochazi ke spojeni s lyzosomy, degradaci pomoci lyzosomalnich hydroldz a
opétovnému vyuziti zbylych Casti rozlozenych komponent builkky (Mfouo-Tynga a

Abrahamse 2015).

Tvorbu autofagosomu kontroluji tzv. geny souvisejici s autofagii (Atg), které
byly objeveny u kvasinek a vétSina je zachovana i v sav€ich buiikéch. V bunce je
autofagie regulovana signalnimi drdhami zahrnujici fosfatidylinositol-3-kinasy (PI3K)

ttidy I a III, které autofagii inhibuji ¢i stimuluji (Buytaert et al. 2007).

Autofagie miZe mit vnadorovych bunkach podstupujicich PDT efekt
cytoprotektivni a slouZit jako mechanismus k udrZeni Zivotaschopnosti bunky po
oxidacnim poskozeni, ale miize vést i ke smrti buiiky (Agostinis et al. 2011). In vitro
studie ukazaly, Ze pti pouziti PS poSkozujicich mitochondrie a ER (napf. verteporfin)
doSlo u hepatomovych bunék s inaktivovanym Atg7 ke zvySeni cytotoxicity PDT;
naopak u PS lokalizovanych v lyzosomech (talaporfin, padeliporfin) téchto bunék se
cytotoxicita snizila (Garg et al. 2015). Na vyznam autofagie pii soucasné inhibici
apoptozy ukazala studie s hypericinem jako PS u buné¢k s inaktivovanou apoptotickou
cestou (absence Bax a Bak), kde pfesto dochazelo k bunécné smrti, vykazujici zndmky
autofagie. Pokud pak u buné€k postradajicich moznost apoptotické smrti dojde k inhibici
autofagie (napf. inhibitorem PI3K - wortmanninem), umrtnost bunék vyznamné klesa
(Buytaert et al. 2007). Role autofagie v bunééné smrti vyvolané PDT vSak zatim neni
zcela objasnéna (Reiners et al. 2010) a prozatimni vysledky vyzaduji dal$i testovani in
vivo k objasnéni vyznamu autofagie pro rezistenci ¢i naopak zvyseni citlivosti k PDT

(Garg et al. 2015).
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CILE PRACE

Stanoveni  fotodynamické aktivity u vybranych azaftalocyaninovych
fotosenzitizéri (P39-1Zn-Me, ZIP252Zn-Me, ZIP280Zn, ZIP288-OHZn) a
nékterych klinicky uzivanych latek (Photosens®, methylenova modf) na lidské

nadorové bunééné linii Hel a.

Stanoveni vlastni toxicity hodnocenych latek bez expozice svétlu (tzv. dark

toxicita).
Urceni subcelularni lokalizace vybranych PS v buiikéach.

Fotograficka dokumentace morfologickych zmén v builkkdch po aktivaci PS

pomoci konfokalniho mikroskopu.

Vytvotfeni €asového profilu ROS vznikajicich v buiikdch pred, béhem a po

ukonceni ozafovani.

Porovnani fotodynamické ucinnosti studovanych latek, srovnani novych PS se

zkoumanymi klinicky vyuZivanymi latkami.
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4.1.

4.1.1.

EXPERIMENTALNI CAST

VYBAVENI PRO PRACI S BUNECNOU LINIi

Pracovni pomucky pro manipulaci

automatické pipety, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)

8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 50-1200 pl (BioHit, Finsko)
sterilni $picky, plastové, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)

sterilni pipety, plastové, rizny objem (TPP, Svycarsko)

pipetovaci nastavce Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko) a SwiftPet+ (HTL, Polsko)
Pasteurovy pipety, sterilni (Brand, Némecko)

sterilni inkubaéni nadoby T75, plastové (TPP, Svycarsko)

96-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky, ploché dno (TPP, Svycarsko)

Petriho misky, sterilni, vhodné pro konfokalni mikroskopii (tloustka 140 pum;
WillCo Wells, Nizozemsko)

sterilni mikroskopické sklicka s kultivaénim nastavcem (Eppendorf, Némecko)
sterilni mikrozkumavky, rizny objem (Eppendorf, Némecko)

sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceské republika)

sterilni plastové vanic¢ky

podlozni a kryci sklicka (Thermo Fishr Scientific, Ceska republika)

Biirkerova komtrka (Brand, Némecko)

. Pracovni pristroje

bunécné inkubatory s termostatem a regulaci koncentrace CO; (Sanyo, Esco)
box s laminarnim proudénim Bio Air TopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)

vodni lazen (Memmert, Némecko)

epifluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse TS100 a Nikon Ti E (Nikon,
Japonsko)

450 W xenonova lampa Newport (Newport Corporation, USA)

deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)
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e c(tecka mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko)

e konfokalni laserovy rastrovaci mikroskop Nikon A1+ (Nikon, Japonsko)

4.1.3. Pouzité chemické latky a reagencie

e kultivatni médium DMEM (Lonza, Belgie)

e fetalni bovinni sérum, 10% (Lonza, Belgie)

e purf HEPES, 1M (Sigma, Némecko)

e roztok penicilin/streptomycin (Lonza, Belgie)

e roztok L-glutaminu (Lonza, Belgie)

e roztok trypsin/EDTA (Lonza, Belgie)

o fosfatovy pufr, tablety (Sigma, Némecko nebo MP Biocmedicals, USA)

e roztok peroxidu vodiku, 3% (Fluka, Sigma, Némecko)

e trypanova modrf, 0,4% (Sigma-Aldrich, USA)

e roztok neutrdlni ¢ervené, 3,3 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA)

e fixacni roztok pro neutrdlni Cerven — 1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu

e lyzacni roztok pro neutrdlni ¢erven — 1% roztok ledové kyseliny octové v 50%
etanolu

e dimethylsulfoxid (DMSO)

o fotosenzitizér P39-1Zn-Me (védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)

o fotosenzitizér ZIP2527Zn-Me (védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)

e fotosenzitizér ZIP280Zn (védecka skupina doc. Zim¢ika, FaF UK)

e fotosenzitizér ZIP288-OHZn (védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)

e fotosenzitizér Photosens” (dar od Prof. Eugeny A. Lukyanetse, Rusko)

o fotosenzitizér methylenovd modi (Sigma-Aldrich, USA)

e fluorescencni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)

e fluorescencni sonda MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes, USA)

e fluorescen¢ni sonda CellMask Green Plasma membrane Stain (Molecular
Probes, USA)

e fluorescen¢ni sonda LysoTracker Blue DND-22 (Molecular Probes, USA)

e fluorescen¢ni sonda MitoTracker Green FM (Molecular Probes, USA)
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e ADS pufr obsahujici vépnik (116 mM NaCl, 53 mM Kcl, 1,2mM
MgS0O47H,0, 1,13 mM NaH,PO4-2H,0, 20 mM HEPES, 1 mM CaCl,)

e paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

e bovinni sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, USA)

e Alexa Fluor 488 konjugét (Thermo Fisher Scientific)

e Alexa Fluor 555 phalloidin (Molecular Probes, USA)

e CM-H2DCFDA (Molecular Probes, USA)

4.2. PRACE S NADOROVOU BUNECNOU LINII HeLa

Bunécna linie HeLa byla prvni lidskou bunéénou linii kultivovanou in vitro.
Pochazi z bun¢k agresivniho lidského karcinomu délozniho ¢ipku odebranych roku
1951 pacientce Henriett¢ Lacks (proto nazev HeLa). Diky svym vyhodnym vlastnostem
jsou HeLa buiiky kultivovéany a ve velké mife vyuZzivany pro biomedicinsky vyzkum po
celém svété (Beskow 2016, Landry 2013). Nevyhodou prace s HeLa bunikami je vyskyt
gend pro lidsky papillomavirus 18 (HPV-18), ktery mlize vyvolat neoplastickou aktivitu
(Tatalick 2005). S tim souvisi bezpecnostni opatfeni pii praci s touto bunécnou linii.
HeLa bunécna linie byla pouzita pii vSech nésledujicich experimentech. Buniky pochazi

z Americké banky bunéénych linii (ATCC, USA).

4.2.1. Priprava média pro kultivaci bunék

K médiu DMEM bylo pfidano fetalni bovinni sérum (10 % objemu), HEPES
pufr (1 % objemu), roztok penicilin/streptomycin (1 % objemu) a roztok L-glutaminu
(2 % objemu). Smisenim téchto slozek ve sterilnim prostfedi lamindrniho boxu bylo

pfipraveno sterilni médium obsahujici sérum (SCM) pro kultivaci HeLa bunécné linie.

4.2.2. Kultivace

Kultivace HeLLa bunécné linie probihala v plastovych sterilnich inkubacnich

nadobéch s plochou 75 cm?® (T75) v bun&&éném inkubétoru pti 37°C, 5% atmosféie CO,
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a stalé vlhkosti. Jako médium pro kultivaci bylo pouzito pfipravené SCM. Manipulace

s buiikkami probihala ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu.

4.2.3. Pasazovani

Pasazovani je prenos bun¢k do nové kultivacni nadoby s Cerstvym médiem za
ucelem udrzeni jejich zivotnosti in vitro. Tento proces je nutno v pravidelnych

intervalech opakovat kviili vy€erpani zivného média.

HeLa buiky byly kultivovany v inkubacénich lahvich 3-4 dny, béhem nichz
dochazelo k 80-90% narastu na dné lahve (konfluence). Konfluence byla pted
pasdzovanim mikroskopicky zkontrolovana. Pfi pasdzovani bylo zlahve nejprve
odebrdno staré médium. Buniky na dné kultivatni nadoby byly dvakrit omyty
ptedehiatym pufrem (PBS) a byl k nim pfidan 1 ml roztoku trypsinu, aby se builky
odloucily ode dna lahve. Tento proces probihal po dobu 5 min v inkubatoru (37°C).
Oddé¢leni bun€k ode dna a vznik jejich suspenze byl zkontrolovan pod mikroskopem.
Poté bylo do lahve pfidano 9 ml SCM a cely obsah byl nékolikrat nasat pipetou a
vypustén proti dnu lahve, aby byla zajisténa dikladna resuspendace bunék a rozbiti

bunécnych shlukd.

Pomérnd Cast pripravené suspenze byla pfenesena do nové kultivacni lahve
s 15 ml cerstvého SCM, obé¢ slozky byly promichany a suspenze rozprostiena po dné
nadoby. Do dalsi pasdze byly builkky uchovavany za vySe uvedenych standardnich
podminek v bunééném inkubatoru. Cast bunéené suspenze, ktera nebyla pouzita pii

pasazovani, byla nasledné vyuzita na experimenty.

Pas4dZovani probihalo ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu, pouZzité roztoky

byly predehfany ve vodni lazni na 37°C.

4.2.4. Stanoveni poctu zivotaschopnvch bunék

Stanoveni  probihalo mikroskopicky s vyuzitim Biirkerovy komirky.
V mikrozkumavce bylo smichano 100 pl 0,4% roztoku trypanové modii se stejnym
objemem suspenze HelLa bunék. Trypanova modf obarvi pouze mrtvé buiiky, zatimco
zivé zastanou bezbarvé (jsou schopny barvivo aktivné vyloucit). Na kazdou stranu

Biirkerovy komiirky bylo naneseno 10 pl pfipravené suspenze s barvivem a Zivé buiiky
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spocitany pod mikroskopem. Z jejich zjisténého mnozstvi byl néasledné uren pocet

bun¢k v 1 ml suspenze.

4.2.5. Nasazovani bunék

Pro cytotoxicitni experimenty byly HelLa buiikky nasazovany na 96-jamkové
mikrotitracni desticky v koncentraci 75 000 bunék/ml. Suspenze pro nasazovani byla
pfipravena piidanim pfedehiatého SCM k vypoctenému mnozstvi bunééné suspenze.
Pfipravend suspenze pro nasazovani byla poté pipetovana na mikrotitracni desticku
multikanalovou pipetou v objemu 100 pl do kazdé jamky. Takto nasazena desticka se

pted experimenty nechala 24 h inkubovat.

Pro fotografickou dokumentaci se buné¢nd linie nasazovala na sterilni Petriho
misky vhodné pro konfokalni mikroskopii (priimér 3 cm). Obdobnym zptisobem jako u
mikrotitracni desticky se piipravila bunécna suspenze o koncentraci 50 000 bun¢k/ml a

na Petriho misku byla pipetovana v objemu 2 ml.

4.3. STUDOVANE FOTOSENZITIZERY

Studované latky ptedstavuji chemicky rGznorodou skupinu. VéEtSinu tvofi
tetrapyridoporfyrazinové (TPyPz) derivaty a latky od nich odvozené. TPyPz jsou
aza-analogy ftalocyanind, kde jsou vSechna benzenova jadra nahrazena pyridinovymi.
Ze studovanych latek maji strukturu TPyPz dvé - ZIP252Zn-Me a ZIP280Zn.
Fotosenzitizér P39-1Zn-Me ma strukturu PC, kde je vSak jen jedno benzenové jadro
nahrazeno pyridinovym. U fotosenzitizéru ZIP288-OHZn jsou pyridinovd jadra
nahrazena pyrazinovymi, jedna se tedy o tetrapyrazinoporfyrazin (TPyzPz). Klinicky
pouzivany Photosens® mé strukturu PC, methylenova modf ma potom strukturu zcela
odliSnou (neni odvozena od porfyrinu) — je to derivat fenothiazinu. VSechny struktury

studovanych PS jsou uvedeny na Obr. 14.

Nové studované PS obsahuji ve svém stfedu zine¢naty iont. Na centralni
strukturu maji tyto PS navdzané rizné substituenty, Casto ptes heteroatomy S nebo O.

Fotosenzitizéry P39-1Zn-Me a ZIP252Zn-Me maji kationicky charakter.
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Zasobni roztoky studovanych fotosenzitizéru:

e fotosenzitizér P39-1Zn-Me (v DMSO) = 10 mM

e fotosenzitizér ZIP252Zn-Me (v SCM) = 1 mM

e fotosenzitizér ZIP280Zn (v DMSO) = 10 mM

e fotosenzitizér ZIP288-OHZn (v DMSO) = 10 mM
e fotosenzitizér Photosens” (v SCM) = 2,5 mM

e fotosenzitizér methylenova modf (v SCM) =1 mM

Prvni Ctyii uvedené fotosenzitizéry byly syntetizovany védeckou skupinou doc.
Zimc¢ika na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly léCiv Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové. Fotosenzitizér Photosens™ byl ziskan jako dar od Prof. Eugeny A.
Lukyanetse (Rusko), fotosenzitizér methylenova modrt byl zakoupen od Sigma-Aldrich

(USA).

4.4. CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

Cytotoxicitni experimenty probihaly na 96-jamkové mikrotitraéni desticce, na
kterou byly nasazeny HeLa buniky v koncentraci 75 000 bun¢k/ml zptisobem uvedenym
vyse (4.2.5). Buiiky se pfed experimenty nechaly 24 h inkubovat. Po tomto Casovém
intervalu byly k bunkdm pfidany zkoumané fotosenzitizéry v riznych koncentracich.
Cast bungk byla ponechana jako pozitivni a negativni kontrola. U bunék pozitivni
kontroly doslo pouze k vymé&né média. Negativni kontrolu tvofily buniky usmrcené 5 pl

HzOz.

Zasobni roztoky studovanych latek byly nafedény rozehiatym SCM na roztoky
poZzadované koncentrace ve sterilnich mikrozkumavkach. U testovanych bunék bylo
odstranéno médium a nahrazeno stejnym objemem (100 pl) roztoku fotosenzitizéru.
Prace probihala ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu a ve tm¢, aby se zabranilo
pred¢asné a nezadouci aktivaci fotosenzitizér svétlem. Nasledné probihalo hodnoceni
toxicity daného PS po aktivaci svétlem (fototoxicita), nebo stanoveni toxicity

samotného PS bez ozéfeni (dark toxicita).
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4.4.1. Hodnoceni fototoxicity

Fototoxicita byla stanovovana po naiedéni zasobnich roztoki PS predehiatym

SCM v nasledujicim rozmezi koncentraci:

e P39-1Zn-Me: 0,01 — 1 uM

e ZIP2527n-Me: 0,02 — 2 uM

e ZIP280Zn: 0,1 — 10 uM

e ZIP288-OHZn: 0,01 — 50 uM

e Photosens®™: 0,5 — 10 uM

e Methylenova modi: 0,1 — 100 uM

Na mikrotitraéni desticce bylo z vybranych jamek odstranéno staré¢ médium a
bylo nahrazeno roztokem PS — kazdd jednotlivd koncentrace studované latky byla
pipetovana alespon do tfi jamek, pipetovano bylo 100 pl roztoku do kazdé jamky.
Nasledovala 12 h inkubace v inkubatoru. Po tomto intervalu bylo u vSech bunék
vyménéno médium za Cerstvé (buiky s PS 1 bunky kontrol). Nasledovalo ozareni bun¢k
cervenou casti viditelného spektra pomoci 450 W xenonové vybojky (A> 570 nm,
12,4mW'cm’2, 11,2] 'cm'z), trvajici 15 min. Desti¢ka byla poté uloZena do inkubdtoru a

po 24 h byla hodnocena Zivotaschopnost bunék.

4.4.2. Hodnoceni dark toxicity

Vlastni toxicita fotosenzitizéru, tedy toxicita bez aktivace svétlem (tzv. ,,dark
toxicita®), byla u ndmi studovanych latek stanovena po natfedéni na nésledujci rozmezi

finalnich koncentraci:

e ZIP2527Zn-Me: 5 — 500 uM

e ZIP280Zn: 5 —200 uM

e Photosens™: 10 —1000 pM

e Methylenova modi: 1 — 1000 uM

NanaSené koncentrace PS byly ve vétSing piipadd né€kolikandsobné vyssi nez u
fototoxicitnich experimenti. Latky byly na buiiky nandSeny stejné jako pti hodnoceni
fototoxicity a po 24 h inkubace bez pfitomnosti svétla se hodnotila jejich

zivotaschopnost. U latek P39-1Zn-Me a ZIP288-OHZn nebyla toxicita bez ozafeni
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stanovena, z4dnd z nich nevykazovala vlastni toxicitu ani po piekroceni limitu

rozpustnosti.

4.4.3. Vvhodnoceni experimentu - stanoveni zivotaschopnosti bunék

K vyhodnoceni Zzivotaschopnosti bun¢k po cytotoxicitnich experimentech

(fototoxicita a dark toxicita) byl pouzit test na vychytavani neutralni ¢ervene.

Neutralni Cervenn (NR) je ve vod¢ rozpustné fenazinové barvivo, které miize
snadno prostupovat bunéénymi membranami. Zivé buiiky jsou schopny NR aktivné
vychytavat a ukladaji ji do lyzosomt.. Tam dochazi diky nizkému pH k protonizaci
aminoskupin barviva a jeho zadrzeni (kvili naboji nemize NR difundovat zpét ptes
membranu). U mrtvych bun€k s poskozenymi membranami k zadrZzeni barviva
nedochézi. Mnozstvi zadrzené NR je tedy imérné poctu zivotaschopnych bunék, jedna

se o kvantitativni stanoveni (Singh et al. 2008, Repetto et al. 2008).

Roztok NR o koncentraci 80 pul/ml (pfipraveny ze zasobniho roztoku NR
nafedénim predehfatym SCM) byl v objemu 100 pl pfidan k buitkdm po ukonceni
inkubace se studovanymi PS. Kone¢néd koncentrace barviva byla tedy 40 pg/ml. Takto
se desticka s buiikami nechala inkubovat 3 h. Nasledné¢ bylo z bunék odstranéno
médium a do kazdé jamky napipetovano 100 pl fixacniho roztoku. Roztok se nechal
pusobit 15 min pfi laboratorni teploté, béhem této doby doslo k fixaci bun¢k na dno
jamek mikrotitracni desticky. Po fixaci byl fixaéni roztok odstranén a buiiky dvakrat
oplachnuty 100 pl pufru PBS. Nésledné se provedla lyzace bun&k pisobenim 100 pl

lyzac¢niho roztoku. Buniky byly lyzovany na deskové tfepacce po dobu 30 min.

Vyhodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k probihalo spektrofotometricky na ctecce
mikrotitra¢nich desti¢ek. Spocivalo v méteni absorbance pro jednotlivé jamky desticky
pfi vinové délce 540 nm. Vysledek byl vyjaddien jako procentudlni Zivotaschopnost
bun¢k vztazend k pozitivni kontrole. Pomoci testu na vychytavani NR byla hodnocena

fototoxicita 1 dark toxicita studovanych latek.

Vysledky hodnoceni cytotoxicity jednotlivych latek byly dale zpracovany
v programu Microsoft Office Excel 2007. Grafy byly vytvotfeny v programu GraphPad
Prism (verze 6.04), ve kterém byly také urceny ECsy a TCsp a vytvofena statisticka

analyza. Ziskand data byla zpracovana jednofaktorovou analyzou rozptylu
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s Bonferroniho post hoc metodou vicenasobného porovnavani. Namétené vysledky byly
porovnany s kontrolami a priméry méteni byly pokladany za statisticky dilezité, pokud
*p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001. VSechny cytotoxicitni experimenty byly provadény
opakovan¢ - hodnoceni fototoxicity minimalné v poctu péti opakovani a hodnoceni

vlastni toxicity latek tiikrat.

4.5. FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Cilem fotografické dokumentace bylo urceni subcelularni lokalizace vybranych
PS po jejich akumulaci uvniti bunék. Subcelularni lokalizace byla stanovovana u vSech
studovanych nové syntetizovanych PS. Dale byly pozorovany a zdokumentovany
morfologické zmény, které v buiikach probihaly po aktivaci PS. V naSem ptipadé byly
mikrofotografie téchto zmén potizeny pouze s latkou P39-1Zn-Me, kterd se v pribchu
cytotoxicitnich experimentd jevila jako nejzajimmaveéjsi a vykazovala nejvhodnéjsi

vlastnosti.

HeLa bunky byly nasazeny na sterilni Petriho misky vhodné pro konfokalni
mikroskopii v koncentraci 50 000 bunék/ml postupem popsanym vyse (4.2.5), ptipadné
na sterilni mikroskopicka sklicka s kultivatnim néstavcem. Po 24 h inkubace byl

k bunikdm ptidén vybrany PS a inkubace probihala dalSich 12 h.

4.5.1. Subcelularni lokalizace

Pfi ur¢ovani subcelularni lokalizace byl vybrany PS pipetovany k buiikdm
v koncentraci 10 uM, resp. 1 uM pro P39-1Zn-Me (limit rozpustnosti v kultivacnim
médiu). U latky ZIP288Zn-OH byl pfi pouziti koncentrace 10 uM také prekrocen limit
rozpustnosti, to ale bylo nutné pro ziskani signalu PS uvnitt bunék. Po 12 h inkubace
byly buniky oplachnuty a byly k nim ptidany fluorescencni sondy MitoTracker Green
FM a LysoTracker Blue DND-22 (ob¢ 2 uM) v €erstvém médiu a buniky se ponechaly
15 min inkubovat. Nasledné byly dvakrat omyty ptedehtatym ADS pufrem obsahujicim
vapnik, bylo pfidano cerstvé bezsérové kultivaéni médium a poté byly pofizeny

mikrofotografie.
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4.5.2. Morfologické zmény na zivych buikach

Pti fotografickém hodnoceni morfologickych zmén byly buiiky opét nasazeny
vySe uvedenym zplisobem na Petiho misky vhodné pro konfokalni mikroskopii.
P39-1Zn-Me byl k buiikdm piidan v koncentraci odpovidajici ECys (0,03 uM) a ECgs
(0,18 uM). Burky, u kterych bylo jen vyménéno médium, byly pouzity jako kontrolni.
Po 12 h inkubace s PS bylo buitkdm vyménéno médium za Cerstvé a nasledné byly
15 min ozafovany. Za 24 h byly k bunkdm pfidany fluorescencni sondy: 2 pg/ml
Hoechst 33342, 0,5 uM MitoTracker Red CMXRos a 0,5x koncentrovany CellMask
Green Plasma membrane Stain a ponechaly se 10 min inkubovat. Opét nésledovalo
dvojnasobné omyti bun¢k ADS pufrem obsahujicim vapnik a poté byly konfokalnim
laserovym rastrovacim mikroskopem potizeny fotografie, vzdy v péti konfokalnich

fezech v celé tloust'ce preparatu.

4.5.3. Morfologické zmény na fixovanvch bunkach

Pro tento ucel byly buiiky nasazeny, kultivovany a ozafovany jako v pfedchozim
postupu, misto Petiho misek byla pouzita sterilni mikroskopickd sklicka s kultivacnim
nastavcem. 24 h po ozateni byly buiky fixovany predehtatym 4% paraformaldehydem
v SCM po dobu 15 min pti 37 °C. Poté byly 3x oplachnuty dPBS (5 min) a 15 min
permeabilizovany 0,5% Triton X-100 v dPBS pfi pokojové teploté. Nasledovalo opét 3x
oplachnuti dPBS (5 min) a poté¢ 60 min blokovéani bun¢k 3% BSA v dPBS pfi pokojové
teploté. Dale byly buitky 60 min barveny 2,5 pg/ml konjugatem Alexa Fluor 488 a po
trojndsobném omyti bunék dPBS byl na dalSich 30 min pfidan 5 U/ml Alexa Fluor 555
phalloidin. Bunky byly omyty a dale znaceny 4 nM Hoechst 33342 v dPBS po dobu
15 min. Po dal§im omyti byly z bun¢k odstranény ionty omytim MQ-vodou (5 min) a
poté ponechany uschnout a namontovany. Montovaci médium se nechalo pfes noc
tuhnout a poté byly preparaty zapecetény ¢irym lakem. Vzdy sedm konfokalnich tfezii

bylo pouzito pro zachyceni celé tloust’ky preparatu.
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4.6. TVORBA ROS

Ke kvantitativnimu stanoveni ROS vznikajicich v bunikach slouzi napft. tzv. DCF
analyza. Je zalozena na méfeni fluorescence, ke které¢ dochazi po reakci ¢inidla s ROS
v zivych bunkach. Jako fluorescencni Cinidlo jsme pouzili chlormethylovy derivat
2’,7’-dichlordihydrofluorescein-diacetatu = (CM-H,DCF-DA), ktery muze volné
prostupovat do bunck. V nich dochdzi vlivem esteras k odStépeni acetatli a vzniku
aniontu H,DCF, kterému iontovy charakter jiz prostup membranami neumoziuje. Tato
forma vykazuje pouze slabou fluorescenci, pokud ale dojde k jeji oxidaci na DCF

vlivem ROS, fluorescence prudce stoupa (Wang a Roper, 2014).

Nasim cilem bylo stanovit ¢asovy profil vzniku ROS v buiikdch pted, béhem a
po ozafovani. ROS byly v bunikdch vytvareny na zaklad¢ fotoreakce vybraného PS, se
kterym byly buiiky inkubovany. Analyza byla opét provadéna s P39-1Zn-Me, ktery pii

cytotoxicitnich experimentech vykazoval nejlepsi vysledky.

HeLa buiky byly nasazeny na mikrotitratni desticku v koncentraci
75 000 bun¢k/ml, po 24 h k nim byl ptidan P39-1Zn-Me v konentraci odpovidajici ECgs
(0,18 uM) a bunky se nechaly 12 h inkubovat. Poté byl na desticku pfidan roztok
CM-H,DCF-DA v bezsérovém médiu o finalni koncentraci 2,5 uM a nechal se 30 min
inkubovat. Nasledn¢ byla méfena fluorescence (Aex = 485 nm a Ay = 525 nm)
v ¢asovych intervalech 3 min. Nejprve se méfilo 6, 3 a 0 min pied ozafenim; poté byly
buniky ozafeny cervenou casti viditelného spektra po dobu 3 min a zméfena
fluorescence a toto méfeni probihalo opakované (5x). Po ukonceni ozatovéani byla
méfena fluorescence opéct v intervalu 3 min, tedy 3, 6, 9, 12 a 15 min po ukonceni
ozafovani. Kromé ozatfovani probihal cely experiment ve tmé a bunky byly

v intervalech bez ozéafeni uloZeny v inkubatoru.

Vysledky méteni byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2007,
graf zavislosti fluorescence na mnozstvi vznikajicich ROS byl vytvofen v programu

GraphPad Prism.
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5. VYSLEDKY

5.1. CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

Pfi hodnoceni fototoxicity uvedenych fotosenzitizéri byla z naméfenych
vysledki stanovena stfedni efektivni koncentrace ECsp, tedy takova koncentrace PS, u
které doslo po fotoaktivaci ke snizeni zivotaschopnosti HeLLa bunék o 50 % v porovnani
s kontrolou. U stanoveni dark toxicity byla ze ziskanych dat vyjadiena stfedni toxicka
koncentrace TCsy. Ta udéva koncentraci PS, u které dojde u bunc¢k ke snizeni

zivotaschopnosti 0 50 % bez pfedchozi fotoaktivace ve srovnéni s kontrolou.

Ze ziskanych hodnot ECsy a TCsy byl néasledné urcen pomér TCso/ECsy. Cim
vy$§i je tato hodnota, tim vétsi je vzdalenost efektivni a toxické koncentrace PS a tim

vyhodnéjsi vlastnosti pro praktické pouziti ma dany fotosenzitizér.
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5.1.1. Fotosenzitizér P39-1Zn-Me

5.1.1.1. Fototoxicita

Fototoxitita tohoto PS byla hodnocena v rozmezi koncentraci 0,01 — 1 uM. Ze
ziskanych vysledkti byla stanovena hodnota ECso=0,10+ 0,024 uM. Zavislost
mnozstvi zivotaschopnosti bun€k (vyjadiené jako % kontroly) na koncentraci

hodnoceného PS je vyjadiena nasledujicim grafem (Obr. 15).
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Obr. 15 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci P39-1Zn-Me
aktivovaného svétlem. Hodnoceno 24 h po ozareni. Pocek opakovani n=6, *p<0,05,

*p<0,01 a ***p<0,001.

5.1.1.2. Dark toxicita

Toxicita samotného PS bez ptedchozi aktivace svétlem nebyla stanovena. Limit
rozpustnosti P39-1Zn-Me v médiu byl cca 1 uM, nad touto koncentraci jiz dochéazelo
k precipitaci latky z roztoku. Latka az do limitu rozpustnosti nevykézala Zadnou vlastni

toxicitu. Proto nemohla byt TCsy experimentalné stanovena.
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5.1.2. Fotosenzitizér ZIP2527n-Me

5.1.2.1. Fototoxicita

Fototoxicita této latky byla hodnocena v rozsahu koncentraci 0,02 —2 uM.
Stiedni efektivni koncentrace byla stanovena na ECso = 0,27 £ 0,081 uM. Vysledky jsou

znazornény v nasledujicim grafu (Obr. 16).
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Obr. 16 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci ZIP252Zn-Me
aktivovaného svétlem. Hodnoceno 24 h po ozareni. Pocek opakovani n=5, *p<0,05,

*p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.2.2. Dark toxicita

Dark toxicita fotosenzitizéru ZIP252Zn-Me byla hodnocena v rozmezi
koncentraci  5-500 uM.  Znaméfenych  hodnot  byla uréena  hodnota

TCsp=90,1 £ 15,3 uM a sestrojen nasledujici graf (Obr. 17).
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Obr. 17 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci ZIP252Zn-Me

bez aktivace svetlem. Pocek opakovani n=3, *p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.3. Fotosenzitizér ZIP280Zn

5.1.3.1. Fototoxicita

Utinnost tohoto PS byla hodnocena v rozmezi koncentraci 0,1 — 10 pM. Stéedni
efektivni koncentrace byla stanovena na ECsy=0,96 + 0,082 uM. Naméfené hodnoty

jsou zpracovany v nasledujicim grafu (Obr. 18).
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Obr. 18 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci ZIP280Zn
aktivovaného svétlem. Hodnoceno 24 h po ozareni. Pocek opakovani n=7, *p<0,05,

*p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.3.2. Dark toxicita

Dark toxicita studovaného fotosenzitizéru ZIP280Zn byla hodnocena v rozmezi
koncentraci 5 — 200 uM. Hodnota stiedni toxické koncentrace této latky byla stanovena

na TCso = 123,7 + 50,3 uM, jak ukazuje nasledujici graf (Obr. 19).
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Obr. 19 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci ZIP280Zn bez
aktivace svétlem. Pocek opakovani n=3, *p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.4. Fotosenzitizér Photosens®

5.1.4.1. Fototoxicita

Fotosenzitizér Photosens® je klinicky vyuZivanou latkou. V nagich
experimentech byla jeho aktivita méfena v rozmezi koncentraci 0,5 — 10 uM. Ze
ziskanych vysledki byla stanovena hodnota ECsy = 1,98 + 0,12 uM. Naméfené hodnoty

jsou zpracovany v nasledujicim grafu (Obr. 20).
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Obr. 20 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci Photosensu®
aktivovaného svétlem. Hodnoceno 24 h po ozareni. Pocek opakovani n=35, *p<0,05,

*p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.4.2. Dark toxicita

Dark toxicita tohoto PS byla hodnocena v rozmezi koncentraci 10 — 1000 pM.
Zjisténa stiedni toxicka koncentrace odpovida TCsy=145,1 = 14,8 uM, jak ukazuje
nasledujici graf (Obr. 21).
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Obr. 21 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci Photosensu®

bez aktivace svéetlem. Pocek opakovani n=3, *p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.5. Fotosenzitizér methylenova modr

5.1.5.1. Fototoxicita

Fototoxicka aktivita tohoto klinicky schvaleného PS byla hodnocena v rozmezi

koncentraci 0,1 — 100 uM. Z namétenych vysledkii byla nasledn¢ ziskdna hodnota

ECso=7,72 £ 0,23 uM a nasledujici graf (Obr. 22).
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Obr. 22 Graf zavislosti zZivotaschopnosti bunék na stoupajici koncentraci methylenové
modri aktivované svétlem. Hodnoceno 24 h po ozareni. Pocek opakovani n=>5, *p<0,05,

*p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.5.2. Dark toxicita

Dark toxicita methylenové modii byla hodnocena v rozmezi koncentraci 1 —
1000 uM a byla stanovena TCso=21,60+ 1,02 uM. Naméfené hodnoty jsou

znazornény v nasledujicim grafu (Obr. 23).
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Obr. 23 Graf zavislosti Zivotaschopnych bunék na stoupajici koncentraci methylenové

modri bez aktivace svétlem. Pocek opakovani n=3, *p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001.
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5.1.6. Fotosenzitizér ZIP288-OHZn

Derivat tetrapyrazinoporfyrazinu, fotosenzitizér ZIP288-OHZn, nevykazoval
oproti kontrole signifikantni fototoxicky ani vlastni toxicky efekt na HeLa bunky, a to
ani pfi pouziti vySSich koncentraci (1 - 100 uM). Tato latka vSak vykazovala nad
koncentraci 10 uM znacnou miru precipitace z ditvodu piekroceni limitu rozpustnosti

v kultivaénim médiu. Hodnoty ECsy, TCso a pomér ECs¢/TCs proto nebyly stanoveny.

5.1.7. Porovnani cytotoxicitnich vysledku stanovovanvch fotosenzitizéru

Ze ziskanych hodnot ECsy a TCso byl vypoc€itdn pomér TCso/ECsg pro jednotlivé
PS. Tyto hodnoty jsou u studovanych latek shrnuty v Tab. 1. Nejsou uvedeny hodnoty
pro PS ZIP288-OHZn, které nebyly stanoveny.

Tab. 1 Shrnuti ziskanych hodnot ECsy, TCsg a TCsy/ECsy jednotlivych fotosenzitizérii.

fotosenzitizér ECsg TCsg TCs5¢/ECsg
P39-1Zn-Me 0,10+ 0,024 uM >1uM > 10
Z1P2527n-Me 0,27 £ 0,081 uM 90,1 £ 15,3 uM 334
Z1P280Zn 0,96 = 0,082 uM 123,7 £50,3 uM 129
Photosens® 1,98 +£0,12 uM 145,1 + 14,8 uM 73
methylenova modf 7,72 £ 0,23 uM 21,60 + 1,02 uM 3

Z uvedenych vysledkl vyplyva, ze nejlepsi aktivitu a zaroven nizkou toxicitu
vykazuji latky P39-1Zn-Me a ZIP252Zn-Me. U latky P39-1Zn-Me nebylo moZné urcit
hodnotu TCs¢/ECsg. V aplikovatelnych davkach, tedy pod limitem rozpustnosti
(koncentrace v médiu < 1uM) ovSem nevykazoval tento PS Zadnou vlastni toxicitu. Ze
studovanych latek se proto jevi jako nejucinnéjsi a nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty.
Druhd zminéna latka dosahuje relativné vysoké hodnoty TCso/ECsy, proto by také
mohla byt pouzita pti PDT. Dalsi studované latky uz dosahovaly nizSich hodnot
TCso/ECso (ZIP280Zn), nebo nevykazovaly zadny signifikatni u¢inek (ZIP288-OHZn).

Klinicky pouZivané latky Photosens® a methylenova modi dosahovaly oproti
yp Y y y op

nove hodnocenym PS (kromé ZIP288-OHZn) vyrazng niz§ich hodnot TCso/ECsy.

70




5.2. FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Fotografickd dokumentace byla pro tuto praci provedena u studovanych
azaftalocyaninovych PS. U vsSech byla zkoumdna a zdokumentovéna subcelularni
lokalizace. Pro vyobrazeni morfologickych zmén byl pouzit pouze P39-1Zn-Me, ktery
pii cytotoxicitnich experimentech dosahoval nejlepSich vysledki. Kromé buné¢k
obsahujicich tuto latku byly pouzity i bunky kontroly, které byly inkubovany bez
ptfidaného PS.

5.2.1. Subcelularni lokalizace

Pro zjiSténi, v kterych bunécnych kompartmentech se studované PS kumuluji,
byla provedena fotodokumentace HeLa bunck inkubovanych s jednotlivymivymi PS.
Bunky byly pfedem znaCeny fluorescen¢nimi sondami MitoTracker Green FM a
LysoTracker Blue DND-22, které umozinuji barevné znaCeni bunécnych struktur —
mitochondrii (zelen€), resp. lyzosomli (modie). Takto znacené bunky byly
fotografovany na fluorescenénim mikroskopu za pouziti vhodnych filtrit (Cy5, DAPI a

FITC).

Vsechny studované PS se nachazely piedev§im v lyzosomech, jak je patrno
z Obr. 24 - Obr. 27: Cervena fluorescence zna¢i samotny PS, modie zbarvené jsou
lyzosomy. Piekryv téchto signalu je dobfe patrny u vSech studovanych latek. Zelenou
fluorescenci vykazuji mitochondrie. Z fotografii l1ze tedy ur€it, Ze primarnim cilem

vSech hodnocenych PS v bunice jsou lyzosomy.
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Obr. 24 Subcelularni lokalizace P39-1Zn-Me. A — fluorescence PS; B — lyzosomy; C —

mitochondrie; D — prekryv fluorescencnich kanalii znazornujici lokalizaci PS

v lyzosomech. Méritko odpovida 50 um.

72



Obr. 25 Subceluldrni lokalizace ZIP2527Zn-Me. A — fluorescence PS; B — lyzosomy; C —

mitochondrie; D — prekryv  fluorescencnich kanalti znazornujici lokalizaci PS

v lyzosomech. Méritko odpovida 50 um.
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Obr. 26 Subcelularni lokalizace ZIP280Zn. A — fluorescence PS; B — lyzosomy; C—

mitochondrie; D — prekryv  fluorescencnich kanalti znazornujici lokalizaci PS

v lyzosomech. Méritko odpovida 50 um.
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Obr. 27 Subcelularni lokalizace ZIP288-OHZn. A — fluorescence PS; B — lyzosomy; C —

mitochondrie; D — prekryv fluorescencnich kanalii znazornujici lokalizaci PS
v lyzosomech. Na snimcich A a D je patrny signal latky mimo bunky. Ta je zpiisobena

prekrocenim limitu rozpustnosti a precipitaci PS v médiu. Meritko odpovida 50 um.
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5.2.2. Morfologické zmény

Morfologické zmény byly pozorovany po fotoaktivaci P39-1Zn-Me. Byly
pouzity koncentrace odpovidajici ECys (0,03 uM) a ECgs (0,0,18 uM) a dale byly
sledovany buiiky kontroly bez pfidaného PS. Bunky byly znafeny sondami Hoechst
33342 (jadra, modie), MitoTracker Red CMXRos (mitochondrie, ¢erveng), CellMask
Green Plasma membrane Stain (cytoplazmatické membrany, zelen€), Alexa Fluor 555
phalloidin (aktinovy cytoskelet, ¢erven¢) a Alexa Fluor 488 konjugat (tubulinovy

cytoskelet, zelen¢).

U bun¢k kontroly (Obr. 28 a Obr. 31) pozorujeme normalni morfologii beze
zmén — protahly tvar builky, vietenovité nebo vldknit¢ mitochondrie, jadro bez
strukturalnich zmén chromatinu, vlaknitou strukturu aktinu se stresovymi vldkny a
sitovitou strukturu tubulinu. U nékterych bunck je mozné pozorovat bunééné déleni
s charakteristickymi zménami tvaru bunky a jadra (kulovity tvar buiky, zhusténi

jaderného chromatinu) a uspofadani tubulinu za tvorby dé¢liciho vieténka.

Na bunkéch vystavenych koncentraci PS odpovidajici EC;s (Obr. 29 a Obr. 32)
nejsou jesté patrné vyrazné morfologické zmény. Stale Ize pozorovat normalni tvar
bunécnych struktur i délici se buniky. Na nékterych buikéch lze ale nalézt zmény -
kondenzaci jaderného chromatinu, kterd mize naznafovat programovanou bunécnou

smrt. Pozorovatelna je u nékterych bunck i1 reorganizace aktinu na periferii bunky.

Mnohem vyraznéj§i zmény v morfologii bun€k jsou patrné pii pouzZiti PS
v koncentraci odpovidajici ECgs (Obr. 30 a Obr. 33). VétSina bun¢k vykazuje rozsahlé
poskozeni membran s tvorbou membranovych blebli. U mitochondrii doslo ke zméné
tvaru z vietenovit¢tho na kulovity. U silné poSkozenych bunék neni vidét
mitochondridlni morfologie a signdl mitochondridlni sondy je difuzni v celé
cytoplazmé. Buné¢na jadra jsou smrsténd, chromatin kondenzovany, u nékterych bunék
je patrny rozpad jadra, ktery miize naznaCovat apoptozu. Pozorovatelnd je 1 zména
uspotfadani cytoskeletu — u aktinu je viditelné shlukovani vlaken na periferii buiiky a
zména vlaknité struktury, zmény na tubulinu se v nekterych buiikdch projevily také
reorganizaci na periferii, pfipadné nahusténim mikrotubulll v Zivych buikach.

Usmrcené buniky vykazuji jen slaby signal aktinu a tubulinu.
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Obr. 28 Morfologie bunék kontroly (bez piisobeni PS). Buiiky jsou protihlé a beze
zmeén. A — mitochondrie typického vietenovitého az vidknitého tvaru; B —jadra bez
strukturnich zmen,; C — cytoplazmatické membrany, protahlé a beze zmen; D — prekryv

vSech fluorescencnich kanalii. Meéritko odpovida 50 um.
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Obr. 29 Morfologické zmeény bunék po fotoaktivaci P39-1Zn-Me v koncentraci
odpovidajici ECs. Morfologické zmény oproti kontrole nejsou vyrazné. Tvar bunék je
normalni. A —mitochondrie bez vyraznych zmeén; B —u nékterych jader lze pozorovat
zmeny, souvisejici pravdépodobne s bunécnou smrti (kondenzace chromatinu); C—
cytoplazmatické membrany bez vyraznach zmén, u poskozenych bunék zmeéna tvaru,

D — prekryv vsech fluorescencnich kanalii. Meritko odpovida 50 um.

78



Obr. 30 Morfologické zmeny bunék po fotoaktivaci P39-1Zn-Me v koncentraci
odpovidajici ECss. Vtéto koncentraci pozorujeme zmény na vSech sledovanych
bunécnych strukturach. A —u mitochondrii doslo ke ztraté vretenovitého tvaru, jsou
kulovité a fragmentované; B — bunécna jadra jsou smrstena, s vyrazné kondenzovanym
chromatinem (1.), u nékterych bunék Ize pozorovat rozpad jadra (2.); C-—
cytoplazmatické membrany jsou poskozené a tvori rozsahlé membranové bleby, D —

prekryv viech fluorescencnich kanalii. Méritko odpovida 50 um.
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Obr. 31 Morfologie bunék kontroly (bez pusobeni PS, fixované buiiky). Burnky jsou bez

morfologickych zmén. A — aktinovy cytoskelet viaknité struktury;, B —jadra bez
strukturnich zmen,; C — sitovitda struktura tubulinu;, D — prekryv vsech fluorescencnich

kanalu. Meritko odpovida 20 yum.
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Obr. 32 Morfologické zmeny bunék po fotoaktivaci P39-1Zn-Me (fixované bunky)
v koncentraci odpovidajici EC 5. Morfologické zmény oproti kontrole pozorujeme jen u
nekterych bunék. A —u nekterych bunék je pozorovatelna reorganizace aktinu; B—
vetsina jader ma nezmenénou strukturu, u poskozenych bunék Ize pozorovat smrsténi
jadra; C — sitovitd struktura tubulinu, u poskozenych bunék zména morfologie malo

patrna; D — prekryv v§ech fluorescencnich kanalu. Méritko odpovida 20 um.
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Obr. 33 Morfologické zmeny bunék po fotoaktivaci P39-1Zn-Me (fixované buriky)

v koncentraci odpovidajici ECgs. V této koncentraci pozorujeme zmény na vSech
sledovanych bunécnych strukturach. A — pozorovatelnda vyraznd reorganizace aktinu;
B — smrsteni jader poSkozenych bunék, C — viditelnd reorganizace tubulinu a nahusténi
mikrotubulu v Zivych, smrsténych bunkach,; D — prekryv vsech fluorescencnich kandali,
u poskozenych bunék viditelny jen slaby signal aktinu a tubulinu. Méritko odpovida

20 um.
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5.3. TVORBA ROS

Pro DCF analyzu byl opét vyuzit fotosenzitizér P39-1Zn-Me. Z méfeni
fluorescence v tfiminutovych intervalech byl ziskédn graf (Obr. 34), ktery demonstruje
dynamiku vzniku ROS v bunikdch méfenou pied, béhem a po ozafovani. Z grafu je
patrné, Ze pied ozafenim vznika v bunkach jen nepatrné mnozstvi ROS, které je
fyziologické a potitebné pro biochemické pochody uvniti bunék. Po ozareni dochézi
k prudkému nartstu fluorescence zpisobené ristem signalu DCF. Ten vznikl v butice
oxidaci H,DCF™ v dtsledku reakce s ROS vyprodukovanymi fotoreakci sledovaného
PS. Po ukonceni ozafovani jiZ nedochéazi k narastu fluorescence, protoZze uvnitt bunék

nedochazi k dal§imu generovani ROS.
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Obr. 34 Graf znazornujici vznik ROS v bunkach inkubovanych s P39-1Zn-Me pred,
béhem a po ozarovani. Zluta plocha znaci ¢as, po ktery byly buiiky ozarovany. Méfeno

v triminutovych intervalech.

83



6. DISKUZE

Kwvtli zvySujicimu se vyskytu nadorovych onemocnéni je potiebné vyvijet nové
protinddorové ucinné latky a lécebné metody. PDT je jednou z modernich, klinicky
schvalenych terapeutickych metod, ktera je minimalné invazivni (Agostinis et al. 2011).
Vzhledem k této vlastnosti a potencidlni vysoké selektivité oproti konvencné
pouzivanym postuptim (chemoterapie ¢i radioterapie) je tato metoda v poslednich letech

intenzivné studovana a mnohé potencidln¢ ucinné latky klinicky testovany.

PDT vyuziva tfi zékladni komponenty — PS, svétlo a O,. Tyto slozky davaji
v kombinci vznik cytotoxickym ROS, predeviim 'O,, které poskozuji blizké bun&iné
struktury a mohou byt pfi¢inou bunécné smrti (Agostinis et al. 2011). Krom¢ piimého
cytotoxického ucinku se na celkovém efektu PDT podili také poSkozeni cévniho

zasobéni nddoru a aktivace imunitniho systému (Benov 2015).

Bunkky mohou po PDT podléhat bunééné smrti, a to ptredevSim apoptdzou,
nekrézou nebo autofagii (Buytaert et al. 2007). Zptisob bunécné smrti urcuje predevsim
charakter pouzitého PS (Robertson et al. 2009) a kvantitativni parametry PDT (Benov
2015).

Jako PS jsou nejCastéji vyuzivany latky obsahujici ve své molekule
tetrapyrrolové jadro, tedy latky typu porfyrindi, chlorini, bakteriochlorinti, PC a jejich
derivaty (Yano et al. 2011). PC ptedstavuji slibnou skupinu PS, vyznacujici se vysokym
@, a absorpci ve vysSich hodnotach vinové délky (~ 700 nm). Nevyhodou téchto latek

je jejich nizka rozpustnost ve vod¢ a tendence k tvorbé agregatli (Zimcik et al. 2010).

V ramci této prace byly in vitro studovany latky, které jsou strukturné derivaty
aza-analogli PC. Konkrétné $lo o derivaty TPyPz (ZIP252Zn-Me, ZIP280Zn), TPyzPz
(Z1P288-OHZn) a PC, u které¢ho bylo jedno benzenové jadro nahrazeno pyridinovym
(P39-1Zn-Me). VSechny tyto latky byly syntetizovany védeckou skupinou doc. Zimc¢ika
na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové. Pro porovnani byly hodnoceny i dva klinicky vyuZitelné PS — Photosens”
(derivat PC) a methylenova modi (derivat fenothiazinu). Studované nové PS obsahuji
ve své molekule rlizné substituenty, pfipojené na zakladni skelet heteroatomy O nebo S.

Jako centralni atom obsahuyji tyto latky atom zinku.
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Prozatim nebylo publikovano mnoho vysledkt, které by experimentalné
hodnotily fotoaktivitu aza-analogti PC. V roce 2010 byly publikovany prvni vysledky
fotodynamické aktivity latek typu zinecnatych TPyzPz a zine¢natych azanaftalocyanind,
hodnocenych in vitro. Na zakladni skelet jsou vazany 2-(diethylamino)ethylsulfanylové,
resp. 2-(triethylamonium)ethylsulfanylové skupiny. Kationické derivaty téchto latek
byly rozpustné ve vod¢ a jevily silnou fotodynamickou ucinnost s vysokym ®@,, a tedy
slibnym pouzitim pro PDT. Jejich dark toxicita byla stanovena na > 200 uM,
fototoxicita byla stanovena na ECsy=0,104 uM (derivat TPyzPz), resp. 0,220 uM
(derivat azanaftalocyaninu). Experimenty probihaly na Hep2 bunééné linii (linie
lidskych ¢ernosskych cervikalnich nadorovych bunék), fototoxicita byla hodnocena po
4 h inkubace. Hlavnim subcelularnim cilem téchto latek se ukézaly byt lyzosomy

(Zimcik et al. 2010).

Derivaty PC casto trpi nizkou rozpustnosti ve vodé a tvorbou agregatll, coz
sniZuje jejich fotodynamickou aktivitu. Jednim z feSeni téchto problému se ukazalo byt
navazani objenych a nabitych substituentl na zékladni skelet PC. Timto zptisobem byl
pfipraven neagregujici, ve vod¢ rozpustny zine¢naty PC, nesouci 16 perifernich
kvarternizovanych imidazolylovych skupin. Tato zajimava latka vykazovala vysoky @,
vysokou fotodynamickou aktivitu a nizkou dark toxicitu. Byla stanovena jeji
ECsp=36,7nM (HeLa bunky) a TCso=395uM (3T3 — nemalini linie mySich
fibroblastil), resp. TCso= 628 uM (HeLa buiiky). Pomér TCso/ECsp u této latky
dosahuje vyjimecné vysokych hodnot (> 10 000) (Makhseed et al. 2013).

Zajimavé jsou také vysledky studie, ktera hodnoti moZznosti ovlivnéni aktivity
aza-PC (konkrétné TPyPz) pomoci riznych perifernich substituentli, které jsou na
zakladni skelet vazany ptes heteroatom (O, S, N). Studovany byly derivaty TPyPz
obsahujici zinek, hoif¢ik nebo bez atomu kovu, snavdzanymi alkylsulfanylovymi,
(dialkylamino)ethylsulfanylovymi, (trialkylamonium)ethylsulfanylovymi, dialkylamino
a aryloxy substituenty. Z téchto derivatl jevily vyraznéjsi fotodynamickou aktivitu latky
obsahujici Zn snavazanymi dialkylamino a alkylsulfanylovymi skupinami. Diky
rozpustnosti ve vod¢ a relativné vysokému ®, se pak ztéchto sloucenin jako
nejvhodnéjsi pro PDT jevil zine¢naty (trialkylamonium)ethylsulfanylovy derivat TPyPz
(Véachova et al. 2015).
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Fotodynamicka aktivita zkoumanych latek byla hodnocena na bunécné linii
HeLa. Studovéna byla jejich fototoxicita (pii A > 570 nm, 12,4 mW-cm™, 11,2 J-em™?) a
jejich toxicita bez aktivace svétlem (dark toxicita). Nejlepsich vysledkti dosahl v nasich
experimentech P39-1Zn-Me — projevil nejvyssi fototoxicitu vyjadienou hodnotou
ECso= 0,10 + 0,024 uM. Strukturalné tento PS ¢astecné vychazi z nové syntetizovanych
PS — neagregujiciho, ve vod¢ rozpustného zine¢naté¢ho PC (Makhseed et al. 2013) a
TPyPz6 (Machacek et al. 2016b), ptipraveného stejnou védeckou skupinou jako PS
hodnocené v této praci. U téchto latek je zéasadni ptitomnost kvarternizovanych
imidazolylovych skupin, v pfipadé druhé zminéné latky i kvarternizovanych pyridint,
kterd brani jejich agregaci ve vodé. Latka P39-1Zn-Me obsahuje pouze dvé
kvarternizované imidazolylové a jednu kvarternizovanou pyridinovou skupinu, je tedy
nesymetrickym PS; zbytek molekuly obsahuje navazané terc-butylsulfanylové skupiny
(Obr. 14). Z toho divodu neni P39-1Zn-Me dobte rozpustny ve vodé, limit rozpustnosti
v médiu byl cca 1 uM. Do této hodnoty ovSem experimentalné¢ nevykazoval Zadnou
vlastni toxicitu. TCsy, stejné jako TCso/ECsy tedy nebylo mozné experimentdlné

stanovit.

Dobrych vysledki dosahoval v naSich experimentech 1 ZIP2527Zn-Me, ktery je
strukturni obménou jiZ syntetizovanym a studovanym kationickym TPyPz (Vachova et
al. 2015). Na rozdil od nich obsahuje pies ethylensulfinylovy mistek vazanou
trimethylamoniovou skupinu (Obr. 14). Byla stanovena jeho nizk4 dark toxicita
(90,1 £ 15,3 uM), relativné vysokd fototoxicita (ECso=0,27 £ 0,081 uM) a i index
TCs0o/ECso dosahoval pomérn€ uspokojivé hodnoty (334).

Dalsi hodnocené latky uz dosahovaly nizsich hodnot TCso/ECso (ZIP280Zn, Tab.
1) nebo nevykazovaly zadnou fotodynamickou aktivitu ani ve vySSich koncentracich

(ZIP288-OHZn).

Zajimavé bylo porovnani studovanych novych PS s latkami uréenymi pro
klinické pouziti. Photosens® i methylenova modi vykazovaly nekolikanisobn& nizsi
hodnoty TCso/ECso (73 pro Photosens®, 3 pro methylenovou modi), rozdil téchto
hodnot oproti ostatnim hodnocenym latkdm byl pfedev§im v piipadé methylenové
modii markantni. Photosens® se klinicky pouziva v Rusku k 16&b& riiznych typi nadort,
ma ale znacné nevyhody jako je vyrazna fotosenzitivita po 1écbé a nejednotné slozeni

(Jiang et al. 2014, Ormond a Freeman 2013). Methylenova modi se mize uplatiovat
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v 1écbe nékterych koznich nadorti (Ormond a Freeman), spiSe se vSak vyuziva ve

fotodynamické inaktivaci infek¢nich agens (Usacheva et al. 2004).

Pti uréovani subcelularni lokalizace hodnocenych nové syntetizovanych PS byly
jako primarni cil vSech téchto latek stanoveny lyzosomy. U kationickych P39-1Zn-Me a
Z1P2527n-Me je tento fakt v rozporu s rozSifenym nazorem, Ze se kationické PS
lokalizuji do mitochondrii (Macdonald a Dougherty 2001). Stejny subcelularni cil
vykazovaly 1 dalsi aza-PC, syntetizované a studované tou samou védeckou skupinou,

zminénou vyse (Zimcik et al. 2010, Vachova et al. 2015, Machacek et al. 2016b).

U P39-1Zn-Me, kterd se v prib&hu cytotoxicitnich experimenti jevila jako
nejzajimavejsi, byly pozorovany a dokumentoviany morfologické zmény vyvolané
fotoaktivaci této latky. Pfi pouziti koncentrace odpovidajici EC;s nebyly morfologické
zmény piili§ patrné a projevovaly se jen na nékterych izolovanych bunikdch. Mnohem
vyraznéjsi byly tyto zmény pii pouziti koncentrace PS odpovidajici ECgs, kdy byly na
vétSin€ bunck pozorovatelné vyrazné komplexni zmény membrén, jader, mitochondrii i
cytoskeletu. Podle pozorovanych zmén (pfedev§im rozpad membran s tvorbou blebil)
byla zfejmé hlavni pfi¢inou bunééné smrti nekroza. U nékterych bunék ale bylo mozné
pozorovat morfologické zmény piipominajici apoptéozu (piedev§im fragmentace

bunécného jadra). Bez dalSich experimentii vSak toto nejde zcela s jistotou konstatovat.

K zobrazeni pribéhu vzniku ROS v bunikach po aktivaci fotoaktivni latky byl
op¢t pouzit P39-1Zn-Me. Z namétenych dat byl sestrojen graf, ktery znazoriiuje Casovy
prabeh vzniku ROS. Je patrné, ze P39-1Zn-Me dokaZze 1 v nizké koncentraci (0,18 puM)

vyvolat tvorbu ROS, ktera se projevila vzrastajicim fluorescenénim signalem.

Ze studovanych fotodynamicky aktivnich aza-analogii PC prokazaly zajimavé
vlastnosti a nejlepsi vysledky zejména kationické derivaty P39-1Zn-Me a
ZIP2527n-Me, a to v porovnani s dal$imi studovanymi aza-PC 1 klinicky schvalenymi
latkami. Pfedev§im prvni zminénd latka, kterd v aplikovatelnych davkach (<1 uM)
nevykazovala zddnou vlastni toxicitu, se jevi jako potencidln¢ vyuzitelna pro PDT a
zasluhuje si dalSi pozornost a hlub$i studium své fotodynamické aktivity v in vitro,

pfipadné v budoucnu i in vivo studiich.
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ZAVERY

Ze studovanych latek vykazovaly nejlepsi fotodynamickou aktivitu kationické
derivaty P39-1Zn-Me a ZIP2527Zn-Me. Projevily se vysokou fototoxicitou viici
HeLa buné¢né nadorové linii, vyjadienou jako ECso = 0,01 uM, resp. 0,27 uM.
Ostatni hodnocené latky projevily ve srovnani s nimi aktivitu mensi (ZIP280Zn

> Photosens® > methylenova modf) nebo prakticky zadou (ZIP288-OHZn).

Vlastni toxicita bez aktivace svétlem vétSiny studovanych latek byla relativné
nizkd. Vzhledem k fototoxicit¢ vykazoval ZIP252Zn-Me nejlepSi pomér
TCso/ECso (334). U P39-1Zn-Me nebylo mozné dark toxicitu stanovit, nebot’

dana latka neprojevovala vlastni toxicitu do dosazeni limitu rozpustnosti (1 pM).

Hlavnim subceluldrnim cilem vSech novych studovanych latek byly lyzosomy.

Z potizené fotografické dokumentace bunék vystavenych aktivovanému
P39-1Zn-Me byly patrné vyrazné morfologické zmény. Uginkem tohoto PS
doSlo ke zméné tvaru bunck, poskozeni membran s tvorbou membranovych

blebli, zmé&nou tvaru mitochondrii a jader a reorganizaci cytoskeletu.

DCF analyzou byl zndzornén casovy prubéh vzniku ROS v buikach pied,
béhem a po fotoaktivaci P39-1Zn-Me. Pfed a po ozafovani nedochazelo
k vyznamné produkci ROS, zatimco v pribéhu ozafovani signal znézoriujici

ROS strmé vzrostl.

Latky uréené pro klinické pouziti pti PDT, hodnocené v této praci (Photosens®,
methylenova modf) vykazovaly oproti nové studovanym PS vyrazné¢ mensi

fotoaktivitu.

ZIP2527Zn-Me a piedevSim P39-1Zn-Me jsou vhodné pro dalsi studium jako
potencialni latky vyuZzitelné pro PDT.
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SEZNAM ZKRATEK

Bel-w
Bel-X.
BH3
Bid
BSA
CD95L
CytC
dATP
DCF
DIABLO
DISC

oxid dusnaty

superoxidovy anion radikal

hydroxylovy radikal

singletovy kyslik

molekularni kyslik

arachidonova kyselina

syndrom ziskaného selhani imunity
apoptézu indukujici faktor
5-aminolevulova kyselina

sulfonovany hlinity ftalocyanin

veékoveé podminénd okularni degradace
apoptotickou proteasu aktivujici faktor 1
rodina genil souvisejicich s autofagii
9-acetoxy-2,7,12,17-tetra(f-methoxyethyl)porfycen
adenosintrifosfat

proapoptoticky protein rodiny Bcl-2
proapoptoticky protein rodiny Bcl-2
proapoptoticky protein rodiny Bcl-2
rodina proteinli (téZ gent) UiCastnicich se apoptozy;
antiapoptoticky protein rodiny Bcl-2
antiapoptoticky protein rodiny Bcl-2
antiapoptoticky protein rodiny Bcl-2

jedna z domén proapoptotickych proteini
proapoptoticky protein rodiny Bcl-2
bovinni sérovy albumin

apoptézu indukujici ligand (synonymum FasL)
cytochrom ¢

deoxyadenosintrifostat
dichlorfluorescein

IAP ptimo vazici protein s nizkym pl
signalni komplex indukujici smrt
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DLI
DMEM
DMSO
dPBS
EC;s
ECs
ECss
EDTA
EndoG
ER
FasL
GA
GPx
H,DCF~
H,DCF-DA
H,0,
HALA
HEPES
HpD
HPPH
HPV-18
HtrA2
Lv.

IAP
IgG
IL-1
IL-6
LDL
MALA
MB
MOMP
MRI
m-THPC
NC

interval mezi podanim a ozafenim fotosenzitizéru
kultiva¢ni médium

dimethylsulfoxid

modifikovany PBS pufr

efektivni koncentrace, ktera snizi zivotaschopnost bunék o 15 %
stiedni efektivni koncentrace

efektivni koncentrace, ktera snizi zivotaschopnost bunék o 85 %
ethylendiamintetraoctova kyselina

endonukleasa G

endoplasmatické retikulum

Fas ligand, apoptozu indukujici ligand

Golgiho aparat

glutathionperoxidasa

anion redukovaného dichlorfluoresceinu
2’,7’-dichlordihydrofluorescein-diacetat

peroxid vodiku

hexylester 5-aminolevulové kyseliny
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
derivat hematoporfyrinu

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

lidsky papillomavirus 18

vysokou teplotou podminény protein (synonymum Omi)
intravendzni podani

protein inhibujici apoptdzu

imunoglobulin G

interleukin-1

interleukin-6

nizkodenzitni lipoprotein

methylester 5-aminolevulové kyseliny

methylenova modf

permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany
magnetickd rezonance

m-(tetrahydroxyfenyl)chlorin

naftalocyanin
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NPe6 N-aspartylchlorin e6

NR neutralni cerven

Omi stresem regulovana protéza (synonymum HtrA2)
OONO peroxynitrit

PBS fosfatovy pufr

PC ftalocyanin

Pc4 kiemicity ftalocyanin 4

PDT fotodynamicka terapie

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa

PpIX protoporfyrin IX

PS fotosenzitizér

RIP1 s receptorem interagujici proteinkinasa 1

RIP3 s receptorem interagujici proteinkinasa 3

ROS reaktivni formy kysliku

SCM DMEM médium obsahujici sérum a dalsi latky
Smac mitochondrialni aktivator kaspas (synonymum DIABLO)
SnET2 ethyletiopurpurin cinicity

SOD superoxiddismutasa

tBid Stépny produkt proteinu Bid

TCsp stfedni toxicka koncentrace

TNF- a tumor nekrotizujici faktor o

TPyPz tetrapyridoporfyrazin

TPyzPz tetrapyrazinoporfyrazin

TRAIL apoptozu indukujici ligand souvisejici s TNF
VTP fotodynamicka terapie zameétend na cévy

ZnPc zinecnaty ftalocyanin

ZnPcS,P, disulfo-diftalimidomethylftalocyanin

AY, mitochondridlni transmembranovy potencial

molarni absorpéni koeficient
A vlnova délka

(O kvantovy vytézek singletového kysliku
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