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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Adéla Jedlickova
Skolitel: Mgr. Miloslav Machacéek
Nézev diplomové prace: In vitro hodnoceni fotodynamické aktivity derivati

tetrapyridoporphyrazinu pro 1é¢bu solidnich nadort

Mezi hlavni pfi¢iny amrti v dneSni dobé bezesporu patii nddorovd onemocnéni,
jejichz vyskyt stale stoupd. Proto se vyzkum v oblasti 1é€by vyznamné zamétuje
na vyvoj novych potencialnich protinadorovych 1é¢iv a terapeutickych pftistupi.
Fotodynamicka terapie (PDT) dnes patii mezi klinicky schvélené terapeutické metody
pro lé¢bu malignich 1 nemalignich onemocnéni. Jejimi hlavnimi slozkami jsou
fotosenzitizér (PS), svétlo a kyslik, které samy o sobé nejsou toxické, ale spolecnou
interakci vedou ke vzniku vysoce reaktivnich molekul. Metoda je zalozena na absorpci
svétla o vhodné vilnové délce molekulou PS a néasledném ptenosu energie fotonl
na okolni molekuly, ptedev§im na kyslik, za vzniku cytotoxickych reaktivnich forem
kysliku (ROS), kde hlavni roli hraje singletovy kyslik. ROS nésledné& poskozuji okolni
bunécné struktury, jejichz destrukce vede k nevratnému poskozeni bunécénych funkci
a nasledné bunééné smrti, jejiz typ Gzce souvisi s lokalizaci PS uvnitt buiikky. Vysledny
efekt 1éCby je dan tfemi propojenymi mechanismy — piimym letalnim cytotoxickym
ucinkem ROS, poskozenim vaskularizace nddoru a indukci imunitni reakce

vV organismu.

Cilem této prace je hodnoceni fotodynamické aktivity nové syntetizovanych PS
na bazi tetrapyridoporphyrazinu v in vitro podminkach. Experimenty byly provadény
na bunécné linii HeLa, odvozené z lidskych bunék karcinomu dé€lozniho ¢ipku. Po 12 h
inkubaci s PS byly buiky ozafeny cervenou c¢asti viditelného spektra pomoci
Xe-vybojky (A > 570 nm, 12.4 mW/cm?, 11.2 J/cm?). Hodnocena byla i vlastni toxicita
latek bez ptitomnosti aktivujiciho zafeni. Zivotaschopnost bunék byla stanovena

na 96-jamkovych mikrotitraénich destickach pomoci testu vychytavani neutralni



cervené. Zjistovan byl také ¢asovy prostup latek do bunék — mnozstvi PS bylo méfeno

fluorescencné v bunééném lyzatu.

Subcelularni lokalizace byla ur¢ena pomoci fluorescencni mikroskopie, kdy byly
bunécné¢ organely znaCeny specifickymi fluorescencnimi sondami MitoTracker
Green FM a LysoTracker Blue DND-22. Morfologické zmény indukované
fotodynamickym ptsobenim PS byly zaznamendny pomoci fluorescen¢niho znaceni
jader (Hoechst 33342, propidium jodid), bunééné¢ membrany (Cell Mask Green Plasma
membrane stain), mitochondrii (MitoTracker Red CMXRos) a F-aktinu (Alexa Fluor
488 konjugat phalloidinu) v kombinaci s fluorescenéni a konfokalni laserovou
rastrovaci mikroskopii. Typ bunééné smrti byl hodnocen pomoci pritokové cytometrie

se znacenim bunék Annexinem V-FITC a propidium jodidem.

Kationické¢ derivaty se ukazaly byt ulinnymi fotosenzitizéry dosahujici
po aktivaci svétlem az vyjimecné vysokych toxicit (ECsy 3,89 + 1,79 nM) zatimco
bez ozatfeni projevily velice nizké vlastni toxicity v fddu stovek uM. Fotodynamicky
predevsim ve tvorbé membranovych blebli, zmény tvaru mitochondrii a pozd¢ji také
zménami na jadfe (kondenzace chromatinu a fragmentace jadra) a reorganizaci
aktinového cytoskeletu. Vysledky pritokové cytometrie spolecné s indukovanymi
morfologickymi zménami naznacuji spiSe nekrotickou smrt bunék. Derivaty, které

nenesly Zadny naboj, se neukazaly byt za naSich experimentalnich podminek Gc¢inné.
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of solid tumors

Nowadays, cancerous diseases belongs among the main causes of death,
incidence continues to rise. Therefore research in the area of tumor treatment
significantly focuses on the development of new potential anticancer drugs and
therapeutical approaches. Photodynamic therapy (PDT) belongs to clinically approved
therapeutic methods for the treatment of the malignant and nonmalignant diseases. PDT
i1s composed of three main components — photosensitiser (PS), light and oxygen, all of
them are non-toxic on their own. However, their interaction leads to a generation of
highly reactive molecules. This method is based on absorption of light with appropriate
wavelenght by PS and subsequent energy transfer from photon to surrounding
molecules, especially to oxygen. This transfer leads to a generation of cytotoxic reactive
oxygen species (ROS) of which singlet oxygen plays a main role. ROS subsequently
causes a damage of surrounding cell structures, which leads to irreversible damage of
cell functions and subsequent cell death. Type of cell death is closely related to the
localization of PS within the cell. Effect of the treatment is based on three mechanisms,
which are interconnected — direct lethal cytotoxic effect of ROS, damage of cancer

vasculature and induction of immune reaction in the organism.

Aim of this diploma thesis is the evaluation of photodynamic activity of newly
synthetised PS from the group of tetrapyridoporphyrazine derivatives in vitro.
Experiments were performed on HeLa cell line, which is derived from human cervix
cancer cells. Cells were irradiated with red part of the visible spectrum using a Xe lamp

(A > 570 nm, 12.4 mW/cm2, 11.2 J/cm2) after 12 hour incubation with PS. Dark



toxicity of PSs (without the presence of activating light) was also performed. Evaluation
of cell viability was carried out in 96-wells plates using neutral red uptake assay.
Uptake profile of PS was also performed, amount of PS was measured in the cell lysate

by fluorescence measurement.

Subcellular localization was detected by fluorescence microscopy. Cell
organelles were labelled with specific fluorescent probes MitoTracker Green FM and
LysoTracker Blue DND-22. Morphological changes of the cells induced by
photodynamic effect of PS were studied by fluorescence labelling of cell nuclei
(Hoechst 33342, propidium iodide), cell membrane (Cell Mask Green Plasma
Membrane Stain), mitochondria (MitoTracker Red CMXRos) and F-actin (Alexa Fluor
488 conjugate of phalloidin) using fluorescence and confocal laser scanning
microscopy. Type of cell death was evaluated by flow cytometry by staining cells with

Annexin V-FITC and propidium iodide.

Cationic derivatives have shown to be effective PS with exceptionally high
toxicity after activation (ECso = 3,89 + 1,79 nM), while they have shown a very low
inherent toxicity of hundreds of uM without irradiation. Changes of cell morphology
were already detected during the irradiation period. Photodynamic effect manifested in
membrane blebbing, changes of mitochondria shape and later in nuclear changes
(chromatin condensation and nucleus fragmentation) and reorganization of actin
cytoskeleton. The results of flow cytometry together with induced morphological
changes indicate rather necrotic cell death. Non-charged derivatives have not proven to

be effective under our experimental conditions.
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1 UVOD

Tato diplomova prace na téma ,,/n vitro hodnoceni fotodynamické aktivity
derivati  tetrapyridoporphyrazinu pro 1é¢bu solidnich nadorG“ se zabyva
fotodynamickou terapii (PDT), kterd pfedstavuje slibnou minimaln¢ invazivni metodu
pro 1écbu urcitych malignich i nemalignich onemocnéni. Hlavnimi slozkami PDT jsou
molekuly fotosenzitizéru (PS), svétlo a kyslik, jejichz interakci dochéazi ke vzniku
reaktivnich cytotoxickych molekul, které poSkozuji bunécéné struktury, coz vede

k poSkozovéni funkci nddorovych bunék a k jejich smrti.

Ve své praci se zabyvam jednotlivymi slozkami PDT, mechanismy
a biologickymi ucinky této terapie a bunétnou smrti, kterd mize vlivem PDT nastat.
Uvadim zde piehled jednotlivych PS, které byly schvaleny pro pouziti v PDT nebo
které prochazi klinickym hodnocenim. Tyto PS se déli do tii generaci. Prvni generaci
ptredstavuje porfimer sodny, ktery se stal prvnim lé€ivem schvalenym pro PDT nadorti,
ale nepfedstavuje PS sidedlnimi vlastnostmi. Proto byly postupné vyvijeny dalsi

generace PS s vhodnéj$imi parametry.

Ptestoze je tato metoda znama jiz delsi dobu, v poslednich letech se z4jem o tuto
metodu (a hlavné jeji rozvoj) Siroce rozsifil. Stale vice latek je dnes zkoumano pro
moznost stat se potencidlnim PS pro PDT. Vzhledem k nizké invazivit¢ PDT a relativné
nizkému vyskytu nezadoucich komplikaci ma PDT potencidl ziskat vyznamné misto

vedle standardnich metod 1écby nadori (radioterapie, chemoterapie, chirurgicka 1écba).

Cilem této prace je hodnoceni fotodynamické aktivity nové syntetizovanych PS
ze skupiny derivatl tetrapyridoporphyrazinu v in vitro podminkéch. Vysledky této prace
mohou byt v budoucnu pouzity jako podklad pro hlubsi studium aktivity této skupiny

latek, ptipadné v in vivo experimentech.
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2 SEZNAM ZKRATEK

AIF
ALA
AlPcS4

AMD

Apaf-1
ATMPn
ATP
AzaPc
BCA
BPD
CDAMPs

Cy
DAMPs

DAPI
dATP
DISC
DMEM
DMF
DMSO
ECso
EDTA

FBS
Dy
FITC
H,0O,
HpD

apoptozu-indukujici faktor (Apoptosis-inducing Factor)
kyselina 5-aminolevulova (Aminolevulinic Acid)

hlinity ftalocyanin tetrasulfonat (Aluminium phtalocyanine
tetrasulfonate)

vékem podminénd makularni degenace (Age-Related
Macular Degeneration)

(Apoptotic Protease-Activating Factor 1)
acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(B-metoxyethyl)-porphycen
adenosintrifosfat
azaftalocyanin
bicinchoninic acid
benzoporfyrinovy derivat
molekularni znaky spojené s bunéfnou smrti (Cell Death
Associated Molecular Patterns)
cyanin
molekularni znaky spojené s poskozenim bunék (Damage-
Associated Molecular Patterns)
4',6-diamidino-2-fenylindol
deoxyadenosintrifosfat
Death Inducing Signaling Complex
kultivaéni médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
dimetylformamid
dimetylsulfoxid
sttedni efektivni koncentrace
etylendiaminotetraoctova kyselina
(Ethylenediaminetetraacetic Acid)
fetalni bovinni sérum
kvantovy vytézek singletového kysliku
fluorescein isothiokyanat
peroxid vodiku

derivéat hematoporfyrinu (Hematoporphyrin Derivative)
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HPPH
LDL
MAC
MQ-voda
mTHPC
NPc

NR

NRU

0y
‘OH
PBS
Pc
Pc4
PDT
PI
PPIX
pRB
PS
P/S
ROS
SCM

SFM

SnET2
SOD
T/E

B
TCso
TNF
TPyPzs

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

lipoprotein o nizké hustoté (Low Density Lipoprotein)
membranu-atakujici komplex (Membrane Attack Complex)
ultracistd voda

metatetrahydroxyfenylchlorin

naftalocyanin

neutralni ¢erven (Neutral Red)

testu vychytdvani neutrdlni cervené (Neutral Red Uptake
Assay)

singletovy kyslik

superoxid anion radikal

hydroxylovy radikal

fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

ftalocyanin (Phtalocyanine)

kfemicity ftalocyanin (Silicon phtalocyanie 4)
fotodynamicka terapie (PhotoDynamic Therapy)
propidium jodid

protoporfyrin IX

retinoblastomovy protein (Retinoblastoma protein)
fotosenzitizér (PhotoSensitizer)

penicilin/streptomycin

reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)
DMEM médium s obsahem séra a dalSich latek (Serum
Containing Medium)

DMEM médium nebosahujici sérum a dalsi latky (Serum
Free Medium)

cini¢ity etiopurpurin (tin ethyl etiopurpurin)
superoxiddismutdza

trypsin/EDTA

trypanova modf (Trypan Blue)

stiedni toxick4 koncentrace

tumor nekrotizujici faktor (Tumor Necrosis Factor)

tetrapyridoporphyrazin
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TPyzPz tetrapyrazinoporphyrazin

T75 sterilni kultivaéni lahve o ploge 75 cm?
VTP fotodynamicka terapie zamétena na cévy (Vascular Targeted
Photodynamic Therapy)
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3 TEORETICKA CAST

3.1 NADORY, KARCINOGENEZE

3.1.1 Obecna charakteristika

Jako nador oznacujeme novou, abnormalni tkan, vznikajici z organismu vlastni
tkané, ktera v téle nevykazuje fyziologickou funkci a jeji rist se vymyké regulaénim
mechanismiim organismu (Hofmanova 2013). Nadorovd autonomie se projevuje
ve smyslu morfologickych, funkénich a biologickych odlisnosti od ostatnich zdravych
¢asti organismu. Obecné maji nddorové buiky ve srovnani s nenddorovymi vyssi

schopnost déleni se a vykazuji také vySsi odolnost a delsi Zivotnost (Sttitesky 2001).

Na vzniku nddort se podili fada faktorl, z nichz mnohé jesté¢ nejsou znadmé.
(napft. polycyklické aromatické uhlovodiky, latky cigaretového koute Ci aflatoxiny)
fyzikédlni vlivy (zejména ionizujici a UV zafeni), viry (viry Eppstein Baarové,
papilomaviry), hormony (zvySend hladina estrogennich hormonil), stravovaci navyky

(druh potravy, pfiprava a jeji konzumace) a dédi¢nost (Macak et al. 2012).

Vznik a rozvoj nddorového onemocnéni se nazyva karcinogeneze. Jedna se
o vicestupiovy proces, jenz se rozviji na podkladé genetickych a epigenetickych zmén
vzniklych u kmenovych bunék a riznych typd prekurzorovych bunék. Zakladem
procesu jsou zasahy na irovni DNA — ty jsou zodpovédné za vznik nadorti (Hofmanova

2013).

3.1.2 Déleni nadora dle biologickvch vlastnosti (chovani)

Podle biologickych vlastnosti nddoru miiZzeme nadory rozdélit na benigni,
intermediarni a maligni. Benigni nadory se projevuji pomalym ristem, ohranic¢enosti
procesu, expanzivnim rastem, kterym utlacuji okolni tkang, netvoii metastazy a lze je
snadno chirurgicky odstranit. Maligni nadory rostou rychle, neohranicené, invazivné
a destruktivné vzhledem ke svému okoli. Chirurgické odstranéni neni snadné, nadory

mohou recidivovat a tvofit metastdzy. Rozhrani mezi benignimi a malignimi nadory
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tvoii intermediarni nadory s lepSi prognézou nez maligni, ale s moznosti recidivy

a tvorbou metastdz (Macak et al. 2012).

3.1.3 Nadorova onemocnéni v CR

V Ceské republice patii nadorova onemocnéni k druhé nejéastéjsi ptic¢ing umrti.
Vyskyt nadorovych onemocnéni stale stoupa (Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
2014). Stoupajici vyskyt nadorti je spojovan se starnutim populace, vyzivovymi
problémy, zvySujici se spotifebou tabakovych vyrobkd apod. Presto, ze vyskyt
nadorovych onemocnéni ma stoupajici charakter, umrtnost na zhoubné novotvary se
v soucasné dob¢ vyrazn€ nemeéni, nebo spise klesa v disledku medicinského pokroku

(Cesky statisticky ufad).

3.2 FOTODYNAMICKA TERAPIE NADORU

Fotodynamickd terapie (PDT) je vysoce selektivni, minimaln¢ invazivni,
klinicky schvalend terapeutickd metoda zaméfena na 1écbu malignich 1 nemalignich

onemocnéni (Agostinis et al. 2011, Mroz et al. 2011).

PDT vyuziva 3 slozky, fotosenzitizér (PS), svétlo a molekularni kyslik, které
samy o sobé nejsou toxické, spolecné ale iniciuji fotochemické reakce, které vedou
k tvorbé vysoce reaktivnich a toxickych latek, které zplsobuji bunétné poskozeni

a vedou az k bunééné smrti (Agostinis et al. 2011).

Pro PDT je nezbytné, aby se PS preferencné nachazel ve tkani, kterd ma byt
lécena. Prvnim krokem terapie je podani PS systémové nebo lokélné bez jeho aktivace
svétlem. Nasleduje urcita inkubacni doba, kdy se PS distribuuje a akumuluje v 1écené
tkani. Po inkubaci dochazi k aktivaci PS pomoci svétla se specifickou vinovou délkou.
V ptitomnosti kysliku poté dochéazi k tvorbé cytotoxickych latek (singletového kysliku
('O, a jinych reaktivnich forem kysliku (ROS)), které se podili na poskozeni
bunécnych struktur, vedouci ke zni¢eni nddorové tkan¢ (Agostinis et al. 2011, Moreira

et al. 2008, Yoon et al. 2013).
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Protinadorovy efekt PDT je vysledkem selektivniho vychytavani PS
proliferujicimi bunikami nddoru, nésledného piimého cytotoxického efektu ROS
na nadorové bunky (vedouci k bunééné smrti — apoptdze ¢i nekrdze), poskozeni cévni
mikrocirkulace nadoru (vedouci k smrti buiikky z nedostatku kysliku a zivin) a indukce
mistni zanétlivé reakce, ktera v nékterych pripadech vede k aktivaci systémové imunity.

(Mroz et al. 2011, Robertson et al. 2009).

3.2.1 Mechanismus PTD

Hlavnimi aspekty mechanismu PDT jsou absorpce svétla PS a nasledny ptenos

energie na dal$i molekuly, pfedev§im na molekularni kyslik (Robertson et al. 2009)

Jako vétSina molekul, 1 PS maji v zdkladnim singletovém stavu v orbitalu
s nejnizsi energii 2 elektrony s opa¢nym spinem. Ozafenim PS dochazi k jeho excitaci
a prechodu do svého prvniho excitovaného singletového stavu (tedy beze zmény spinu).
Takto excitovany PS je velmi nestabilni (nanosekundy) a ztraci svou energii emisi
fotonu (fluorescen¢niho zafeni), nebo konverzi na teplo. Excitovany PS miZe také
prodélat mezisystémovy piechod na tripletovy stav, kdy dochédzi k inverzi spinu
jednoho z elektrontl, kterd zpiisobi del$i Zivotnost excitovaného tripletového stavu PS
(mikrosekundy). Tento proces je dulezity pii PDT. Delsi Zivotnost excitovaného
tripletového stavu PS zvySuje Sanci, Ze dojde ke kolizi s dalSi molekulou, vedouci

k tvorbé reaktivnich molekul (Agostinis et al. 2011, Benov 2015, Castano et al. 2004).

Excitovany tripletovy stav PS mtiZe projit dv€ma typy reakci, zndmych jako typ
I a typ II. Mechanismus fotoreakce typu I je zalozen na piimé reakci PS s organickymi
molekulami a pfenosu protonu nebo elektronu za tvorby volnych radikalt
aradikalovych iontd. Tyto radikdly mohou ihned reagovat s molekulami kysliku
a vytvafet ROS vedouci k bunééné destrukci (Benov 2015, Robertson et al. 2009).
Ve fotoreakci II. typu dochazi k pfimému pienosu energie na molekularni kyslik

za tvorby 'O, (Robertson et al. 2009). Tyto reakce jsou graficky zndzorndny na Obr. 1.
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excitovany singletovy stav PS

tvorba radikali

302
excitaénisvétlo molekulirni kyslik

fluorescence svétlo

zakladni stav PS

Obr. 1 Grafické znazornéni fotochemickych a fotofyzikalnich reakci PDT; PS — fotosenzitizér

Obé¢ tyto reakce mohou probihat simultanné. Pomér mezi nimi z&visi na typu
pouzitého PS, koncentraci substratu a kysliku (Robertson et al. 2009). Obecné je v PDT
povazovan I typ reakce za pievazujici a vytvafeny 'O, tak pisobi jako hlavni
cytotoxické agens PDT (Agostinis et al. 2011, Benov 2015). Za hypoxickych podminek
nebo pii vysokych koncentracich PS se vSak mize vice dominantni stat i fotoreakce

I. typu (Macdonald a Dougherty 2001).

ProtoZe Zivotnost 'O; je velmi kratka (cca 10-320 ns), jeho difuze v buiikach je
limitovana pouze na 10-55 nm (Agostinis et al. 2011). To je velmi maly rozptyl, mensi
neZ primérnd velikost bunck ¢i bunéénych organel (Benov 2015). Z toho vyplyva, ze
pouze molekuly a bunécné struktury vyskytujici se v bezprostiedni blizkosti jeho vzniku

(oblasti lokalizace PS) budou ovlivnény a nésledné zniceny (Castano et al. 2004).

3.3 OXIDACNI STRES, REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

3.3.1 Oxidacni stres

Oxidacni stres lze charakterizovat jako nerovnovdhu mezi oxida¢nimi
a antioxida¢nimi procesy v bufice ve prospéch oxidacnich procesti, vedouci k moznému
poskozeni bunck. (Moreira et al. 2008). Jedna se o patologicky stav, vznikajici jako

dasledek ptevazujicich nezadoucich oxidacnich procest v buiice, vyvolany volnymi
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radikdly a dalSimi reaktivnimi molekulami, nebo inhibici pfirozenych ochrannych

antioxida¢nich mechanisma (Miillerova 2014).

Volnym radikdlem lze nazyvat latky (molekuly, atomy ¢i ionty), které maji
ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych elektront. Tyto latky jsou
schopné samostatné existence. K jejich vzniku dochézi piijetim nebo ztratou elektronu
z normalni Castice, dale také homolytickym $tépenim vazby. Homolytické Stépeni ale
v biologickych systémech neni mozné, jelikoz vyzaduje piiliS mnoho energie
(Racek 2003). Volné radikaly jsou nestabilni a vysoce reaktivni latky, které se snazi

doplnit si chybéjici elektron pro dosazeni stabilni konfigurace (Miillerova 2014).

Tvorba volnych radikalt v aerobnich organismech je z vétSi Casti nefizeny
anevyhnutelny proces diky jejich zavislosti na oxidativnich procesech nezbytnych
pro zivot. Pro adaptaci a pfeziti aerobnich organismi v silném oxidativnim prostredi byl

velmi dulezity rozvoj silnych antioxida¢nich mechanismti (Manda et al. 2009).

3.3.2 Obecna charakteristika reaktivnich forem kysliku

Pod pojmem ROS jsou fazeny pfedev§im volné radikaly, vznikajici z molekuly
kysliku, které obsahuji nepéarovy elektron, dale pak slou€eniny kysliku, které sice
radikaly nejsou, ale mohou radikdly poskytovat. K hlavnim zéastupcim ROS patfi
superoxid anion radikal (-O;"), peroxid vodiku (H,O,), hydroxylovy radikal (-OH) a '0,
(Ledvina 2009).

ROS jsou tvofeny v enzymatickych a neenzymatickych reakcich (Manda et al.
2009). Potencialngé toxické ROS mohou v eukaryotickych organismech vznikat
v pribe¢hu normalniho energetického metabolismu (naptfiklad oxidativni fosforylace
nebo mitochondridlni elektronovy transport) nebo metabolismu xenobiotik (Moreira et

al. 2008).

Obecné jsou ROS povaZzovany za toxické latky zpiisobujici poruchy v ¢innosti
bunék, jejich ndslednou smrt ¢i maligni transformaci (Manda et al. 2009). Volné
radikdly a dal§i reaktivni molekuly mohou byt zapojeny v procesech raznych
onemocnéni, jako jsou naptiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
karcinogeneze nebo AIDS. Také se uplatiuji v nepatologickych procesech, jako je

napiiklad proces starnuti (Moreira et al. 2008). Pasobeni ROS vSak nemusi byt jen
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nezadouci. Tyto molekuly se mohou ucastnit také procesu nespecifické imunitni obrany

vici patogentim, signalni transdukce nebo bunécného metabolismu.

Je velmi pozoruhodné, ze jednoduché molekuly jako ROS jsou schopné regulace

zivota a smrti (Manda et al. 2009).

3.3.3 Superoxidovy anion radikal

K nejcastgj$Sim reaktivnim formdm kysliku patii -O,, ktery vznika
jednoelektoronouvou redukei molekuly kysliku. Pomoci enzymu superoxiddismutazy
(SOD) dochazi v organismu k jeho odstranovani (dismutace) za vzniku H,O, a kysliku

(Racek 2003, Miillerova 2014).

V biologickych systémech nezplsobuje samotny -O," vEtsi oxidativni poSkozeni,
je ale vyznamny v produkci ‘OH (Castano et al. 2004). Sdm se Ucastni napiiklad

peroxidace lipidi (Manda et al. 2009).

3.3.4 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je vytvafen v organismu dismutaci -O,. I kdyZ neni volnym
radikdlem, v pfitomnosti dvoumocného Zeleza (Fentonova reakce) vytvari vysoce
toxicky ‘OH™ (Ledvina 2009, Miillerova 2014). Také je nezbytny pro tvorbu kyseliny
chlorné, katalyzovanou myeloperoxidazou (Manda et al. 2009). V biologickych
systémech H,O, mulze snadno prochazet bunéénymi membranami a z bun€k jej nelze
odstranit. V organismu je H>O, nezbytny napiiklad pro spravnou funkci mnoha enzymt,

je proto nezbytny pro spravnou funkci celého organismu (Castano et al 2004).

3.3.5 Hyvdroxylovy radikal

vewvr

Nejnebezpecnéjsi a nejreaktivnéj§i formou ROS je -OH, ktery vzniké
ve Fentonové a Haber-Weissové reakci. Hydroxylovy radikdl pfedstavuje vysoce
reaktivni molekulu, kterd atakuje vétSinu bunécnych komponent (proteiny, sacharidy,
lipidy i nukleové kyseliny). Jeho vysoka reaktivita zplsobuje, ze extrémné rychle
zanika napadenim molekul prakticky v misté svého vzniku (Manda et al. 2009, Racek

2003).
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3.3.6 Singletovy kyslik

'0, je excitovana molekula kysliku charakterizovand sparovanymi elektrony
s opaénymi spiny ve vnéjSim orbitalu. Jako nenabita molekula je schopna difundovat
v cytoplazmé a pres biologické membrany (Plaetzer et al. 2009). Vysoce reaktivni 'O, je
schopen atakovat molekuly nukleovych kyselin, lipidii ¢i proteind (Moreira et al. 2008).
Pii PDT pisobi 'O, jako hlavni cytotoxickd ROS, jeZ je zodpovédna za vétsinu

oxidativniho poskozeni.

Jednou z hlavnich charakteristik syntetizovanych PS je pravé kvantovy vytézek
'0, (®,), ktery mizeme definovat jako podet vytvofenych molekul 'O, produkovanych

molekulou PS po absorpci kvanta energie (Zim¢ik a Miletin 2009).

3.3.7 Negativni dusledky pusobeni ROS

Negativni disledky plsobeni ROS v organismu se projevuji predevSim

oxida¢nim poSkozenim lipidi, proteinli, DNA a dalSich latek.

PoSkozeni lipidii (lipoperoxidace) je zplsobeno napadanim nédsobnych vazeb
nenasycenych mastnych kyselin fosfolipidové dvojvrstvy biologickych membran
a vznikem reaktivnich molekul. Timto mechanismem dochdzi ke zméné propustnosti

membran a vlivu na membranove vazané receptory a enzymy (Miillerova 2014).

U oxidacniho poSkozovani proteini mohou reaktivni formy reagovat
s postrannimi fetézci aminokyselin (zejména tryptofanu a methioninu). Oxidaci ¢i
jinymi zménami funkénich skupin dochézi k agregaci, sitovani bilkovin, fragmentaci
a modifikaci funk¢nich skupin. Napadani thiolovych skupin napiiklad v enzymech nebo
hemoglobinu se projevi poskozenim jejich metabolickych funkci (tvorba disulfidickych
mustkil). Diisledkem vSech téchto zmén dochazi v bunice ke zménam transportu iontd,

zméné aktivity enzymu ¢i proteolyze (Miillerova 2014, Ledvina 2009).

V DNA dochézi k pisobenim ROS ke $tépeni cukerného kruhu, modifikaci bazi
¢i ke zlomim fetézce. Dusledkem jsou mutace, translaéni chyby ¢i inhibice

proteosyntézy (Miillerova 2014).

K poskozeni miize dochéazet i v dalSich makromolekulach, jako jsou naptiklad

polysacharidy nebo glykosaminoglykany, stejné¢ tak mohou byt napadany i latky
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nizkomolekularni napt. katecholaminy, thioly ¢i askorbat. Substritem ROS mitize byt

také cholesterol (Ledvina 2009).

3.3.8 Vztah ROS a nadoru

V normalnich bunkéch je vyzadovana ROS signalizace pro proliferaci bunék,
vyplyvajici ze stimulace rastovymi faktory. V nadorovych buiikkdch dochazi aktivaci
této cesty ke zvySeni ROS signalizace. Pfedpoklada se, ze nadorové buiikky mohou byt
vice nachylné k oxida¢nimu stresu zplsobenému ROS, jelikoZ uZ pracuji pii zvySené
signalizaci zprostfedkované ROS, ktera je nezbytnd pro zvySenou miru rlstu
nadorovych bunék. Ptidavkem latky, zvySujici tvorbu ROS nebo snizujici schopnost
jejich vychytavéani, se tak dostanou buiky nadoru ptes kriticky bod sméfujici

k poSkozovéani lipidd, proteini, DNA a dalSich latek (Schumacker 2006).

3.4 ZDROJ SVETLA

Svétlo je dalS$im klicovym elementem PDT. Vhodny zdroj svétla by mél byt
vybran dle absorp¢niho spektra PS, typu onemocnéni (umisténi, velikost, pfistup
k lozisku, vlastnosti tkdn€), ceny a velikosti vybraného zatizeni. Klinicka u¢innost PDT
je zéavisla na komplexni dosimetrii (celkova davka svétla, cas vystaveni svétlu a typ
prenosu svétla). Zasadni pro uspésnou terapii PDT je tedy vybér optimalniho PS, zdroje

svétla a lé¢ebnych parametrii (Agostinis et al. 2011).

3.4.1 Optické okno tkané

Utinnost a hloubku PDT ovliviiuji optické vlastnosti tkani (Benov 2015).
Po vstupu svétla do tkan€ dochdzi k jeho absorpci nebo rozptylu. Oba procesy zavisi
na typu tkané a vinové délce svétla (Castano et al. 2004). Svétlo s kratsi vinovou délkou
(modré svétlo) prochazi tkdnémi méné efektivné nez svétlo Cervené, které ma delsi
vlnovou délku (Agostinis et al. 2011). K rozptylu a absorpci svétla ve tkani dochazi

vlivem jeji nehomogenity (napiiklad obsah makromolekul, bunécénych organel,
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organizovanych bunéfnych struktur). Absorpci ovliviiuji predominantné endogenni

chromofory hemoglobin, myoglobin, melanin a cytochromy (Robertson et al. 2009).

Kombinaci absorpce svétla niz§ich vinovych délek (400600 nm) dtlezitymi
endogennimi chromofory, niz§iho rozptylu svétla pii delSich vinovych délkach
a pritomnosti absorpce svétla vodou pfi vinovych délkach nad 1300 nm vznikl koncept
»optického okna* ve tkéanich, ve kterém je mozné dosdhnout maximalniho prichodu
svétla tkanémi. (Benov 2015, Castano et al. 2004). Optickym oknem tkané je tedy Casto
nazyvana oblast mezi 600-1200 nm (obr. 2). Nicméné pouze svétlo o vlnové délce
piiblizné do 800 nm je schopno efektivng vytvaret 'O,. Svétlo o delsi vinové délce totiz
neposkytuje dostatek energie ke spusténi fotodynamické reakce (Agostinis et al. 2011).
Nejvice vyuzivany rozsah vinovych délek pro PDT je ptfiblizn¢ 650—-850 nm a lze jej

také nazvat jako ,,fototerapeutické okno* tkané (Yoon et al. 2013).

Vzhledem k tomu, ze se nadorové léze mohou vyskytovat povrchové, ale
1 hloubéji, vyvoj PS se zacal orientovat na jejich aktivaci svétlem pii vysSich vlnovych
délkach. To umoznilo zlepsit schopnost 1é¢it pomoci PDT hloubéji uloZené nadory diky

vys$8i penetraci svétla o vyssi vinové délce tkanémi (Allison a Sibata 2010).
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Obr. 2 Oblast optického okna tkané s vyznacenymi absorpcnimi spektry diilezitych endogennich
chromofori (Castano et al. 2004)
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3.4.2 Volba svételného zdroje pro PDT

Vhodny svételny zdroj by mél prokazat vhodné spektralni charakteristiky, které
se shoduji s maximalni absorp¢ni vlnovou délkou PS, kterd je schopna generovat
dostatek ROS pro docileni cytotoxického efektu v nddorové tkani (Robertson et al.
2009). Svételné zdroje by mély prokazat maximalni efekt 1€cby s minimem poskozeni
normalni zdravé tkan¢. Hlavnimi ptekdzkami pro rozsifeni vyuzivani PDT jsou cena,

komplexnost a dostupnost svételnych zatizeni (Yoon et al. 2013).

Jako zdroj svétla pro PDT jsou vyuzivany lasery nebo nekoherentni zdroje svétla
(LED aj.). Pomoci laserii je zajiStén vybér optimélni vinové délky pro maximalni
absorpci pouzitého PS, protoze predstavuje monochromaticky zdroj svétla. Vybér

vhodné vinové délky zajistuje vysokou produkci ROS (Moreira et al. 2008).

Lasery mohou byt spojeny s optickymi vlaky, kterd umoziuji zavedeni svétla
do neptistupnych oblasti, jako je travici trakt, mocovy méchyf nebo mozek
(Agostinis et al. 2011). Nelaserové  zdroje mohou byt vyznamngj§i naptiklad
v dermatologii pro velky povrch, ktery jsou schopny ozafit, niz$i cenu a velikost

(Moreira et al. 2008).

3.5 FOTOSENZITIZERY

PS jsou slouceninami schopnymi absorbovat svétlo o specifické vinové délce
a preménit jej na uzite€nou energii, kterd u PDT zodpovida za produkci cytotoxickych
ROS. Klicovou charakteristikou kazdého PS je jeho schopnost akumulovat se
v pozadované tkani, kde poté cytotoxicka agens indukuji pozadovany biologicky efekt

(Sharman et al. 1999).

PS jsou hlavni souc¢asti PDT. Jejich fotofyzikéalni a farmakokinetické vlastnosti
jsou urceny jejich strukturou. Rozdilnost v téchto vlastnostech vede k jejich rtzné
ucinnosti, selektivité k nddortim, odliSnym ozafovacim schématim a nezéddoucim

ucinkiim (hl. fotosenzitivita) (Zimc¢ik a Miletin 2009).
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Piestoze je zndmo, Ze interval mezi podanim PS a ozafenim cilové tkané je
dlouhy (difuze PS z normalnich tkéni), tak se nyni predpokladd, ze ucinnost na nadory
muze byt vnekterych piripadech lepsi pfi zkraceni intervalu mezi podanim PS
a ozafenim, kdy je PS stile pfitomny v cévach a zpisobi vaskularni poskozeni
(Agostinis et al. 2011). Tento typ PDT je znam jako fotodynamicka terapie zamétend

na cévy (VTP).

Dnes je znamo velké mnozstvi potencidlné vyuzitelnych PS pro PDT. Nékteré
znich je moZzné syntetizovat z dostupnych piirodnich materidlti, jako jsou hem,
chlorofyl nebo bakteriochlorofyl. Ve srovnani s komplikovanou celkovou chemickou
syntézou latek je syntéza PS z prirodnich latek ekonomictéjsi a Setrnéj$i pro zivotni

prostiedi (Castano et al. 2004).

3.5.1 Idealni fotosenzitizér

Pro hledani novych PS, vhodnych pro PDT, byla v§eobecné definovana kritéria

»idedlniho PS*, jehoZ vlastnosti je snaha u novych PS dosédhnout.

Idedlni PS by méla byt chemicky Ccistd latka o znamém sloZeni, stabilni
pii pokojové teploté, jejiz syntéza by méla byt ptimocara. Chemicka Cistota a znalost
sloZzeni umoZiuje analyzy pro kontrolu kvality PS. Ide4lné¢ by molekula PS méla byt
rozpustnad ve vodé nebo smési vodnych rozpoustédel. Agregace PS v biologickych
systémech je nezédouci, jelikoZz snizuje fotochemickou aktivitu PS. Idealni PS by m¢l
vykazovat nizkou vlastni toxicitu a byt cytotoxicky pouze v pfitomnosti svétla
o definované vlnové délce. Po podani by nemél zplsobovat toxické ucinky (alergickeé
reakce, hypotenze aj.). Molekuly PS by mély byt zadrzovany preferencné v pozadované
tkani, z normalnich tkani by mél byt rychle vylucovan. To vede ke zvySeni selektivity
PS k naddorovym bunkam. Piebytek PS by mél byt rychle vyloucen z téla, jelikoZ
nekteré PS maji tendenci se hromadit v kiizi a zapficinovat fotosenzitivitu, pfi niz jsou
pacienti nuceni se vyhybat pfimému slune¢nimu zatreni po dobu az nékolika tydnd. PS
by mél mit vysokou fotochemickou aktivitu a byt schopny efektivné vykazovat vysoky
@, ¢i dalsich ROS. M¢1 by idealné siln€ absorbovat svétlo o vyssich vinovych délkach
(Cervena oblast spektra), idedlné¢ v rozsahu 600-800 nm, kde je také rozptyl svétla

v

mela byt nizka, a PS by mél byt komer¢né dostupny pro moznost rozsahlejsiho
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vyuzivani PDT (Agostinis et al. 2011, Castano et al. 2004, Yoon et al. 2013, Zimc¢ik a
Miletin 2009).

3.5.2 Struktura fotosenzitizéra

Vétsina PS pouzivanych v terapii nadorit je odvozena od struktury
tetrapyrolového makrocyklu, ktery se nalézd u pfirozené se vyskytujicich pigmenti,
hemu, chlorofylu nebo bakteriochlorofylu (Castano et al. 2004). Hlavnimi strukturnimi
skupinami PS této skupiny jsou porfyriny a jejich analoga, chloriny, bakteriochloriny

a ftalocyaniny (Obr. 3) (Benov 2015).
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porfyrin chlorin bakteriochlorin ftalocyanin

Obr. 3 Hlavni strukturni skupiny PS odvozenych od tetrapyrolového makrocyklu

Porfyriny ptredstavuji pln€ konjugované tetrapyroly liSici se v poctu a typu
postrannich skupin. Chloriny maji oproti porfyrinllm ve svém pyrolovém jadie
redukovanou jednu dvojnou vazbu. Tato redukce umoZznuje posun absorpéniho maxima
PS do oblasti 650-690 nm. Bakteriochloriny se vyznacuji dvéma redukovanymi
dvojnymi vazbami ve svych dvou pyrolovych jadrech. I tato redukce pftispiva
k vyraznéjSimu posunu maxima absorpce jest¢ dale do Cervené oblasti spektra. Dalsi
strukturni skupinou jsou ftalocyaniny, které¢ maji maximalni vinovou délku absorpce
vétsi neZ 650 nm (Castano et al. 2004). Jednd se tetraazoporfyriny, nebo také
porphyraziny se C¢tyfmi dal$imi benzenovymi jadry kondenzovanymi k pyrolovym
podjednotkdm (Moreira et al. 2008).
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3.5.3 Déleni fotosenzitizéru do generaci

Obecné lze dostupné fotosenzitizéry rozdé€lit do tii generaci. Zastupcem prvni
generace PS je derivat hematoporfyrinu (HpD, porfimer sodny), dostupny jako
Photofrin®. Latky prvni generace maji bohuzel n&kolik nevyhod. Slab& absorbuji svétlo
pti nizsich vinovych délkach (kolem 630 nm), jedna se o chemicky riizné smési latek,
které¢ jsou zadrzovany kuzi po nékolik mésicli, kdy zpisobuji dlouhodobou kozni

fotosenzitivitu (Zimcik a Miletin 2009, Yoon et al. 2013).

Druhd generace PS zahrnuje latky, které byly vyvijeny, aby piekonaly
nedostatky PS prvni generace (Allison a Sibata 2010). Druha generace PS se vyznacuje
absorpci svétla pii vinovych délkach mezi 670-800 nm, tato vlnova délka svétla
prochazi tkanémi hloubéji (2—3 cm). Jejich silngjsi absorpce zajiSt'uje snizeni mnoZstvi
PS, vyZadované pro terapeuticky efekt. JiZ se nejednd o smési latek, jako je tomu

u prvni generace (Zimcik a Miletin 2009).

Treti generace predstavuje PS predchozich generaci, kovalentné spojenych
s riznymi molekulami (pfenaseci), majici afinitu k nadorové tkéni nebo receptorim
exprimovanych v téchto tkanich (Agostinis et al. 2011, Zim¢ik a Miletin 2009).
PfenaSe¢i mohou byt naptiklad monoklondlni protilatky, cholesterol, proteiny nebo

liposomy, zajistujici zacileni na oblast nadorové tkané (Yoon et al. 2013).

3.5.4 Prvni generace fotosenzitizéru

e Porfimer sodny

Porfimer sodny, neboli derivat hematoporfyrinu (HpD), je prvnim PS klinicky
pouzitym pro nadorovou 1é¢bu. Komeréné je znamy pod nazvem Photofrin® (Agostinis
et al. 2011). HpD se skladd ze smési porfyrinovych monomerd, dimerti a oligomert
odvozenych riznymi chemickymi manipulacemi z hematoporfyrinu (Allison a Sibata
2010), latky izolované z hemoglobinu. (Moreira et al. 2008). Ve vodé rozpustny
porfimer sodny je aplikovan pacientim intraven6zné v davkach 2 mg/kg. Jeho
biologicky poloCas se pohybuje vrozmezi 17-22 dni. NejlepSiho vychytavani PS
nadorem je pak dosahovéano za 45-50 hodin, kdy dochazi k ozatfovani cilové oblasti

(Zimcik a Miletin 2009).
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Vyuziti tohoto PS se zaméfuje na lécbu velkého mnozstvi solidnich nadord
zahrnujicich nadory plic, zaludku, jicnu, mocového méchyte, mozku a délozniho ¢ipku

(Agostinis et al. 2011, Moreira et al. 2008).

I ptes to, ze je HpD pravdépodobné sveétoveé nejpouzivanéjSim PS, vykazuje
tento PS celou fadu nevyhod (Agostinis et al. 2011). Jedna se hlavné o dlouhotrvajici
fotosenzitivitu pacientd vyvolanou prodlouzenou retenci PS v kuzi, kterd trva
az 10 tydnti, a pacienti se po tuto dobu musi vyhybat pfimému slunecnimu zateni
(Ormond a Freeman 2013, Zim¢ik a Miletin 2009). Dalsi nevyhodou je nizk4 absorpce
svétla pii 630 nm, limitujici efektivni penetraci tkdnémi (Ormond a Freeman 2013).
Za nevyhodu lIze také povazovat chemickou nejednotnost, nejednd se totiz o chemicky
definovanou entitu, nybrz o smes latek s neurcitou strukturou a slozenim (Moreira et al.

2008).

Tyto nevyhody vedly k vyvoji novych, chemicky dobfe definovanych PS
s vylepSenymi farmakokinetickymi a optickymi vlastnostmi. Tyto latky zatazujeme

do druhé generace PS (Moreira et al. 2008).

3.5.5 Druha generace fotosenzitizéru

3.5.5.1 PORFYRINY

e Kyselina 5-aminolevulova

Kyselina 5-aminolevulovd (ALA) figuruje v PDT jako prolécivo (Levulan®).
Samotna molekula ALA je neaktivni — sama o sob€ neni PS, pouze je prekurzorem

fotosenzitivniho protoporfyrinu IX (PPIX) (Moreira et al. 2008).

S vyjimkou zralych erytrocyti je v lidském téle vétSina typi bunék vybavena
metabolickym aparatem pro syntézu hemu (Castano et al. 2004). Fyziologicky
v organismu piedstavuje ALA prvni krok syntézy porfyrind, kdy dochdzi pomoci ALA
syntetazy k jeji tvorbé z glycinu a sukcinyl koenzymu A. Endogenné syntetizovana
molekula ALA je vnéckolika reakcich pfeménéna az na samotny hem.
Za fyziologickych podminek nedochdzi k akumulaci meziprodukti syntézy hemu
v buiice, protoze koncentrace hemu funguje jako zpétnovazebny mechanismus,
inhibujici syntézu endogenni ALA. DalSim limitujicim faktorem je limitovana kapacita
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enzymu ferochelatazy, preménujici posledni meziprodukt PPIX na hem (Zimcik a

Miletin 2009).

Enzymaticky pomoci né¢kolika reakei se z prolé¢iva ALA stava aktivni PS —
PPIX (Obr. 4). V piipadé dodani piebytku exogenni ALA se PPIX zacina kumulovat,
coZ zpusobi snizeni produkce hemu (Allison a Sibata 2010) vlivem vycerpani kapacity
ferochelatazy (Zimcik a Miletin 2009). Tento krok je klicovy pro PDT, protoze umozni
kumulaci aktivniho PS v tkanich. Navic nadorova tkan je schopna po podani exogenni
ALA produkovat mnohem vétsi mnozstvi PPIX ve srovnani s normalni tkani, a dochazi
tak k zasadnimu rozdilu v koncentracich PPIX v normalni a nadorové tkani (Allison a

Sibata 2010).

. J
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Obr. 4 Prolécivo — kyselina 5-aminolevulova (vlevo) a aktivni fotosenzitizér — protoporfyrin IX

(vpravo)

Exogenni ALA je mozné aplikovat oralné, intravendzné nebo povrchové
(Allison a Sibata 2010). Vykazuje nizkou toxicitu a je rychle vylu¢ovana z té€la pomoci

JiZ existujiciho mechanismu eliminace (Moreira et al. 2008).

ALA je oficidlné schvélena pro pouziti v 1é€bé aktinické keratézy hlavy
aobliceje (Zimc¢ik a Miletin 2009). Je také vyuZzivana pro zobrazovani a Iécbu
povrchovych nddorti (Josefsen a Boyle 2012). Pro zobrazovani nddorové tkané miize
byt vyuzivana diagnosticky z divodu produkce fluorescence PPIX, kterd miize byt

vizualizovand modrym svétlem (Moreira et al. 2008).

Derivaty ALA jsou klinicky vyuzivany pro 1écbu a zobrazovani bazéalniho
bunécného karcinomu a dalSich koznich 1ézi. ALA je pouzivana i v dermatologii

pro povrchovou 1é&bu psoriazy, Bowenovy choroby a akné. Estery ALA (Benvix®,
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Metvix® a Hexvix™ jsou vyuzivany v 16¢bé gastrointestinalnich nadorii a v diagnostice

nadori mocového méchyte (Josefsen a Boyle 2012).

Malé molekuly ALA derivati jsou schopny prostupovat kizi v misté nadoru
selektivnéji a zplusobovat zde fluorescenci a zvySeni fotosenzitivity nadorit tvorbou

PPIX. To z nich d¢la ideélni terapeuticka Cinidla (Josefsen a Boyle 2012).

3.5.5.2 CHLORINY

e Verteporfin

Verteporfin (Obr. 5), neboli benzoporfyrinovy derivat (BPD), je zastupcem PS
skupiny chlorinii, odvozeny od protoporfyrinu (Moreira et al. 2008). Jedna se o PS
tézko rozpustny ve vodé, proto musi byt podadvan ve formé liposomt (Zimc¢ik a Miletin

2009).

H;CO0C COOH

Obr. 5 Struktura verteporfinu

Tento PS se vyznacuje rychlym vychytdvanim tkdnémi, rychlou eliminaci
a selektivitou vychytavani endotelidlnimi bunikami (Moreira et al. 2008). M4 také kratsi
interval mozné kozni fotosenzitivity po podani diky rychlejsi farmakokinetice v plazmé
a tkanich, kterd umoznuje rychlejsi exkreci PS ztéla (Josefsen a Boyle 2012).
Biologicky polo¢as BPD v plazmé se pohybuje okolo 5—6 hodin. Nadorova tkan je
obvykle ozafovdna 15 minut po podani PS. Délka mozné fotosenzitivity neni zpravidla

delsi nez 48 hodin (Zim¢ik a Miletin 2009).

UspéSnost BPD je pfipisovdna vysSimu absorpénimu maximu (pfiblizné

690 nm). Ve srovnani s Photofrinem® a jeho vinovou délkou absorpéniho maxima,
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vlnova délka absorpéniho maxima BPD pronika tkanémi o 50 % lépe (Josefsen a Boyle

2012).

Verteporfin zpiisobuje uzavirani cév, proto je optimdlni pro lécbu 1ézi
zpusobenych novotvotrenou vaskularizaci (Zimc¢ik a Miletin 2009). Klinicky byl BPD
schvalen pro lécbu vékem podminéné makularni degenerace (AMD), ktera je pfi¢inou
tézké ztraty zraku az slepoty u starSich osob, a prokdzal ucinnost také u koznich

nemelanomovych nadorti (Josefsen a Boyle 2012, Moreira et al. 2008).

e Talaporfin

Talaporfin, chemicky mono-L-aspartyl chlorin e6 (Obr. 6), piedstavuje
hydrofilni substanci ze skupiny chlorinil, odvozenou od molekuly chlorofylu (Moreira
et al. 2008). Jedna se o semisynteticky derivat chlorinu e6, ziskané¢ho reakci chlorinu €6

s kyselinou asparagovou (Zimc¢ik a Miletin 2009).

CH,
7 CHs

NH

HOOC COOH

Obr. 6 Struktura talaporfinu

Vykazuje vynikajici fotodynamické vlastnosti in vitro a in vivo. Chemicky Cisty
talaporfin vykazuje signifikantni absorpci svétla pfi vinové délce 664 nm. (Moreira et
al. 2008). Pro maximalni efekt 1écby by k ozateni cilové tkdn€¢ mélo dojit 2—4 hodiny
po intravendzni infuzi. Talaporfin je z téla vyluovan Zluci, proto musi byt vénovéana
vysS§i pozornost pacientlim s chorobami jater (Allison a Sibata 2010). Stejné jako BPD
talaporfin zplsobuje po podani minimélni kozni fotosenzitivitu (Ormond a Freeman

2013).
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Tento hydrofilni PS je obvykle vazan v plazmé¢ a predpoklada se, ze ma spise
vaskuldrni ucinky (Allison a Sibata 2010). V buiikkdch se tento PS lokalizuje
v lysozomech (Moreira et al. 2008).

Jedna se o potencidlni PS pro PDT pro 1écbu fibrosarkomu, nadort jater, mozku,
dutiny ustni. V Japonsku byl talaporfin schvalen také pro 1é¢bu nadorti plic (Ormond a

Freeman 2013).

e Temoporfin

Dalsim ¢lenem rodiny chlorini je temoporfin (Obr. 7), chemicky
metatetrahydroxyfenylchlorin (mTHPC). Jedna se o komer¢né dostupny a Siroce
pouzivany PS pro PDT (Allison a Sibata 2010). Lze jej syntetizovat
z metatetrahydroxyfenylporfyrinu  redukci jednoho z pyrolovych jader (Ormond a
Freeman 2013). Rozpustnost mTHPC ve vod¢ neni pfili§ dobra, proto se podava jako
smés s vodou, etanolem a polyetylenglykolem (Zimcik a Miletin 2009). K selektivni
akumulaci temoporfinu v nadorové tkani a jeho eliminaci z normalnich tkani dochazi az

za 4 dny po podani, k ozafovani mize tedy dojit az po této dob¢ (Allison a Sibata 2010).

Obr. 7 Strukrtura temoporfinu

K efektivni aktivaci PS dochazi pii vinové délce 652 nm (Ormond a Freeman
2013). Temoporfin patii k nejucinngjsim PS pro svilj neobycejné vysoky @, (Allison a
Sibata 2010). Vyhodou temoporfinu je také nizka davka svétla pro dosazeni

fotodynamického efektu (Josefsen a Boyle 2012).

Pro 1écbu jsou vyzadovany nizké davky tohoto PS, coz je jeho dalsi velka

vyhoda. Jeho slabinou ale zlstdva vysoka fotosenzitivita, projevujici se u nékterych
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pacientll, kterd muze trvat az 6 tydnu. I ptes kratky pribéh 1é€by se mize u pacientil

objevit neptijemna bolest (Allison a Sibata 2010, Ormond a Freeman 2013).

V Evropé¢ byl tento PS schvalen pro 1é¢bu nadort hlavy a krku (Moreira et al.
2008). V klinickych studiich vykazuje také dobré vysledky pii 1écbé bazalniho

bunécného karcinomu (Zim¢ik a Miletin 2009).

e Rostaporfin

K chlorinovym PS patii také rostaporfin (cinicity etiopurpurin, SnET2,
Purlytin" ). Jedna se o synteticky purpurin (Obr. 8), ktery je degradaénim produktem
chlorofylu (Allison a Sibata 2010).

"

OCH,CH,

Obr. 8 Struktura rostaporfinu

Rostaporfin je aktivovan svétlem o vinové délce 664 nm (Ormond a Freeman
2013). Posun absorpéniho maxima k delSim vlnovym délkdm podporuje centralné

koordinovany atom cinu (Allison a Sibata 2010).

Jednd se o hydrofobni PS, proto musi byt podavan s emulgatorem (Zimc¢ik a
Miletin 2009). Soucasny pienasec rostaporfinu je slozenim podobny vejcim, proto musi
byt zohlednéna ptipadna alergie pacientii na vejce, aby nedoslo k propuknuti alergické
reakce. Cilem tohoto PS jsou bunééné membrany. Lécba je zahajovana 24 hodin
po aplikaci PS v davce 1,2 mg/kg. Po podani se miize u pacientii objevit bolest, dochazi
také k iniciaci fotosenzitivity, ktera trva piiblizné¢ 14 dni po aplikaci PS (Allison a

Sibata 2010).

33



Rostaporfin byl vyvinut pro 1écbu AMD. Prosel I1I. fazi klinického hodnoceni,
zatim vSak nebyl schvélen pro dalsi pozadavky potvrzeni G¢innosti a bezpecnosti jeho
pouziti (Zimc¢ik a Miletin 2009). Tento PS prosel také klinickym hodnocenim pro 1écbu
metastatického adenokarcinomu prsu, bazalniho bunééného karcinomu a Kaposiho

sarkomu (Ormond a Freeman 2013).

3.5.5.3 TEXAPYRINY

¢ Motexafin lutetium

Zastupcem PS ze skupiny texapyrinil je motexafin lutetium (Lutrin®, Lu-tex).
Jedna se o syntetické barvivo, obsahujici ve svém jadie 5 atomi dusiku (Zimcik a

Miletin 2009). Struktura PS je zobrazena na Obr. 9.

Obr. 9 Motexafin lutetium

K maximalni absorpci svétla dochazi pti 732 nm. Tento PS produkuje vysokeé
mnozstvi '0,, diky Gemuz miize 1é¢ba trvat jen kratkou dobu. K nejvétsi akumulaci PS
dochazi v nové vytvofenych cévach, méné pak v nddorové tkdni (Allison a Sibata
2010). Vykazuje také dobrou afintu k lipoproteintim, miize tak byt aktivni proti
aterosklerotickym platim (Zimc¢ik a Miletin 2009).

Molekula PS je hydrofilni, se snadnou intravenozni aplikaci. Exkrece PS
z organismu probihda velmi rychle, diky tomu nezptlisobuje fotosenzitivitu del$i nez

1 den (Allison a Sibata 2010).
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Motexafin lutetium byl v USA schvalen pro 1é€bu nadorti prsu a malignich
melanomi (Josefsen a Boyle 2012). Jevi se taktéz slibn¢ pro 1é€bu nadorii prostaty
(Zim¢ik a Miletin 2009). Prochazi klinickym hodnocenim pro 1é¢bu nédortt délozniho
hrdla. Jeho derivaty jsou taktéz klinicky hodnoceny, Optrin® pro 1é¢bu AMD, a Antrin®

pro fotoangioplastiku cév u aterosklerdzy (Ormond a Freeman 2013).

3.5.5.4 FEOFORBIDY

Skupina feoforbidl, syntetizovana z chlorofylu, je charakteristickd dvéma

dal$imi vodiky v jednom pyrolovém kruhu (Ormond a Freeman 2013).

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

Zastupcem skupiny feoforbidii je chlorinovy derivat 2-(1-hexyloxyethyl)-2-
devinyl pyrofeoforbid (HPPH). Tato vysoce hydrofobni sloucenina je charakteristicka
pomalou farmakokinetikou a exkreci z organismu (Allison a Sibata 2010). Aby byl
HPPH rozpustny ve vod¢, je vyzadovéan solubilizér nebo miize byt aplikovan jako

suspenze nanokrystalii (Zim¢ik a Miletin 2009).

PS je aktivovan pfi absorpénich maximech 665 nm a 408 nm, ¢imZ je umoZnéna
1é€ba povrchovych i1 hloub&ji uloZenych 1ézi. Aplikovana davka PS se pohybuje
mezi 2,5-6 mg/m*>.V plazm& muze byt detekovan i nékolik mésict po aplikaci PS.
I pfesto zplsobuje jen minimalni fotosenzitivitu (Allison a Sibata 2010, Zimc¢ik a

Miletin 2009).

HPPH (Obr. 10) je klinicky zkouman pro pouziti pfi 1é€bé nadort jicnu, kiize,
plic, dutiny ustni, hlavy a krku (Ormond a Freeman 2013).

HOOC

Obr. 10 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyrofeoforbid (HPPH)
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3.5.5.5 PORPHYCENY

Konstituénimi izomery porfyrinii jsou zcela syntetické porphyceny. Derivaty
porphycent vykazuji vyssi absorpéni maximum v Cerveném spektru (> 600 nm) nez
porfyriny. Diky rychlému vychytavani PS tkanémi a rozmanitym cilovym bunécnym
organeldm se porphyceny jevi jako vhodni kandidati pro PDT. Acetoxy-2,7,12,17-
tetrakis-(B-metoxyethyl)-porphycen (ATMPn) patii k nejvice studovanym zastupciim
porphycenti (Obr. 11) pro PDT (Zimcik a Miletin 2009). Vykazuje absorpéni maximum
pfi 640 nm. Tento PS byl hodnocen pro 1é€bu psoridzy a nemelanomovych nadori kiize

(Josefsen a Boyle 2012).
H,CO OCHs
O\”/
o)

H3CO OCH;

Obr. 11  Acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(p-metoxyethyl)-porphycen

3.5.5.6 BAKTERIOCHLORINY

Ke skuping bakteriochlorini se fadi padoporfin (WST09, Tookad®)
a padeliporfin (WST11, Stakel®). Jedna se o derivaty bakteriochlorofylu, bakterialniho

ekvivalentu chlorofylu, obsahujici centralni atom paladia (Obr. 12).

Hydrofobni padoporfin vyzaduje pro podani pouziti nosice. Padeliporfin je
hydrofilni sloucenina, jejiz podani je jednodussi (Allison a Sibata 2010). Absorp¢ni
maximum padoporfinu je 763 nm, padeliporfin absorbuje pii 753—757 nm, je tak
umoznén hlubsi prinik svétla tkdnémi (Kawczyk-Krupka et al. 2015). Ukazalo se, ze
ob¢ tyto latky zplisobuji po ozareni rychly uzavér cévni cirkulace (Allison a Sibata

2010).
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Obr. 12 Padoporfin (vievo), padeliporfin (vpravo)

K exkreci bakteriochlorinii dochazi velmi rychle, proto k ozéafeni dochazi jiz
kratce po jejich aplikaci. Fotosenzitivita se rozviji pouze do 3 hodin od aplikace PS

(Allison a Sibata 2010).

Oba tyto senzitizéry jsou klinicky hodnoceny pro 1écbu nadord prostaty
(Ormond a Freeman 2013). Mohou mit potencidl 1 vI1écbé choroidialni

neovaskularizace (Zimc¢ik a Miletin 2009).

3.5.5.7 FTALOCYANINY

Skupina ftalocyaninti (Pc) pfedstavuje intenzivné modrozelené zbarvené,
aromatické makrocykly. Vytvafi koordinacni komplexy s Sirokou Skalou kovi, nejvice
slibné se jevi komplexy s Al, Si a Zn (Obr. 13). Strukturné souvisi Pc s porfyriny. Jedna
se o tetraazoporfyriny, které maji nahrazeny ctyfi uhliky v meso-pozicich atomem
dusiku. V B-pozicich kazdé pyrolové podjednotky maji Pc kondenzovan benzenovy
kruh, ktery zesiluje jejich absorpci pfi vysSich vinovych délkach (670-780 nm). Toto
zesileni umoznuje efektivnéjsi prinik svétla nddory, proto Pc piedstavuji slibné

zastupce PS druhé generace (Josefsen a Boyle 2012, Zim¢ik a Miletin 2009).
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Obr. 13 Struktura ftalocyaninii (M = napv. Al, Zn, Si)

Je obecné znadmo, ze Pc maji tendenci vysoce agregovat a vytvaret dimerni
aoligomerni formy v disledku rozsahlého systému m-vazeb. Agregace ovliviiuje
vlastnosti Pc, zejména fotofyzikalni, spektroskopické a elektrochemické. Vyhodou
téchto makrocyklickych sloucenin je dlouhd Zivotnost jejich tripletového excitovaného

stavu, jejimZ vysledkem je vysoce Gi¢inna produkce 'O, (Moreira et al. 2008).

Zivotnost excitovanych stavii Pc miize byt ovlivnéna jejich agregaci, kdy
dochdzi k niz8i produkci singletového kysliku a fluorescence. Agregace muze byt
potlacena modifikaci struktury Pc, napiiklad 1ze do periferni struktury makrocyklu

zavést objemnéjsi a/nebo nabité substituenty (Zimcik a Miletin 2009).

ProtoZe se jedné o vysoce hydrofobni slouceniny, byvaji pfipravovany ve forme
liposomtl. Lécba je zpravidla zahdjena hodinu po aplikaci PS. Z organismu jsou Pc
obecné eliminovany béhem 24 hodin, coZ snizuje riziko kozni fotosenzitivity (Allison a

Sibata 2010).

Zastupci skupiny Pc jsou hlinity flalocyanin tetrasulfonat (AIPcS4, Photosens™)
a kfemicity ftalocyanin (Pc4). AlPcS4 vykazuje absorpéni maximum pii 676 nm.
Sulfonaci je zvysSena jeho rozpustnost ve vodé a sniZzena agregabilita. V Rusku je tento
typ PS schvélen a pouzivan pro 1é€bu nadorti Zaludku, kiZe, dutiny ustni, jazyka, rtt
aprsu. Tento typ Pc ale plsobi fotosenzitivitu s dobou trvani 4-6 tydni (Zimcik a
Miletin 2009). Pc4 absorbuje maximalné pii 675 nm. Tento Pc dokon¢il I. fazi
klinického hodnoceni pro 1é¢bu koznich nédorii, aktinické kerat6zy, Bowenovy nemoci
a mycosis fungoides (Ormond a Freeman 2013). Také byl hodnocen pro sterilizaci

krevnich komponent (Josefsen a Boyle 2012).
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3.5.5.8 NAFTALOCYANINY

Naftalocynaniny (NPc) pfedstavuji Pc derivaty — rozsifené o dals$i benzenové
jednotky (Obr. 14). Ve srovnani s Pc absorbuji NPc pii delSich vinovych délkach
(740-780 nm), pti nichz je dosazeno hlubsiho priniku tkdnémi. Diky této absorp¢ni
oblasti jsou NPc slibnymi PS pro PDT vysoce pigmentovanych melanomu, které

vykazuji problémy pii pfenosu svétla (Josefsen a Boyle 2012).

Obr. 14  Struktura naftalocyaninii (M = napr. Al, Zn, Si)

Stabilita NPc je nizsi nez u Pc, protoZe se v pfitomnosti svétla a kysliku snadno
rozkladaji (Josefsen a Boyle 2012). DalSimi nevyhodami jsou vys$i tendence k agregaci
molekul a horsi rozpustnost ve srovnani s Pc. Mohou mit horsi schopnost prichodu
biologickymi membranami pro svoji relativn¢ velkou molekulu (Zimcéik a Miletin

2009).

3.5.6 Treti generace fotosenzitizéru

U PS prvni a druhé generace, omezené rozpustnych ve vodnych roztocich
(zejména pfti fyziologickém pH), nastavd problém s pfimou intravendzni aplikaci PS
do krevniho fecisté. Proto je zcela Zadouci pro zvySeni selektivity a specifity vyvijet
systémy prenaSecil, které zajisti pfenos PS do cilové tkdn€ a zvysi tim vychytavani

samotného PS cilovou tkani (Josefsen a Boyle 2012).

Zakladnim mechanismem této skupiny fotosenzitizéri je tedy jejich konjugace
s riznymi prenaseci (Yoon et al. 2013). Velké mnozstvi biologicky aktivnich molekul
bylo konjugovano s PS. Jak bylo uvedeno na zacatku kapitoly, témito pfenaseci mohou

byt monoklonalni protilatky, cholesterol, proteiny, sacharidy, liposomy, které umoznuji
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zacileni na oblast nadorové tkané¢ diky afinit¢ k nddorim nebo specificky
exprimovanym receptorim v téchto tkanich (Agostinis et al. 2011, Yoon et al. 2013).
PtenaSeCovymi systémy mohou byt také nanocastice nebo polymery (Yoon et al. 2013).
Nanocastice byly vyvinuty jako alternativni pienaseCové systémy k liposomalnimu
pfenosu PS, ktery je spojovan s n¢kolika nedostatky. Napiiklad pouze mala frakce PS
muze byt efektivn€ inkorporovana do liposomii. Také Zivotnost liposom je ve srovnani

s nanocasticemi kratsi (Josefsen a Boyle 2012).

Vétsina aktivnich sloucenin se preferenéné vadze napiiklad na lipoproteiny
onizké hustoté¢ (LDL), jejichz receptory se ve zvySené mife vyskytuji prave
v nddorovych tkdnich. Tim je umoznéna zvySena afinita k cilové nadorové tkani
(Agostinis et al. 2011). LDL c¢astice jsou také vhodnym kandidatem pienasect, protoze
po ozafeni jsou vysoce oxidovany. Vznikajici reaktivni formy jsou cytotoxické
pro endotelialni buniky, ¢imz je zvySovan fotodynamicky efekt terapie (Josefsen a Boyle

2012).

Nekonjugované PS typicky dosahuji pomé&ru afinity k nadorové tkani oproti té
normalni pouze 2:1 az 5:1. Pro PDT je zasadni tento pomér zlepSovat, protoze je pak

umoznéno snizeni davky PS nezbytné pro 1écebny efekt (Josefsen a Boyle 2012).

3.6 BIOLOGICKE UCINKY FOTODYNAMICKE TERAPIE

Bylo zjisténo, Ze biologicky ucinek PDT je reprezentovan tfemi hlavnimi
vzajemné propojenymi mechanismy, ucastnicimi se smr§tovani a destrukce nadorové
tkang. Jedna se o primy letalni uginek ROS (hlavn& 'O,) na nadorové buiiky, poskozeni
cévniho zasobeni nadorové tkané, kde ndsledné dochazi ke snizeni dodavky kysliku
a zivin. Tfetim mechanismem PDT je zprostfedkovana aktivace imunitniho systému
proti nadorovym bunkam. Kombinace vSech téchto mechanismii je nezbytna

pro optimalni dlouhodobou terapii nddort (Castano et al. 2005a).
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3.6.1 Primy ucinek PDT

Vychytavani PS cilovymi buiikami je rozhodujicim faktorem efektivni PDT
(Castano et al. 2004). 'O, a jiné ROS maji kratkou Zivotnost, &imZ je omezena i jejich
migrace v bufnice, proto je subceluldrni lokalizace PS klicovym faktorem
PDT. Ovliviyje, které bunky budou po ozafeni preferencné usmrceny nasledkem
poskozeni téchto bunécnych struktur (Benov 2015, Zim¢ik a Miletin 2009). K hlavnim
strukturam, ve kterych se PS subcelularné lokalizuji, patfi mitochondrie a lysozomy.
Déle se PS mohou lokalizovat v plazmatickych membranach, Golgiho aparatu,

endoplazmatickém retikulu a jadfe (Josefsen a Boyle 2012, Zim¢ik a Miletin 2009).

VétSinou je ale velmi té€zké, nékdy az nemozné, definovat jedinou organelu
zodpovédnou za smrt builky, protoze v prubéhu inkubace nebo po ozafeni muize
dochazet ke zmeéné lokalizace PS. Naptiklad k lokalizaci PS v cytoplazmatické
membrané dochdzi pouze v prvnich minutich inkubace, proto neni ¢astym cilem PS.
Jednotlivé PS se mohou také lokalizovat i ve vice organelach. Celkové tak dochazi
ke zvySeni poctu intraceluldrnich cila PS. Difuze PS v cytoplazmé naznacuje, Zze PS

nevykazuje preferencni lokalizaci (Zim¢ik a Miletin 2009).

Vychytavani PS a jeho subcelularni lokalizace je ovlivnéna tfemi hlavnimi
parametry — nébojem, lipofilitou a prostorovou strukturou molekuly PS. Vliv
na subcelularni lokalizaci ma chemicka povaha slouceniny, proto ji mize ovlivilovat
také molekulovd hmotnost, vazba na proteiny, koncentrace dané¢ho PS nebo délka

inkubacniho ¢asu (Castano et al. 2004).

Bylo zjisténo, Ze negativni naboj je nezadouci pro transport pfes membrany
(Benov 2015). Obecné Ize fict, ze vice hydrofobni PS se dvéma nebo méné negativnimi
naboji prostupuji membranami snadnéji, proto dochéazi k vy$§imu vychytavani bunikami.
Ty PS, které maji vice nez dva negativni nadboje a jsou méné hydrofobni, ptredstavuji
vice polarni molekuly, které membranami prochazet nemohou, proto jsou vychytavany
pomoci endocytdzy a nasledné lokalizovany v lysozomech (Castano et al. 2004, Zimc¢ik
a Miletin 2009). PS s kationickym charakterem jsou naopak lokalizovany spiSe
v mitochondriich (Macdonald a Dougherty 2001, Castano et al. 2004). Délka
postranniho fetézce také ovliviiuje vychytdvani PS nadorovymi bunkami, kdy

pti zvySovani délky fetézce od 1 do 8 uhlikd se zvySuje i vychytavani PS. Faktorem
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ovlivitujicim hloubku priniku PS membranami a silu hydrofobnich a hydrofilnich

interakci je také prostorova struktura molekuly PS (Benov 2015).

Ptesto, ze lysozomaln¢ lokalizované PS vedou k bunécné smrti po ozateni, kdy
dojde k poruseni jejich membrany a traveni builky pomoci hydrolytickych enzymut
z lysozomt, relativni ucinnost takto lokalizovanych PS je nizSi nez u téch, které se
lokalizuji v mitochondriich a jinych organelach. Divodem muize byt tendence
k lokalizaci vice agregujicich PS v lysozomech ¢i inaktivace hydrolytickych enzymi

cytosolickymi inhibitory nebo PDT Iécbou (Benov 2015, Castano et al. 2004).

Ptesna subcelularni lokalizace PS je kliCovym faktorem i pro typ bunééné smrti
indukovany fotodynamickym zasahem (Josefsen a Boyle 2012). Obecné je pfijimano,
ze lokalizace PS v mitochondriich a jejich nésledné poSkozeni pomoci PDT vede
dochazi ke vzniku energetické nerovnovahy, protoze je poruSena funkce tvorby

adenosintrifosfatu (ATP) v bunikach (Zimc¢ik a Miletin 2009).

3.6.2 Ucinek na cévni zasobeni nadoru

Nadorova tkan pro svij rust vyZaduje adekvatni dodavku krve, kterd mu pifinasi
kyslik a vyZivu. PoSkozenim vaskularizace nadorti 1ze efektivné ovlivnit dalSi rast
nadoru a pfispét tak k 1écbé (Zimc¢ik a Miletin 2009). Kolaps cévniho zasobeni nadorti
vede khypoxii a nedostatku vyzivy. Jednotlivé PS mohou pisobit riznymi
mechanismy. Napiiklad Photofrin® zpusobuje konstrikci cév s jejich naslednym
prosakovanim, adhezi leukocytd a tvorbu trombu. Naopak ftalocyaniny zplsobuji
primarné pouze prosakovani cév (Castano et al. 2005a). Obecné Ize fici, ze pro asny
efekt na cévy je charakteristickd konstrikce cév. Dlouhodoby uzavér cév je spise

charakterizovan tvorbou trombu (Zimcik a Miletin 2009).

Afinita k endotelidlnim buikdm nédori mulze byt zajiSténa pomoci
prenasecovych molekul, jako je albumin nebo LDL, protoZe pro tyto molekuly existuje
v endotelu velké mnozZstvi receptorii. Jedna se tak o doplnujici faktor vychytavani PS

nadorovou tkdni (Huang et al. 2008).

Rozhodujicim parametrem pro optimalizaci u€inku PDT na cévy je interval mezi

aplikaci PS a ozéafenim (Castano et al. 2005a). Nevyssi Uc¢innosti je dosahovano
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ozatovanim a aktivaci PS kratce po jeho aplikaci, kdy se PS vyskytuje v cévach a jeste
nedochazi k prechodu do naddorové tkan¢ (Zimcik a Miletin 2009). Tento ptistup PDT je
oznacovan jako VTP. Je charakteristicka ozafovanim typicky 0—30 minut po aplikaci PS
(Huang et al. 2008). PS pouzivané pro VTP, nemaji vysokou selektivitu k nadorové
tkani a jsou rychle eliminovany z téla. Mohou tak pfinaSet benefity plisobenim primarné
na vaskularizaci nadort, zajist'ujici i¢innou 1écbu (Huang et al. 2008, Zimcik a Miletin
2009). Primarné mtize byt VTP pouZzivana k 1é¢bé novotvotrené vaskularizace naptiklad
u AMD. Zastupci bakteriochlorint, padoporfin a padeliporfin, jsou klinicky hodnoceny
v 1é¢beé nadort prostaty pravé pro zaméieni na cévni zdsobeni naddorti (Huang et al.

2008).

3.6.3 Imunitni odpoved’

Imunitni odpovéd’ vyvoland PDT sice nepfedstavuje primarni cestu vedouci
ke smrti nddorovych bunék, nepochybné ale ptispiva v terapii z dlouhodobého hlediska
kontroly nadorti (Zimcik a Miletin 2009). Za hlavni tkol akutni imunitni odpovédi
vyvolanou PDT, kdy dochdzi k naruSeni homeostazy, je povazovano odstranéni
poskozenych bunék a podpora hojeni s obnovou normalnich funkci tkdné (Agostinis et

al. 2011).

Dnes jsou znamy dva aspekty efektu PDT na imunitni odpovéd’ viici nadortim.
Jedna se o protinddorovou aktivitu zanétlivych bunék vyvolanou PDT a vytvofeni
dlouhodob¢é protinddorové odpoveédi imunitniho systému. Fototoxicka reakce PDT
nemusi byt smrtelnd pro vSechny nadorové bunky, tyto buniky pak pfedstavuji imunitni
stimul pro tvorbu zanétu (Castano et al. 2005a). Nasledkem PDT indukovaného
oxida¢niho stresu dochézi k vyvolani silné akutni zanétlivé reakce, ktera se projevuje
otokem v oblasti, kterd je léCena (Agostinis et al. 2011). Aktivace akutni imunitni
reakce zahrnuje produkci cytokinti, zdnétlivych a chemotaktickych molekul. Produkce
téchto latek v nadorové tkani po PDT iniciuje masivni, avSak regulovanou invazi
neutrofilli, mastocytl, monocytl a makrofagii do 1éCené oblasti. Nejvice znatelny je
rychly vzestup neutrofili, které maji pravdépodobné velky vliv na destrukci nadort
v souvislosti s PDT (Castano et al. 2005a, Zimc¢ik a Miletin 2009). Dé&je se tak skrze
sekreci jejich lysozomalnich enzymii a ROS, které nic¢i endotelidlni a nadorové buiiky.

Kdyz neutrofily odumiraji, jejich bunéfny obsah plsobi chemotakticky na dalsi
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molekuly (Macdonald a Dougherty 2001). V pribéhu imunitni reakce dochdzi také
ke zménam propustnosti cévniho zasobeni nadori, kdy se cévy stavaji propustnéjsi
pro prozanétlivé proteiny a proadhezivni pro bunky imunitniho systému (Agostinis et al.

2011).

Vsechny zminéné bunky piirozené imunity maji za kol neutralizovat zdroje
DAMPs (molekularni znaky spojené s poSkozenim bunék) a CDAMPs (molekularni
znaky spojené s bunéénou smrti), které jsou generovany nadorovymi buitkami, pomoci
eliminace pozustatki tkan¢ fagocytézou poskozenych a mrtvych bunck. Fagocytujici
builkky nésledné migruji do lymfatickych wuzlin, kde se diferencuji na antigen
prezentujici buniky. Prezentaci antigenti v lymfatickych uzlinach dochézi ke zvyseni
poctu klont lymfocyti, které nasledné eliminuji zbytkové nddorové bunky (Agostinis et

al. 2011).

PDT aktivuje také komplement, ktery piedstavuje dalsi efektorovy systém
vrozené imunity. Aktivaci komplementové kaskady a vytvofenim membranolytického
komplexu (MAC) v bunkdch cévniho endotelu dochazi k ptispéni kolapsu cévniho

zasobeni nddoru (Nowis et al. 2005).

3.7 BUNECNA SMRT A FOTODYNAMICKA TERAPIE

Ptesto, ze PDT vyvolava mnoho signaliza¢nich pochodi, jejim hlavnim tkolem
je primarn¢ usmrcovani nadorovych bunék (Castano et al. 2005b). Obecné vyvolava tti
zakladni typy bunééné smrti — apoptoézu, nekrézu a s autofagii spojenou smrt bunky
(Agostinis et al. 2011, Buytaert et al. 2007, Mroz et al. 2011). VSechny pifedstavuji
klicové mechanismy podilejici se na zajiStovani normalniho vyvoje, tkanové
homeostazy a hlavné€ na odstraniovani abnormalnich a poskozenych buné€k v organismu

(Buytaert et al. 2007)

Typ bunétné smrti po PDT mulze byt ovliviiovan raznymi faktory.

vvvvvv

a lokalni koncentrace, koncentrace kysliku, vinova délka a intenzita svétla pouzitého

pro ozatovani (Benov 2015, Castano et al. 2005b). Metabolicky stav bunky a faze
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bunécného cyklu Ize popsat jako vnitini faktory, které také mohou ovliviiovat citlivost

bunck na PDT (Plaetzer et al. 2003).

Za hlavni typ bunétné¢ smrti zplsobovany PDT je povazovana apoptodza
(Agostinis et al. 2011). Obecné¢ kapoptéze dochdzi u PS lokalizovanych
v mitochondriich nebo endoplazmatickém retikulu. PS, které se lokalizuji v spise
v plazmatickych membranach nebo lysozomech, mohou opozd’'ovat nebo blokovat
apoptozu, ¢imz dochazi k nekrotické smrti buniky. Proces autofagie, indukovany PDT,
muze byt cestou pokusu builkky o zajiSténi opravy a preziti poSkozenych klicovych
organel. Pokud ale tato signalizace selze, dochédzi ke smrti buiiky (Buytaert et al. 2007).
Bylo zjisténo, ze autogfagii iniciuji PS, lokalizujici se v lysozomech, endoplazmatickém

retikulu, mitochondriich a endozomech (Mroz et al. 2011).

3.7.1 Apoptoza

Apoptoza predstavuje komplexni vicekrokovy systém programované bunécné
smrti, kterou mé kazdéa buiika v organismu v sob& geneticky zakddovanou (Mroz et al.
2011). Jedna se bezpochyby o nejlépe prostudovany typ bunééné smrti (Buytaert et al.
2007). Nezadouci a potencialné Skodlivé bunky jsou pomoci apoptdzy odstraniovany

z organismu (Moreira et al. 2008).

Cely proces je regulovan vnitinimi a vnéjSimi faktory, kdy v jeho prabéhu
dochdzi k charakteristickym morfologickym, biochemickym a energetickym zméndm
v buiice (Plaetzer et al. 2003). Cely proces vyZzaduje pro svlj priib&h energii ve formeé
ATP (Buytaert et al. 2007). Predstavuje tak, ve srovnani s nekrézou, aktivni proces,
ktery vyuzivd ATP nebo jeho ekvivalenti ktvorbé apoptozomii, pienosu
proapoptotickych proteinti do jadra, kondenzaci chromatinu, tvorbé apoptotickych

télisek a dalsich morfologickych zmén.

Morfologicky je pro apoptozu charakteristickd kondenzace chromatinu, Stépeni
chromozomadlni DNA na fragmenty, smrStovani bunky, blebbing membrany (tvorba
zédhybll), degradace proteinti, tvorba apoptotickych télisek bez poSkozeni membrany
a expozice fosfatidylserinu na vngj$i stranu cytoplazmatick¢é membrany (Buytaert et al.
2007, Moreira et al. 2008). Vytvotena apoptoticka téliska jsou rozpoznavana a nasledné

pohlcovana fagocytujicimi buitkami (Plaetzer et al. 2003). Apoptoéza tak obchazi
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rozvinuti zanétlivé reakce v organismu, jelikoz je omezen unik intracelularniho obsahu

z buiiky do okoli. Ten je spojovan s nekrotickou buné¢nou smrti (Moreira et al. 2008).

V procesu apoptézy hraje dulezitou roli rodina Bcl-2 proteind, jez ma jak
antiapoptotické (napt. BclXL, Bcl-w), tak proapoptotické zastupce (napt. Bax, Bid).
Antiapoptotickd skupina mé za ukol apoptéozu vyvolanou za nékterych cytotoxickych
podminek inhibovat. V prib¢hu PDT ale dochdzi k jejich poSkozeni a aktivaci
proapoptotickych proteini (Mroz et al. 2011). Tomuto pfedpokladu nahrava studie
(Kessel a Castelli 2001), kterd zjiStovala, zda rodina Bcl-2 proteini je potencidlnim
cilem PDT. Byly pouzity PS, které se primarné lokalizuji v mitochondriich. Bylo
zjisténo selektivni poskozeni antiapoptotickych proteinti Bel-2, zatimco proapototicka

skupina proteint ziistala nepoSkozena.

Mnoho vnitinich a vnéjsich stimulti pro bunéénou smrt aktivuje rozdilné, ale
Casto prekryvajici se signalni kaskady, které zapfiini zvySenou propustnost
mitochondridlni membrany (Buytaert et al. 2007). Otevirdnim pord ve vnitini
a vnéj$i mitochondridlni membrané napiiklad vlivem pasobeni ROS dochézi
k uvolfiovani proteini z intramembran6zniho prostoru mitochondrie do cytoplazmy
(Plaetzer et al. 2003). Fotodynamické poSkozeni proteinli Bcl-2 je také signalem
pro permeabilizaci mitochondridlni membrany, uvolfiovani cytochromu c¢ a dalSich

molekul, jako je apoptdzu-indukujici faktor (AIF) (Agostinis et al. 2011).

Hydrofilni PS, lokalizované v lysozomech a endoplazmatickém retikulu, mohou
také béhem PDT indukovat proces apoptdzy. Ruptura lysozoméalni membrany vede
k naslednému uvoliiovani kathepsint z poskozenych lysozomd, které v cytosolu mohou
pfimo aktivovat kaspazovou kaskadu nebo $tépit Bid protein, jenz ptispiva k otevirani
p6rt mitochondridlni membrany. Poskozenim endoplazmatického retikula vlivem PDT
dochdzi k masivnimu uvolilovani véapenatych ionth do cytoplazmy, které

zpusobuji otevirani mitochondridlnich pora (Agostinis et al. 2011, Plaetzer et al. 2003).

PDT indukuje uvoliiovani cytokinli zrodiny TNF. Bylo zjiSténo, Ze tyto
cytokiny stimuluji produkci a translokaci lysozomalnich protedz do cytosolu, které
mohou zajistit uvoliiovani cytochromu c, a tak aktivovat vnitini cestu apoptdzy

(Moreira et al. 2008).
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Proces apoptéozy muze byt iniciovdn dvéma cestami. Prostfednictvim vnéjsi
cesty dochazi k aktivaci receptorti smrti na povrchu bunky, vnitini cesta apoptozy je
spusténa uvolnénim cytochromu c¢ mitochondriemi. Oba procesy vedou k aktivaci
kaskady efektorovych kaspaz (kaspaza 3, 6 a 7), Stépici bunééné substraty, jejichz
Stépeni vede k charakteristickym morfologickym a biochemickym zménam (Mroz et al.

2011).

3.7.1.1 VNITRNI CESTA AKTIVACE APOPTOTICKE SMRTI

Esencialni roli hraje uvoliovani cytochromu c¢ z mitochondrie do cytosolu,
zprostiedkované proapoptotickou skupinou Bcl-2 proteini (Mroz et al. 2011).
Na cytochrom ¢ se v cytosolu navaze protein Apaf-1 (apoptotic protease-activating
factor 1) a prokaspaza 9 a za ptitomnosti energie ve formé¢ ATP nebo dATP se vytvori
heptamericky komplex nazyvany apoptozom (Mroz et al. 2011, Plaetzer et al. 2003).
Tento komplex ma za kol aktivovat kaskddu kaspaz, smrticich hydrolytickych enzymi
ucastnicich se apoptdzy (Moreira et al. 2008). Aktivovana kaspéaza 9 §tépi efektorové
kaspazy 3, 6 a 7 a nésledné dochéazi k biochemickym a morfologickym zménam bunky

(Mroz et al. 2011). Tyto zmény byly popsany v obecné podkapitole o apoptodze.

3.7.1.2 VNEJSI CESTA AKTIVACE APOPTOTICKE SMRTI

Vnéjsi cesta apoptozy je zprostfedkovand navazanim ligandl z rodiny TNF
(tumor nekrotizujici faktor) na ptisluSné receptory na povrchu butiky, které se nazyvaji
receptory smrti (Buytaert et al. 2007). Tyto receptory funguji jako transmembranové
pfenasecCe signalu (Mroz et al. 2011). Po navéazani ligandii (TNFo, FasL) dochazi
k tvorbé DISC komplexu, ktery pfeménuje prokaspazy 8 a 10 na jejich aktivni formy,
které nésledné $tépi efektorové kaspazy 3 a 7, jeZ iniciuji sled stejnych bunéénych zmén

jako u vnitini cesty aktivace apoptdzy (Buytaert et al. 2007).

3.7.2 Nekroza

Nekroza predstavuje prudkou formu bunécné smrti ovlivitujici velké mnozstvi
bunéénych populaci najednou (Mroz et al. 2011). Jednd se o pasivni a ve vétSing
ptipadli neprogramovany proces, ktery probiha po expozici buiikky extrémnim faktoram

— fyzikalnim (vysoka teplota ¢i tlak, pH, osmolarita) nebo chemickym (toxické latky)
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(Plaetzer et al. 2003). Vznikd na podkladé energetické nerovnovadhy, vznikajici
z nedostatku energie ve formé ATP, ktera je neslucitelna s prezitim buiky (Buytaert et

al. 2007).

Nekroza predstavuje nevratny proces, ktery je charakteristicky otokem bunék
a bunécnych organel, ktery vede k jejich poskozeni. Dochazi k ztraté¢ integrity bunécné
membrany a nasledné lyze bunck. Intraceluldrni obsah se vylije do okoli, kde se
nasledn€ zacne vyvijet zanét. DalSimi charakteristickymi rysy nekrozy jsou pyknotické

jédro, hruba struktura chromatinu a karyolyza (Moreira et al. 2008, Plaetzer et al. 2003).

Obecné se predpoklada, ze vysoké koncentrace fotosenzitizéru nebo vysoka
davka svétla (vysokodavkovd PDT) vedou k nekrotické bunécéné smrti (Plaetzer et al.
2003). Tomuto predpokladu nahrava studie, kterd s pouzitim amfifilniho PS — ATX-
S10(Na) pii vysokodavkové PDT na linii lidskych melanomovych bunék prokazala
99% cytotoxicitu a nekrotickou smrt vétsiny bun€k, zatimco nizsi davky PDT zptisobily

apoptdzu s cytotoxicitou nizsi nez 70 % (Nagata et al. 2003).

energeticky kolaps builky drastickym snizenim koncentrace ATP a inhibici
metabolismu bunky (Buytaert et al. 2007). Dal§im faktorem propagace nekrozy muize
byt fotochemicka inaktivace enzymii a dalSich souc¢asti apoptotické cesty bunééné smrti

pomoci vysokych dédvek PS nebo svétla (Mroz et al. 2011).

3.7.3 Autofagie

Autofagie predstavuje bunécny katabolicky proces, pii kterém dochdzi
k recyklaci komponent cytoplazmy (Buytaert et al. 2007). Autofagie tak pomaha
udrzovat rovnovahu mezi syntézou, degradaci a recyklaci bunéénych produktii (Mroz et

al. 2011).

Jednd se o proces vlastniho natraveni builkky a degradace bunécnych organel,
probihajici pfi absenci kaspazové signalizace nebo za podminek, kdy je kaspdzova
signalizace inhibovana (Buytaert et al. 2007). Iniciacnim krokem je tvorba
dvojmembréanové struktury — autofagozomu, ktery obklopi cilovou strukturu v buiice
a vytvaii vacek, ktery oddéluje sviij obsah od zbytku cytoplazmy. Vacek je posléze

transportovan do lysozomu, kde dochazi k jeho fuzi za vzniku autofagolysozomu (Mroz
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et al. 2011). Obsah vacku je degradovan pomoci lysozomalnich hydroldz (Buytaert et al.
2007). Kromé& odstraiiovani nezddoucich proteinti, organel ¢i mikroorganismu, autofagie
také umoziuje, za podminek stresu ¢i hladovéni, piesun Zivin v buiice z procest, kde je

1ze postradat, do procesti nezbytnych pro zivot (Mroz et al. 2011).

Zatim neni zcela objasnéno, jak presné je vysledek PDT ovlivnén autofagii.
Stimulti pro iniciaci autofagie miize byt mnoho, vcetné oxidac¢niho stresu bunky
(Agostinis et al. 2011). Autofagie mize probihat jako proces ochranny nebo indukujici
bunécnou smrt. Zavisi to pravdépodobné na typu ROS a rozsahu oxidativniho
poskozeni (Mroz et al. 2011). K iniciaci autofagie mlze ptispét poskozeni Bcl-2
proteint Ucastnicich se apoptdzy, protoze pro-autofagicky protein Beclin 1 je na tyto
proteiny vazan. PoSkozenim Bcl-2 proteinti tak dochazi k jeho odStépeni a nésledné
k autofagii (Reiners et al. 2010). Fotochemické poskozeni lysozomi zase mize vést
k nemoznosti dokonceni autofagického procesu a ke smrti buiiky (Agostinis et al.

2011).
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4 CILE PRACE

stanoveni  fototoxicity tetrapyridoporphyrazinovych PS  (ZIP252ZnEt’,
ZIP300ZnMe', ZIP184Zn, ZIP252ZnHCl, ZIP184ZnHCl, ZIP249Zn)

na nadorové bunééné linii HelLa

zjisténi vlastni toxicity studovanych latek bez pfitomnosti svétla (tzv. dark

toxicita)

stanoveni ¢asového profilu prostupu vybranych PS do bunék

stanoveni subcelularni lokalizace PS

fotografickd dokumentace morfologickych zmén Hela buné&k po aktivaci PS

stanoveni typu bunééné smrti po aktivaci studovanych latek pomoci pritokové

cytometrie
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5 METODICKA CAST

5.1 MANIPULACNI VYBAVENI PRO PRACI S BUNECNOU LINIi

- sterilni plastové serologické pipety rtizného objemu (TPP, Svycarsko)

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

- sterilni Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)

- automatické pipety razného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

- 8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 50-1200 ul (BioHit, Finsko)

- sterilni plastové $picky riiznych rozsahti (Eppendorf, Némecko)

- plastové sterilni inkuba¢ni nadoby T75 (TPP, Svycarsko)

- 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky s plochym dnem (TPP, Svycarsko)

- sterilni mikroskopicka sklicka s kultivaénim nastavcem vhodna pro konfokalni
mikroskopii (tloustka sklicka 170 um) Eppendorf Cell Imaging Slides
(Eppendorf, Némecko)

- sterilni mikroskopicka sklicka s kultivaénim néstavcem (tloustka sklicka 1 mm)
Lab-Tek™ II Chamber Slide™ System (Eppendorf, Némecko )

- sterilni plastové Petriho misky o plose dna 22,1 cm® (TPP, Svycarsko)

- sterilni Petriho misky vhodné pro konfokalni mikroskopii (tloustka sklicka
140 um) (WillCo Wells, Nizozemi)

- plastové sterilni centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml (TPP,
Svycarsko)

- sterilni mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml a 5 ml (Eppendorf, Némecko)

- sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska Republika)

- sterilni plastové vanicky

- podlozni a kryci skli¢ka (Thermo Fisher Scientific, Ceska Republika)

- Biirkerova komiirka (Brand, Némecko)

- sterilni Skrabky na buiiky (Sigma, Némecko)
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5.2

5.3

PRISTROJOVE VYBAVENI PRO MANIPULACI A STERILNI
PRACI S BUNECNOU LINIi

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

vodni 1azn¢ (Memmert, Némecko)

deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)
centrifuga Hermle Z 300

¢tecka mikrotitraénich desticek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko)

450 W Xenonova lampa Newport s 9 cm vodnim a long-pass filtrem Newport
0G570 (Newport Corporation, USA)

invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)
invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Ti E (Nikon, Japonsko)

pratokovy cytometr Accuri C6 (BD Bioscience, USA)

luminiscencni spektrometr AMINCO Bowman Series 2

POUZITE REAGENCIE A CHEMIKALIE

fetalni bovinni sérum (inaktivované teplem; FBS, 10%, Lonza, Belgie)
kultivaéni médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Lonza,
Belgie)

pufr HEPES (1M, Sigma, Némecko)

fosfatovy pufr — tablety (PBS, Sigma, Némecko nebo MP Biomedicals, USA)
roztok penicilin/streptomycin (P/S, 100x koncentrovany, Lonza, Belgie)
roztok L-glutaminu (Lonza, Belgie)

trypsin/EDTA (T/E, 10x koncentrovany, Lonza, Belgie)

roztok peroxidu vodiku (H,O,, 3%, Fluka, Sigma, Némecko)

trypanova modi (TB, 0,4%, Sigma, Némecko)

roztok neurdlni ¢ervené (NR, 3,3 mg/ml, Sigma, Némecko)

fixacni roztok pro NR (1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu)

lyzaéni roztok pro NR (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% etanolu)
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dimetylsulfoxid (DMSO)

fotosenzitizér ZIP252ZnEt (v SCM, védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)
fotosenzitizér ZIP300ZnMe (v SCM, védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)
fotosenzitizér ZIP184Zn (v SCM, védecka skupina doc. Zimcika, FaF UK)
fotosenzitizér ZIP2527ZnHCI (v DMSO, védecka skupina doc. Zimcika, FaF
UK)

fotosenzitizér ZIP184ZnHCI] (v DMSO, védecka skupina doc. Zimcika, FaF
UK)

fotosenzitizér ZIP249Zn (v DMSO, védecka skupina doc. Zim¢ika, FaF UK)
fluorescen¢ni sonda MitoTracker Green FM

fluorescen¢ni sonda LysoTracker Blue DND-22

fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342

fluorescenc¢ni sonda CellMask Green Plasma membrane Stain

fluorescen¢ni sonda MitoTracker Red CMXRos

Alexa Fluor 488 konjugat phalloidinu

ADS pufr

chlorid vapenaty

Annexin-V-FITC (1%)

fluorescenc¢ni sonda Propidium iodid (PI)

dimetylformamid (DMF)

reagencie pro méfeni bilkoviny (BCA+CuSO4-5H,0)

5.4 BUNECNA LINIE HeLa

Buné¢na linie HeLa je odvozena z lidskych bun€k karcinomu délozniho ¢ipku.

Jedn4d se o prvni kultivovanou lidskou bunécnou linii (linie pochdzi z roku 1951

z pacientky Henrietty Lacksové — odtud néazev). V biomedicinském vyzkumu je

bunécnd linie HeLa Siroce pouzivana (Landry et al. 2013).

K jejim vyhoddm patii rychly nartst bunééné hmoty a snadna pasazovatelnost

bun¢k. Za nevyhodu této linie je povazovana pfitomnost HPV-18 provirG v genomu.

Stim se poji potencidlni pracovni riziko. HeLa builkky maji normalni hladinu
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retinoblastomového proteinu (pRB), ale exprese proteinu p53 je nizkd. Bunécnou linii

HeLa jsme ziskali z Americké banky bunéénych linii (ATCC, USA).

5.4.1 Priprava kultivaé¢niho média

Na pfipravu kultivaéniho média obsahujiciho sérum (SCM) pro HeLa bunécnou
linii bylo pouzito médium DMEM. To bylo suplementovano fetdlnim bovinnim sérem
(10 obj. %), HEPES pufrem (1 obj. %), penicilinem/streptomycinem (1 obj. %)
a L-glutaminem (2 obj. %). K pfipravé zékladniho kultivaéniho média dochdzelo

sterilné v prostoru laminarniho boxu.

5.4.2 Kultivace

Bunécné linie HeLa byla kultivovana na sterilnich kultiva¢nich lahvich o plose
75 cm? (T75) v SCM pii 37 °C, 5% CO, a konstantni humidité v bunééném inkubatoru.
p

Ke sterilni manipulaci s bunéénou linii dochézelo v prostoru laminarniho boxu.

5.4.3 Pasazovani

Pasdzovani, neboli subkultivace, je proces cileného wudrzovani buné&k
v podminkdach in vitro pomoci opakovaného prenosu bunck do Cerstvého kultivaéniho

média.

Bunky byly péstovany v kultivaénich lahvich 3—4 dny. Béhem této doby bylo
dosazeno jejich 80-90% konfluence (mira nardstu na dné kultivaéni lahve). Aby
nedochéazelo k nezddoucim zméndm vlastnosti, zivotaschopnosti a morfologie bunék,
byla po jiZ zminéném intervalu jejich pomérna ¢ast prenesena do nové kultivacni lahve
s Cerstvym médiem. Mnozstvi pfenaSenych bun¢k bylo vzdy zvoleno dle poméru
z ptedchozi pasdze a aktudlniho stavu konfluence, kterda byla zkontrolovdna

mikroskopicky pfed samotnym pasaZzovanim bunék.

Proces pasazovani byl zahdjen odebranim starého média. Buiiky byly nasledné
dvakrat oplachnuty sterilnim ptredehiatym PBS. Nasledné byl pfidan 1 ml roztoku
trypsinu a rozprostfen po celém povrchu lahve. Trypsinizace v uzaviené lahvi probihala
v inkubatoru pii 37°C po dobu maximalné¢ 5 minut. Mikroskopicky bylo
zkontrolovéno, zda se vSechny bunky oddélily ode dna a staly se suspenznimi.
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Nésledné byl trypsin inaktivovan piiddnim 9 ml SCM a buiiky byly dikladné
resuspendovany opakovanym nasdvanim obsahu lahve do pipety a naslednym

vypousténim proti dnu lahve.

Do nové oznacené kultivacni lahve bylo napipetovano 15 ml cerstvého
predehiatého SCM (37 °C). Potiebnd cast bunééné suspenze ze staré lahve byla
pfenesena do takto pfipravené nové kultivaéni lahve. Suspenze byla promichana
a nasledn¢ rovnomérné rozprostiena na dné lahve. Buniky se uchovavaly do dalsi pasaze
pfi standardnich podminkach v inkubdtoru. Zbytek bunécné suspenze byl vyuzit

pfi nasazovani bun€k na experimenty.

Ke vSem uvedenym tkonuim dochazelo steriln¢ v prostoru laminarniho boxu.

VSechny roztoky byly pfed pouzitim vytemperovany v 1azni na 37 °C.

5.4.4 Pocitani bunék — stanoveni poc¢tu zivotaschopnych bunék

PoCet zZivych bun¢k byl zjistovan mikroskopicky v  Biirkeroveé
komiirce po obarveni trypanovou modfi. Jedna se o barvivo zvyraziujici builky mrtvé
(modré), jelikoZz Zivé bunky (bezbarvé sférické utvary na svétle modrém pozadi) ji

ze svého nitra aktivné transportuji.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 pl 0,4% roztoku trypanové modii
a poté byl pfiddn stejny objem fadn€ promichané bunééné suspenze. Inkubace probihala
5 minut pii laboratorni teploté. Obsah mikrozkumavky byl promichdn a na kaZdou
stranu Biirkerovy komirky bylo naneseno 10 pl obarvené suspenze. Vysledny pocet

zivych bungk byl pak pfepocitan na pocet bunck v 1 ml suspenze.
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5.5 ZKOUMANE FOTOSENZITIZERY

Pro veskeré experimenty byly pouzity fotosenzitizéry syntetizované védeckou
skupinou doc. Zim¢ika na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly 1éciv

Farmaceutické Fakulty v Hradci Kralové.

ZIP1842Zn )'HC' ZIP184ZnHCI

ZIP249Zn
ZIP300ZnMe*

Obr. 15 Struktura zkoumanych fotosenzitizéri
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Zasobni roztoky zkoumanych fotosenzitizéri:

- fotosenzitizér ZIP184Zn (v DMSO) = 10 mM

- fotosenzitizér ZIP184ZnHCI (v DMSO) = 10 mM
- fotosenzitizér ZIP2497Zn (v DMSO) = 10 mM

- fotosenzitizér ZIP252ZnHCI (v DMSO) = 10 mM
- fotosenzitizér ZIP252ZnEt" (v SCM) = 500 uM

- fotosenzitizér ZIP300ZnMe" (v SCM) = 1000 pM

Studované PS ptedstavuji derivaty tetrapyridoporphyrazini (TPyPz), coz jsou
aza-analogy Pc (jejich dusikaté izostery), které¢ maji vSechna benzenova jadra nahrazena
pyridiny. Jedna se o prvni TPyPz ptipravené jako potencidlni PS v PDT. Studované
latky obsahuji substituenty, obsahujici r0zné spojujici heteroatomy (O, N, S).
Centralnim atomem téchto latek je zinek (Zn). Struktury vSech studovanych latek jsou
zobrazeny na Obr. 15. ZIP252ZnEt" a ZIP300ZnMe  piedstavuji jediné kationické,
atudiz hydrofilni, derivaity TPyPz. Charakteristika jednotlivych latek je uvedena

v nésledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1 Zakladni charakteristika studovanych latek

fotosenzitizér rozpoustéci spojujici absorpéni kvantovy vytézek
médium heteroatom maximum (Apay) singlet kysliku
(X) [nm)] (Dy)
ZIP2527ZnEt" SCM S 722" 0.72
ZIP252ZnHCI DMSO S n/a n/a
ZIP184ZnHCI DMSO N 761 n/a
ZIP184Zn SCM N 772" 0.41°
Z1P249Zn DMSO N 767 n/a
ZIP300ZnMe" SCM 0 710" 0.69™

Poznamky: SCM — DMEM médium s obsahem séra a dalsich suplementii;, DMSO — dimetylsulfoxid; n/a —

hodnoty nebyly experimentalné stanoveny; * Vachovd et al. 2015, ** dosud nepublikované vysledky
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5.6 CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

Suspenze bun¢k pro nasazovani na experimenty v pozadované koncentraci
75 000 bun¢k/ml byla ptipravena ve sterilni plastové vani¢ce smisenim rozehiatého

SCM s mnozstvim dikladné promichané bunééné suspenze.

Vznikld bunécna suspenze byla dikladn€¢ promichéna a nésledné pipetovana
elektronickou multikanélovou pipetou do 96-jamkové mikrotitracni desticky po 100 pl

na jamku. Mikrotitra¢ni desticka byla nasledn¢ uloZena na 24 hodin do inkubétoru.

Po 24 h byly k buitkdm pfidany studované latky. U bunék pozitivni kontroly
bylo vyménéno médium za Cerstvé; buniky negativni kontroly byly usmrceny letdlni
davkou H,0; (200 uM). Roztoky zkoumanych latek o finalni koncentraci byly sterilné
pfipravovany v mikrozkumavkach ze zasobnich roztokl nafedénim predehiatym SCM.
Manipulace se zasobnimi ipracovnimi roztoky probihala ve tmé, aby se ptedeslo
nezadouci fotoaktivaci PS. Dalsi postup se lisil dle pozadovaného experimentu, zda byla
vyhodnocovéna toxicita latek bez aktivace svétlem (tzv. dark toxicita), nebo toxicita

latky po aktivaci svétlem (tzv. fototoxicita).

5.6.1 Stanoveni fototoxicity

Ke stanoveni fototoxicity zkoumanych latek byly zasobni roztoky natfedény

na pracovni roztoky o pozadované koncentraci:

e ZIP2527ZnEt: 0,01-10 uM
e ZIP300ZnMe: 0,001-1 uM
e Ostatni: 0,1-50 uM

K fedéni roztoki bylo pouzito pfedehiaté SCM o teploté 37 °C.

Staré médium bylo v jamkéch opatrné nahrazeno roztokem o poZadované
koncentraci. Inkubace s latkou probihala 12 hodin. Poté nasledovala sterilni vyména
za Cerstvé médium, neobsahujici studované latky. Ozéfeni bunck probihalo ¢ervenou
¢asti viditelného spektra 450 W xenonové vybojky osazené vodnim a long-pass filtrem

(A>570 nm; 12,4 mW cm™; 11,2 J cm™) po dobu 15 minut. Po ozafeni byly buiiky
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ulozeny na 24 hodin do inkubatoru a nasledné byla vyhodnocena jejich zivotaschopnost

pomoci testu vychytavani neutralni cervené¢ (NRU).

5.6.2 Stanoveni dark toxicity

Pro hodnoceni vlastni toxicity latek bez piitomnosti aktivujiciho svétla byly
pouzity vyrazné¢ vyssi koncentrace zkoumanych latek. Ze zasobnich roztokt latek byly
nafedény pozadované koncentrace (10 uM az 500 pM, resp. 1000 uM). Inkubace
s latkami probihala 24 hodin v inkubatoru bez pfitomnosti aktivujiciho svétla.

Po ukonceni inkubace byla vyhodnocena zivotaschopnost bun¢k pomoci NRU.

5.7 STANOVENI ZIVOTASCHOPNOSTI BUNEK POMOCI
TESTU VYCHYTAVANI NEUTRALNI CERVENE

Neutralni cervenl (neutral red, NR) je slabé kationové supravitani barvivo,
snadno difundujici skrz bund¢nou membranu. Zivotaschopné buiiky barvivo aktivné
vychytavaji a koncentruji v lysozomech, kde se NR diky nizkému pH nabije, a neni tak
schopnda prostupovat pifes nepoSkozené membrany. Zbunck s poskozenymi
membranami se toto barvivo snadno vymyva. Toto stanoveni podava kvantitativni

informaci o poctu zivotaschopnych bunék v bunééné kultute (Repetto et al. 2008).

Po ukonceni inkubace s testovanymi latkami byl pfipraven pracovni roztok NR
(80 pg/ml) nafedénim zasobniho roztoku NR (3.3 g/l), ktery byl pfidan k buikdm —
vysledna koncentrace NR v jamkéch tak ¢inila 40 pg/ml. Bunky byly s NR inkubovany
3 hodiny pii 37 °C a 5% CO, v inkubétoru.

Po ukonceni inkubace s NR bylo odstranéno veskeré médium a k buiikdm bylo
pfidano 100 pl fixaéniho roztoku (1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu). Fixace
probihala 15 minut pfi laboratorni teploté. Po ukonceni fixace byl fixacni roztok
odstranén a bunky dvakrat omyty 100 ul PBS. Nakonec byly buiiky lyzovany 200 ul
lyzaéniho roztoku (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% etanolu). Lyzace probihala

30 minut na tfepacce pii laboratorni teploté.
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Experimenty byly vyhodnocovany spektrofotometricky pomoci multifunkéni
¢tecky mikrotitraénich desticek Tecan Infinite M200, kdy byla méfena absorbance

pii 540 nm. Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako procenta pozitivni kontroly.

5.8 CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

V experimentech ¢asového profilu vstupu latek do bunék byly Hela bunky
nasazeny v koncentraci 100 000 bun¢k na sterilni plastovou Petriho misku o priméru

6 cm ve findlnim objemu 5 ml SCM.

Pro zjiStovani c¢asového profilu prostupu zkoumanych latek do bunék
(tzv. uptake) byly k buitkdam na Petriho miskach pfidany zkoumané latky o vysledné
koncentraci 10 uM v Casovych intervalech 12, 8, 6, 4, 2, 1, 0,5 a 0 hodin
pred vyhodnocovanim experimentu. Po probehlé inkubaci byly bunky dvakrat
oplachnuty 5 ml ptredehfatého PBS. DalSich 5 ml pfedehfatétho PBS bylo nésledné
pfidano k bunkam a bunky byly dikladné seskrabany a pfeneseny do 15 ml plastovych
zkumavek. Zbylé buiiky byly oplachnuty 5 ml pfedehiatého PBS a pfeneseny do stejné
zkumavky. Vzorky byly centrifugovany 3 minuty pfi 70x g. Supernatant byl odstranén
a buniky byly lyzovany.

Lyzace probihala pifidanim 500 pl dimetylformamidu (DMF) ke vzorku
obsahujicimu ZIP252ZnEt" a 500 ul MQ-vody ke vzorku obsahujicimu ZIP300ZnMe"
a vymrazenim pies noc v -80 °C. Réano byly vzorky rychle rozmraZeny v termobloku
(37 °C) ana 2 h opét zamrazeny v -80 °C. V rozmraZenych a okyselenych vzorcich pak
probihalo fluorescen¢ni stanoveni koncentrace latek ve vzorcich. Fotosenzitizér
ZIP252ZnEt" byl okyselen trifluoroctovou kyselinou (10 pl 10% roztoku v DMF);
fotosenzitizér ZIP300ZnMe" byl okyselen kyselinou chlorovodikovou (10 pl
10% roztoku v MQ-vodg).
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5.9 STANOVENI MNOZSTVi BILKOVINY VE VZORKU

Mnozstvi bilkoviny ve vzorku bylo stanoveno pomoci BCA (Bicinchoninic acid)
metody. Koncentraéni fada pro kalibracni kfivku byla pfipravena rozpusténim
bovinniho sérového albuminu v MQ-vod¢ v koncentracich 0, 50, 100, 200, 400, 600,
800 a 1000 pg/ml. K 10 ul vzorku byl pfidan pracovni roztok BCA, ktery vznikl
smichanim 4% CuSQO4-6H,0 a zasobniho roztoku BCA v poméru 1:50 ad hoc. Inkubace
probihala 30 min pii 37 °C. Absorbance byla zméfena pii 562 nm na cteCece

mikrotitra¢nich destiéek Tecan Infinite M 200.

510 VYHODNOCENI DAT

Ziskané cytotoxicitni vysledky méfeni byly zpracovany pomoci programu Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA). Tvorba grafii, vypocty ECsy a TCsg
a statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru GraphPad Prism verze 6.04
(GraphPad Software, USA). Data byla statisticky analyzovana jednofaktorovou
analyzou rozptylu (one-way ANOVA) s Bonferroniho post hoc metodou vicenasobného
porovnavani. Vysledky byly porovnany s kontrolou a priméry byly povazovany
za statisticky vyznamné, jestlize *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001. Data v grafech jsou
uvedena jako primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou. VSechny experimenty byly

provedeny minimalné v péti opakovanich (n > 5).

5.11 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Pro fotografickou dokumentaci byly HeLa buiiky nasazovany na sterilni plastové
Petriho misky pro konfokdlni mikroskopii o priméru 3 cm v koncentraci
30 000 bunck/ml SCM ve findlnim objemu 2 ml, popiipad€ na sterilni mikroskopicka
sklicka s kultivatnim nastavcem (4 oddily) v koncentraci 45 000 bunék/ml SCM

ve finalnim objemu 0,5 ml.
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K pofizovani fotografické dokumentace byl pouzit invertovany fluorescencni
mikroskop Nikon Eclipse Ti E (Nikon, Japan) s chlazenou sCMOS kamerou Andor
Zyla 5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvi) a LED fluorescenénim zdrojem
(CoolLED pE-300""", CoolLED Ltd., Spojené Kralovstvi), piipadnd laserovym

rastrovacim konfokéalnim mikroskopickym systémem Nikon Al+.

5.11.1 Subcelularni lokalizace

Pro stanovovani subcelularni lokalizace byly builky nasazeny na Petriho misky
vhodné pro konfokdlni mikroskopii. Po 24 hodinach byl k buitkdm pfidan vybrany
fotosenzitizér o koncentraci 10 uM. Inkubace se studovanymi latkami probihala 12 h
v inkubdtoru. Nasledujici den, po ukonceni inkubace, byly buiiky 15 min znaeny
fluorescen¢nimi sondami 2 pM MitoTracker Grenn FM a 2 uM LysoTracker Blue
DND-22. Poté byly dvakrat dikladné oplachnuty predehfatym ADS pufrem (116 mM
NaCl, 5.3 mM KCI, 1.2 MgSO4-7H,0, 1.13 mM NaH,PO4:2H,0, 20 mM HEPES)
obsahujicim vapnik (1 mM CaCly). Mikrofotografie byly pofizeny s pouZitim
fluorescencnich filtrt pro DAPI, FITC a Cy5 na fluorescenénim mikroskopu Nikon

Eclipse Ti E.

5.11.2 Morfologické zmény — konfokalni mikroskopie, zivé bunky

Nasazeni bungk a latek probihalo stejné jako v pfedchozi kapitole. Fotosenzitizér
ZIP300ZnMe" byl s buitkami inkubovan v koncentraci odpovidajici hodnoté ECgs
(8,03 nM). Po 12 hodindch byly buiiky oplachnuty a bylo pfidano 2 ml ¢ist¢ého SCM.
Poté nasledovalo 15 minut ozafovani. Po 24 h byly bunky fluorescenéné znaceny
2 ng/ml Hoechst 33342, 0,5% koncentrovanym Cell Mask Green Plasma Membrane
Stain a 0,5 uM MitoTracker Red CMXRos. Inkubace s fluorescenénimi sondami
probihala 10 minut. Bunky byly dvakrat opldchnuty a po piidani pifedehfatého ADS
pufru obsahujiciho vépnik byly ihned potfizeny mikrofotografie konfokalnim laserovym
rastrovacim mikroskopem Nikon Al+ sobjektivem 40x. Vzdy bylo nasnimano

5 konfokalnich fezi v celé tloust’ce preparatu bez pouziti konfokalniho zoomu.
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5.11.3 Morfologické zmény — konfokalni mikroskopie, fixované bunky

Buiikky byly nasazeny na sterilni mikroskopickd sklicka s kultivaénim
nastavcem. Nasazeni latek i ozafovaci protokol byl stejny jako u predchoziho postupu.
Po 24 h byly buinky oplachnuty a 30 min inkubovény s 0,5 pM MitoTracker Red
CMXRos sSCM. Nasledné¢ byla provedena fixace bunck predehiatym
4% paraformaldehydem v dPBS (pH = 7,3) po dobu 15 min. Buiniky byly tfikrat
oplachnuty dPBS (5 min) a byl pfidan permeabilizaéni pufr (0.5% Triton X-100
v dPBS). Po 15 min byly buiiky opét tiikrat oplachnuty dPBS a 60 min blokovany
3% BSA vdPBS. Po oplichnuti byly buiky 30 min barveny phalloidinem
konjugovanym s Alexa Fluor 488 (5 U/ml), oplachnuty a 30 min barveny Hoechst
33342 (1 pg/ml). Po oplachnuti dPBS byly preparaty 5 min zbavovany iontd
v MQ-vodé a poté nechany zcela oschnout. Suché preparaty byly namontovany
na podlozni sklicko za pouziti ProLong AntiFade reagencie (ThermoFisher Scientific).
Druhy den byly pofizeny mikrofotografie za pouziti laserového skenovaciho
konfokalniho mikroskopu Nikona Al+ s objektivem 40x. Vzdy bylo nasnimano

7 konfokalnich fezii v celé tloustce preparatu bez pouziti konfokéalniho zoomu.

512 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Buiiky v procesu apoptozy vlivem ztraty integrity bunéné membrany vystavuji
na svij vn&j$i povrch membranovy fosfolipid fosfatidylserin, na ktery se vaze
Annexin-V. Konjugace Annexinu-V s fluorochromy umoznuje detekovat bunky
prochazejici bunéénou smrti. Translokace fosfatidylserinu je spojena i1 s nekrotickou
smrti. K rozliSeni téchto modalit slouzi soucasné znaceni bun€k propidium jodidem
(PI), ktery skrze nepoSkozené membrany Zivych buné¢k a bunék v ¢asném stadium
apoptozy nepronikd, na rozdil od pozdné& apoptotickych a nekrotickych buné¢k, které
jsou pro PI permeabilni. Buniky nepoSkozené jsou pomoci prutokové cytometrie
detekovany jako Annexin-Vi PI negativni, casné¢ apoptotické bunky jako
Annexin-V pozitivni, ale pozdné apoptotické a nekrotické buiiky jako Annexin-V a PI

pozitivni (Hingorani et al. 2011).
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HelLa builkky pro pritokovou cytometrii byly nasazeny na Petriho misky
o pruméru 6 cm v koncentraci 100 000 bun¢k/miska, findlni objem suspenze €inil 5 ml.
Po 24 h bylo médium vyménéno za Gerstvé obsahujici ZIP300ZnMe" o koncentracich
odpovidajici hodnotam EC;5 (2,18 nM) a ECgs. Inkubace s PS probihala 12 h, poté byly
bunky dvakrat oplachnuty predehfatym PBS a bylo pfidano cerstvé médium. Bunky
byly ozatovany za standardnich podminek. Po uplynuti zvolené doby od ozafeni (0, 15,
60, 120 a 360 min) byly buniky dvakrat oplachnuty PBS, trypsinovany, resuspendovany
v pfedehfatém SCM a pfemistény do centrifugacni zkumavky. Centrifugace probihala
5 minut pti 70x g. Supernatant byl slit, k bunééné peleté byl pfidan 1 ml ADS pufru (pH
7,4) obsahujiciho 2mM CaCl, a buiiky byly dikladné resuspendovany. Bunécna
suspenze pifemisténa do 2 ml mikrozkumavek a 15 min inkubovéana s Annexin-V-FITC
(1 obj. %) v inkubatoru a nepfitomnosti svétla. 3 minuty pied koncem inkubace byl
pridan PI (7,5 uM). Abychom piedesli falesné pozitivit¢ PI, byly vzorky po inkubaci

umistény do ledové lazné. Méteni probihalo na pritokovém cytometru C6 Accuri.
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6 VYSLEDKY

6.1 CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

Pti hodnoceni dat ziskanych experimenty byla u dark toxicity zji§tovana stfedni
toxicka koncentrace TCsy (koncentrace studované latky, ktera zplisobi i bez aktivace
svétla sniZzeni Zivotaschopnosti bunék na 50 % oproti kontrole). U fototoxicity byla
zjistovana stfedni efektivni koncentrace ECs, (koncentrace studované latky, ktera
zpusobi po aktivaci svétlem sniZeni zivotaschopnosti bunék na 50 % oproti kontrole).
Nésledné byl vypocitan index TCso/ECsg, predstavujici pomér mezi toxicitou studované
latky bez aktivace svétlem a svétlem indukovanou toxicitou. Cim je tento index vyssi,
tim ma studovana latka lepsi vlastnosti, jelikoz jsou od sebe vice vzdalené toxicka

a terapeuticka (efektivni) koncentrace studované latky.
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6.1.1 Tetrapyridoporphyrazin ZIP252ZnEt"

6.1.1.1 DARK TOXICITA

Vlastni toxicita (bez aktivace svétlem) studované latky ZIP252ZnEt" byla
hodnocena v rozsahu koncentraci 10 uM az 1000 uM na bunécné linii HeLa. Zjisténa
sttedni toxicka koncentrace fotosenzitizéru odpovida TCso = 105 £ 9,5 uM. Hodnoty

jsou graficky znazornény v nésledujicim grafu (Obr. 16)
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Obr. 16 Grafické zndazornéni zivotaschopnosti HeLa bunék, vystavenych stoupajici koncentraci

ZIP2527ZnEt" bez aktivujiciho zareni. Pocet opakovini n=>5, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001
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6.1.1.2 FOTOTOXICITA

Uginnost dané latky po ozafeni svétlem byla hodnocena v rozsahu koncentraci
0,01-10 uM na HeLa bunkach. Zjisténa stiedni efektivni koncentrace fotosenzitizéru
odpovidd ECsy = 0,26 = 0,089 uM. Experimentalné zjisténé hodnoty jsou graficky

znazornény v nasledujicim grafu (Obr. 17)
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Obr. 17 Grafické zndzornéni zivotaschopnosti HeLa bunék, vystavenych stoupajict koncentraci
ZIP2527ZnEt" v pritomnosti aktivujiciho zdreni, hodnoceno 24 h po ozareni. Pocet opakovani n=7,

#p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001
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6.1.2 Tetrapyridoporphyrazin ZIP300ZnMe"

6.1.2.1 DARK TOXICITA

Vlastni toxicita (bez aktivace svétlem) studované latky ZIP300ZnMe" byla
hodnocena v rozsahu koncentraci 10 uM az 1000 uM na bunécné linii HeLa. Zjisténa
sttedni toxicka koncentrace fotosenzitizéru odpovida TCsy = 435 + 33 uM. Tato latka
tak vykazuje niz§i toxicitu pro buiky bez aktivujiciho zéafeni nez predchozi
tetrapyridoporphyrazin ZIP252ZnEt". Hodnoty jsou graficky znazornény v nasledujicim
grafu (Obr. 18).
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Obr. 18 Grafické znazornéni zivotaschopnosti HeLa bunék, vystavenych stoupajici koncentraci

ZIP300ZnMe" bez aktivujictho zareni. Pocet opakovdni n=5, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001
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6.1.2.2 FOTOTOXICITA

Uginnost dané latky po ozafeni svétlem byla hodnocena v rozsahu koncentraci
0,001-1 uM na HeLa bunkach. Zjisténa stiedni efektivni koncentrace fotosenzitizéru
odpovidd ECsp = 3,89 £ 1,79 nM. Stfedni efektivni koncentrace tohoto fotosenzitizéru
je mnohem niz§i nez u predchoziho fotosenzitizéru ZIP252ZnEt", z éehoz vyplyva, ze
je pro dosazeni cileného efektu potfebna vyrazné nizs$i koncentrace latky. Hodnoty

zjisténé experimentem jsou graficky zndzornény v nasledujicim grafu (Obr. 19).
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Obr. 19 Grafické znazornéni zivotaschopnosti HeLa bunék, vystavenych stoupajici koncentraci

ZIP300ZnMe" v pFitomnosti aktivujictho zareni, hodnoceno 24 h po ozdreni. Pocet opakovdini n=9,

*p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001
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6.1.3 Porovnani cytotoxického piisobeni kationickych fotosenzitizéru

Z experimentaln¢ ziskanych hodnot TCsy a ECsy byl vypocitan index TCs¢/ECsy.
Vsechny ziskané hodnoty s vypocitanym TCs¢/ECsy indexem jsou vypsany v nasledujici

tabulce (Tab. 2).

Tab. 2 Shrnuti ziskanych vysledkii u sledovanych fotosenzitizérii

fotosenzitizér TCso ECsg TCso/ECso
ZIP2527ZnEt" 105 +£9,5 uM 0,26 £ 0,089 uM 404
ZIP300ZnMe" 435 +33 uM 3,89+ 1,79 nM 111825

Oba studované kationické PS se jevi jako vhodné fotosenzitizéry pro PDT.
Vyrazné vyhodné&j$im se zda byt tetrapyridoporphyrazin ZIP300ZnMe" diky jeho dobré
ucinnosti po aktivaci svétlem jiz v nizkych koncentracich (jednotky nM) a diky nizké
vlastni toxicit¢ této latky (stovky puM). Vykazuje tak vysoky index TCsy/ECsy.
Tetrapyridoporphyrazin ZIP252ZnEt" dosahl v experimentech také dobrych hodnot
ECso a TCsp, kvtli vyssi vlastni toxicité a vyssi stfedni efektivni koncentraci latky

dosahuje pomér TCso/ECsp mnohem nizsich hodnot.

6.1.4 Ostatni fotosenzitiéry (tetrapvyridoporphyraziny ZIP2527ZnHCIl, ZIP
1847Zn., ZIP1847ZnHCI, Z1P2497n)

Ostatni pouzité PS (omezené rozpustné ve vodnych roztocich) nebyly aktivni ani
po dosazeni limitu rozpustnosti jednotlivych studovanych latek (Tab. 3).
Nad koncentraci limitu rozpustnosti jiz studované latky agregovaly, tvofily krystaly

a vypadavaly z roztoku. Proto s nimi nebyly provadény dalsi experimenty.

Tab. 3 Hodnoty limitii rozpustnosti neaktivnich fotosenzitizérii

fotosenzitizér limit rozpustnosti
ZIP 184Zn (v SCM) cca 100 uM
Z1P2527nHCI (v DMSO) cca 50 uM
ZIP184ZnHCI (v DMSO) cca 50 uM
Z1P249Zn (v DMSO) cca 50 uM

70




6.2 CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

Experimentalné¢ byl zjistovan casovy profil prostupu (,,uptake”) PS
(ZIP252ZnEt" a ZIP300ZnMe") v &asovych intervalech 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 a 12 hodin.
Ziskana data jsou zobrazena v nésledujicich grafech jako zavislost mnozstvi latky (jeji
fluorescence, resp. koncentrace vztazend na mnozstvi bilkoviny ve vzorku) na Case
(Obr. 20, 21). Intenzita fluorescence pfimo zavisi na koncentraci PS, tzn. ¢im vyssi
fluorescence je detekovana, tim vyssi koncentrace PS se nachazi v buiikach. Casovy
prostup obou PS do bunék byl v prvnich hodinach velmi rychly, s dosazenim plateau
faze priblizn€ kolem 12 hodin. Finalni koncentrace tetrapyridoporphyrazinu
ZIP300ZnMe" &inila 0,05 nmol/mg proteinu. U tetrapyridoporphyrazinu ZIP252ZnEt"

stanoveni mnozstvi latky ve vzorku neprobéhlo.
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Obr. 20 Grafické zndzornéni casového profilu prostupu ZIP252ZnEt" do bunék (zdvislost

normalizované fluorescence na case)
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Obr. 21 Grafické zndazornéni casového profilu prostupu ZIP300ZnMe" do bunék (zavislost mnozstvi
ZIP300ZnMe" na case).

6.3 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Pro fotografickou dokumentaci na bunééné linit HelLa byly pouZzity pouze
kationické derivaty ZIP252ZnEt" a ZIP300ZnMe", které prokazaly v cytotoxicitnich
experimentech in vitro slibnou uG¢innost. Jako kontrolni bunky jsou zde oznacovany

buniky, ke kterym nebyl pfidavan studovany PS.

6.3.1 Subcelularni lokalizace

Pro hlubsi nahlédnuti do mechanismu uc¢inkti kationickych PS byla
experimentalné urCena lokalizace PS uvniti bunék (tzv. subceluldrni lokalizace) pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie zna¢enim fluorescenénimi sondami MitoTracker Grenn FM
(mitochondrie) a LysoTracker Blue DND-22 (lysozomy). Mikrofotografie byly
pofizeny na fluorescen¢nim mikroskopu Nikon Eclipse Ti E s pouzitim fluorescencnich
filtrt pro DAPI, FITC a Cy5. Oba kationické PS se primarné lokalizovaly
v endo-lysozomalnim systému (Cervena fluorescence na obrdzcich 22 a 23 nahofe;
fluorescence samotného PS) se kryje se signdlem lysozomi (modré fluorescence).
Endo-lysozomalni systém a ptedevsim lysozomy tak piedstavuji primarni cil 'O,.
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Obr. 22 Subceluldrni lokalizace ZIP252ZnEt"; cervend (A) — fluorescence PS, modrd (C) — lysozomy,
zelena (B) — mitochondrie, vpravo dole (D) — prekryv fluorescencnich kandlii znazornujici lokalizaci PS

v oblasti lysozomii. MéFitko odpovida 50 um.
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Obr. 23 Subcelularni lokalizace ZIP300ZnMe"; cervend (A) — fluorescence PS, modra (B) — lysozomy,
zelena (C) — mitochondrie, vpravo dole (D) — prekryv fluorescencnich kandalii znazornujici lokalizaci PS

v oblasti lysozomii. MéFitko odpovida 50 um.
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6.3.2 Morfologické zmény

Morfologické zmény indukované fotodynamickym plsobenim fotosenzitizéru
byly zaznamendny pomoci fluorescencniho znaceni jader (Hoechst 33342, propidium
jodid), bunécné membrany (Cell Mask Green), mitochondrii (MitoTracker Red
CMXRos) a aktinového cytoskeletu (Alexa Fluor 488 konjugat phalloidinu)
v kombinaci s konfokalni mikroskopii. Pro tyto experimenty byl pouzit jen

tetrapyridoporphyrazin ZIP300ZnMe" pro jeho vyrazné vyssi fotodynamickou Gi¢innost.

Kontrolni buniky (bez cytotoxického plisobeni PS) maji normalni protahly tvar.
Jejich mitochondrie jsou vietenovité az vlaknité. Bunécnd jadra maji normalni tvar
a struktura chromatinu je nezménénd. Nekolik bunek prodélava bunééné déleni — jejich
tvar je zakulaceny a jadro prodelava charakteristické zmeény (signal fluorescen¢ni sondy
Hoechst je vyrazné vySsi diky vysoce kompaktnimu uspofadani DNA). Cytoskelet
bunck je beze zmén, v bunkdch je pifitomna charakteristicka vldknitd struktura

aktinového cytoskeletu véetné stresovych vldken (Obr. 24, Obr. 26).

Fotodynamicky efekt tetrapyridoporphyrazinu ZIP300ZnMe" (Obr. 25, Obr. 27)
se projevil komplexnimi morfologickymi zménami bunc¢k. Kromé frakce morfologicky
nezménénych bun€k nalézame velkou cast bun€k zakulacenych a kontrahovanych.
VétSina jich pak vykazuje masivni poSkozeni membrany a tvorbu membranovych blebt
v misté, kde se cytoplazmatickd membrana odd¢€li od cytoskeletu, a hydrostaticky tlak
cytoplazmy vytvoii baldonovité struktury. Zbytky membran bunék, které prosly rychlou
bunécnou smrti (pravdépodobné nekrotického typu), produkuji vyrazné nizsi signal.
U mitochondrii doSlo ke zméné tvaru z vietenovitého na sféricky a jsou z velké casti
fragmentované. U usmrcenych bunék doslo k tplnému vymizeni signdlu mitochondrii.
Fotodynamicky efekt se projevil také zménami na jadie (kondenzaci chromatinu
a fragmentaci jadra) a reorganizaci aktinového cytoskeletu bunék. U nékterych bun&k
doslo k jeho silnému rozruseni, chybi vléknita struktura nebo v buikéich doslo

k nahlouéeni vlaken v oblasti bunééného kortexu.
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Obr. 24 Zobrazeni kontrolnich bunék Hela (bez toxického piisobeni PS). Bunécné struktury jsou
beze zmén. Na jednotlivych snimcich Ize vidét jednotlivé bunécné struktury: A) mitochondrie — typicky
vietenovity az viaknity tvar, B)cytoplazmaticka membrana — vétsina bunek ma normalni tvar, membrany
beze zmén;  C) bunécna jadra, s nezménénym usporadanim jaderného chromatinu, D) snimek

s prekryvem vsech fluorescencnich kanalu (Cy3, FITC, DAPI). Méfitko odpovida 100 um.
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Obr. 25 Zobrazeni morfologickych zmén na HeLa buiikach po aktivaci PS (ZIP300ZnMe",
ECgs = 8,03 nM). Doslo ke zménam ve vSech sledovanych bunécnych strukturach - kontrakce az
zakulaceni bunék, tvorba membranovych blebii (B) a zména tvaru mitochondrii (A). Na snimku (C) Ize
videt jadra s typickou nealterovanou strukturou (1.), jadra s kondenzovanym chromatinem (2.) a
fragmentaci jader (3.). Celkovy snimek s prekryvem fluorescencnich kanalii je zobrazen vpravo dole (D).

Mevitko odpovida 100 um.
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Obr. 26 Zobrazeni kontrolnich bunék HelLa (bez toxického piisobeni PS, fixované buiniky). Bunécné
struktury jsou beze zmén. Na jednotlivych snimcich Ize vidét jednotlivé bunécné struktury:
A) mitochondrie — typicky vietenovity az vidaknity tvar, B) aktinovy cytoskelet — vétsina bunék — typicka
vidknita struktura vcetné stresovych viaken; C) bunécna jadra, s nezménénym usporadanim jaderného

chromatinu, D) snimek s prekryvem vsech fluorescencnich kanalu (Cy3, FITC, DAPI). Mévitko odpovida
100 um.
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Obr. 27 Zobrazeni morfologickych zmén na HeLa buitkach po aktivaci PS (ZIP300ZnMe",
ECgs = 8,03 nM, fixované buiiky). Doslo ke zménam ve vSech sledovanych bunécnych strukturach:
A) zména tvaru mitochondrii; B) zména struktury aktinového cytoskeletu, u nékterych bunék cytoskelet
silné rozrusen (1.), cytoskeletu chybi vidknita struktura (2.), velka cast bunek ma vidkna nahloucend

vkortexu (3.); C) lze vidét jadra s kondenzovanym chromatinem; D) celkovy snimek s prekryvem

fluorescencnich kanalii (Cy3, FITC, DAPI). Méritko odpovida 100 um.
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6.4 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Hodnoceni typu bunécné smrti navozené tetrapyridoporphyrazinovym PS
ZIP300ZnMe" bylo provedeno pomoci prittokové cytometrie s vyuZitim Annexinu-V
a PL. Pro experiment byly vyuzity koncentrace PS odpovidajici hodnotdm jeho EC;s
a ECgs. Dosazené vysledky jsou graficky znazornény na Obr. 28. Z vysledkl je patrné,
ze pti vyuziti koncentrace EC;s v celém sledovaném casovém intervalu az do 6 hodin
od ozafeni, je pfitomna vétSina bun€k neapoptotickych, tj. negativnich na Annexin-V

a PL. Objevuje se zde i podil bunék pozdné apoptotickych az nekrotickych.

Pti zvySeni koncentrace PS na hodnotu ECgs, doslo uz po 20 minutach
po ozéfeni k velmi vyraznému zvySeni podilu pozdné apoptotickych az nekrotickych
bunck, které tvofily na rozdil od EC;s vice nez polovinu z celkového mnozstvi bunck.
S nartistajicim intervalem od ozéfeni jejich podil jesté vzrostl, coz odpovida vysledim

z cytotoxicitnich studii.
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Obr. 28 Hodnoceni typu bunécné smrti pritokovou cytometrii s pouzitim PS ZIP300ZnMe"
(pouZzité koncentrace PS - EC;5= 2,18 nM, ECgs = 8,03 nM).
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7 DISKUZE

Pro zvysujici se vyskyt nddorovych onemocnéni v dnesni dobé¢ je nutné vyvijet
nova potencialni protinadorova 1éCiva a terapeutické pfistupy pro jejich 1écbu.
Podle udajti databdze GLOBOCAN se vroce 2012 ve svété odhalilo 14,1 miliona
novych ptfipadi nddorovych onemocnéni a ptiblizné 8,2 milionti lidi na nadorové
onemocnéni zemielo (International Agency for Research on Cancer 2012). Naptiklad

v Ceské republice patii nddorova onemocnéni k druhé nejCastéj$i piiciné Gmrti

(Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky 2014).

Fotodynamicka terapie zamétfend na 1é€bu malignich 1 nemalignich onemocnéni
je povazovana za minimdlné invazivni, klinicky schvélenou terapeutickou metodu
(Agostinis et al. 2011, Mroz et al. 2011), kterd je v poslednich letech vyznamné
studovana a klinicky testovana. Vzhledem k nizké invazivité PDT a relativn¢ nizkému
vyskytu nezadoucich komplikaci ma PDT potencidl i mezi standardnimi metodami

1é¢by nadord, jako jsou radioterapie, chemoterapie nebo chirurgicka 1écba.

Fotodynamicka terapie nadorii vyuziva interakce tii netoxickych slozek — PS,
svétla a kysliku, jejichZ spole¢na interakce vede k iniciaci fotochemickych reakcei, které
vedou k tvorbé vysoce reaktivnich a toxickych latek. PDT je zaloZena na absorpci svétla
o vhodné vilnové délce molekulou PS a nasledném prenosu energie fotonii na okolni
molekuly, predevsim na kyslik, za vzniku cytotoxickych ROS, kde hlavni roli hraje 'O,
(Agostinis et al 2011). ROS poskozuji okolni bunééné struktury, jejichz destrukce vede
k nevratnému poSkozeni bunécnych funkci a nasledné bunécné smrti (Buytaert et al.

2007).

Vysledny ucinek fotodynamické terapie je vzdjemnym propojenim tii hlavnich
mechanismi ucastnicich se destrukce nadorové tkan€. Jednd se o piimy letalni ucinek
ROS (hlavn& '0,) na nadorové buiiky, poskozeni cévniho zasobeni nadorové tkang, kde
nasledné¢ dochdzi ke snizeni dodavky kysliku a Zivin, a zprostfedkovanou aktivaci

imunitniho systému proti nddorovym buitkam. (Castano et al. 2005a).

Efekt PDT se muze pozitivné projevit také v kombinaci s jinou lécebnou
metodou  (napfiklad s chemoterapii). Jejich kombinaci dochazi nejenom
k efektivnéjSimu ni¢eni nadorovych bungk, ale pfedevs§im k redukci nezadoucich tc€inkt

chemoterapie, protoze je pro dosazeni cilené¢ho Uc¢inku potfebnd mnohem nizsi davka
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1é¢iva pro chemoterapii (Moreira et al. 2008). Aditivni a synergicky efekt kombinace
1écby pomoci PDT a cisplatiny nebo gemcitabinu byl prokazan na plicni nddorové
bunécné linii H1299, kde kombinaci doSlo k vyraznému snizeni viability bunék

po kombinované terapii (Crescenzi et al. 2006).

Hlavnimi strukturnimi skupinami PS jsou porfyriny a jejich analoga, chloriny,
bakteriochloriny a Pc (Benov 2015). Ftalocyaniny a jejich aza-analoga pfedstavuji
zajimavou strukturni skupinu organickych barviv, které maji mnoho vyuziti v riznych
oblastech vyzkumu 1 v praxi (Machacek etal. 2016). Vyuziti nalezly jako barviva,
napln¢ tonerd v tiskdrnach, optickych materidlech (napi. CD disky), primyslovych
katalyzatorech nebo také jako fluorescencni sondy. Jednou z klicovych aplikaci Pc je
jejich pouziti v mediciné pro PDT nadord. (Josefsen a Boyle 2012, Machacek et al.
2016). Skupina Pc pfedstavuje Cisté syntetické makrocyklické latky, které maji vhodné
fotofyzikalni vlastnosti pro PDT. Mezi vyhodné vlastnosti Pc patii silnd absorpce zateni
nad 680 nm avysoky ®,. Za nevyhodu téchto latek je povaZovana jejich nizka
rozpustnost ve vod¢ a tendence k agregaci, jez negativné ovliviiuji fotodynamicky efekt

PS (Machacek et al. 2015).

V této praci byly experimentalné in vitro studovany latky ze skupiny derivatt
tetrapyridoporphyrazint (TPyPz), jez jsou jedny z moznych aza-analogl Pc s ndhradou
benzenovych jader za pyridiny. Jejich syntéza, jako vhodnych PS pro PDT, byla
popsana teprve nedavno nasi védeckou skupinou (Véachova et al. 2015). Pro veskeré
experimenty byly tyto latky syntetizovany védeckou skupinou doc. Zim¢ika na Katedie
farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické Fakulty v Hradci Kralové.
Fotosenzitizéry ZIP300ZnMe" a ZIP252ZnEt" piedstavuji ve vodé rozpustné kationické
zastupce TPyPz, ostatni zkoumané PS maji velice omezenou rozpustnost ve vodnych
roztocich avyzaduji tedy pouziti nosiCového systému nebo solubilizéri (v nasem
pfipadé DMSO). Zkoumané latky obsahuji substituenty s rliznymi spojujicimi
heteroatomy (O, N, S). Centralnim kovovym atomem téchto latek je vzdy zinek. Casovy
prostup kationickych PS do bunck byl v prvnich hodinach velmi rychly, s dosazenim
plateau faze ptiblizné€ kolem 12 hodin. Podobnych vysledki bylo dosazeno i s nabitymi,
ve vodé rozpustnymi Pc (Machacek et al. 2015, Makhseed et al. 2013)
a tetrapyrazinoporphyraziny (TPyzPz), coZ je jiny typ azaftalocyanini (Machécek et al.
2015, Machadek et al. 2016). Finalni koncentrace TPyPz ZIP300ZnMe" ¢inila

0,05 nmol/mg proteinu.
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V literatufe zatim neni publikovano mnoho dalSich vysledkt in vitro
experimentli hodnoceni fotodynamické aktivity azaftalocyaninti. V roce 2010 byly
publikovany prvni vysledky in vitro fotodynamické aktivity ve vodé rozpustnych,
zineCnatych  azaftalocyanini  (AzaPc) ze skupiny TPyzPz a  zineCnatych
azanaftalocyanini. Experimenty byly provadény na Hep-2 bunkach, coz je bunécna
linie lidskych cernosskych cervikalnich nadorovych bunék. Pouzité latky neprokazaly
zadnou vlastni toxicitu bez aktivace zafenim az do maximalni pouzit¢ koncentrace
200 uM. Fototoxicita byla hodnocena po 4 h inkubace se zkoumanymi latkami.
Kationicky AzaPc dosahl ECsy = 0,104 uM. Za hlavni subceluldrni cil této latky byly
uréeny lysozomy. To naznacuje pravdépodobné vychytdvani tohoto nabitého AzaPc

pomoci endocytdzy (Zimcik et al. 2010).

Dal$im zajimavym in vitro studovanym kandidatem ze skupiny Pc byl v neddvné
dobé syntetizovany, ve vodé rozpustny, zineCnaty Pc se Sestndcti kladnymi néboji
na periferii (Makhseed et al. 2013). I ve vodném prostfedi mé tato latka vysoké @,
a absenci agregace 1 pii vysokych koncentracich. Tento nabity Pc prokazal velmi
vysokou ucinnost na nadorovych HelLa bunkach in vitro (ECso = 36,7 nM) a nizkou
vlastni toxicitu jak na nemaligni bunééné linii mysich fibroblasti 3T3 (TCso = 395 uM),
tak na HeLa buiikdch (TCsy = 628 uM). Dosahl tak vyjimecné dobré hodnoty poméru
TCso/ECsg ptesahujici 10 000.

Vroce 2009 byla publikovana studie (Ke et al. 2009), kterd porovnavala
fotodynamické vlastnosti periferné a neperiferné substituovanych zine¢natych Pc. Jedna
se o latky substituované ¢tyimi skupinami karboxylovych derivatl v o- nebo B-pozicich
makrocyklu. Vlastni toxicita pouzitych latek bez ptfitomnosti aktivujiciho zafeni se
neprojevila pii pouZiti porovnavanych Pc v koncentracich do 8 puM. Fototoxicita
po ozateni (A > 610 nm, 60 J cm %) byla utdchto Pc studovina na bun&né linii
MGCS803, kterd ptedstavuje lidské nadorové bunky zaludku. Tetra-o-substituované
zinecnaté Pc se ukézaly byt vice fototoxické viici MGC803 buitkkdm a méné agregujici
nez jejich tetra-B-substituované protéjsky. Nejvice fotoaktivni se ztestovanych Pc
ukazal zineCnaty neperiferné substituovany 4-karboxylfenoxyftalocyanin. Dosahl
vysoké hodnoty fototoxicity po ozateni (ECsy= 3,05 uM), kterd prokazuje vyhodné
vlastnosti tohoto PS pro PDT. Studované neperiferné substituované latky také prokazaly
mirné¢ vyssi kvantovy vytézek singletového kysliku a vyssi fotostabilitu, naproti tomu

nebyl vyznamny rozdil ve vychytavani obou skupin latek bunikami.
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Dalsi latkou ztad Pec, jejiz fotodynamické vlastnosti in vitro byly
experimentalné hodnoceny, je napftiklad amfifilni zine¢naty
tetrakarboxyoktafluoroftalocyanin. Jeho fotodynamicka aktivita byla studovana
na bunécné linii HelLa. Zaroven byla latka srovnavana s hydrofobnim zinecnatym
hexadekafluoroftalocyaninem a hydrofilnim zineCnatym nefluorovanym
oktakarboxyftalocyaninem. Pro in vitro fotocytotoxicitni experimenty byly bunky
s témito latkami inkubovany po dobu 2 h a nasledn& ozatovany (A > 500 nm, 31 J cm ?).
I tento potencialni PS dosahl vysoké fototoxicity, ECso ~ 0,5 uM. K akumulaci tohoto
PS dochazelo primérné v hydrofobni lipidové membrané¢ bunck. Tato latka se
vyskytovala v bunkéch ve své fotoaktivni monomerni form¢ a neagregovala v nich (Oda

et al. 2000).

Fotodynamicka aktivita jednotlivych PS studovanych v této praci byla
hodnocena po aktivaci svétlem (A > 570 nm; 12,4 mW cm'z; 11,2] cm'z) na bunécéné
nadorové linii HeLa. Nejlépe se ze zkoumanych PS projevil kationicky PS
ZIP300ZnMe', ktery prokdzal neobydejnd vysokou toxicitu po  ozafeni
ECs0=3,89 £1,79 nM, ktera udava, ze pro dosazeni cileného smrticiho efektu
na nadorové buriky je potieba extrémné malého mnozstvi v fadu jednotek nM. Podobny
vysledek fototoxicity v fadech desitek nM byl dosazen i u kationického Pc nesouciho
stejnou periferné substituovanou skupinu jako ZIP300ZnEt™ (Makhseed et al. 2013).
ZIP2527ZnEt" dosahl hodnoty ECso=0.26 + 0,089 uM, coZ je v porovnani s jiz
publikovanymi Pc a AzaPc stdle velice dobra aktivita srovnatelnd s kationickymi Pc
nesoucimi stejnou periferni skupinu (Machacek et al. 2015). Ostatni zkoumané latky
bohuZel neprokdzaly fotodynamickou aktivitu po ozafeni az do limitu jejich
(Makhseed et al. 2013) mél v plateau fazi uptake experimentii na HeLa bunécné linii
koncentraci 0,55 nmol/mg proteinu (Machacek et al. 2016), coz je piiblizné

desetinasobné vyssi koncentrace nez u ZIP300ZnMe".

Vlastni toxicita kationickych latek bez aktivace svétlem byla hodnocena
na bun&né linii HeLa. Vlastni toxicita ZIP252ZnEt" byla TCsp = 105 = 9,5 uM a
vlastni toxicita ZIP300ZnMe' byla TCs, = 435 + 33 pM. Oba kationiéti, ve vodé
rozpustni zastupci tak vykazuji nizkou vlastni toxicitu (TCsp) v fadech stovek uM, coz
je pro potencial latky pro PDT a jeho dalsi studium PS dulezité. Mnoho latek pro PDT,

jez jsou ve vod¢ malo rozpustné, nemuze dosdhnout nizké vlastni toxicity vlivem
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ptidavki solubilizéri ¢i organickych rozpoustédel, ktera toxicitu systému pomocna
latka-PS muze vyrazné negativné ovlivnit. Podobné vysledky vyrazné nizké vlastni
toxicity Pc a AzaPc nabunétné linii HeLa publikovala naSe skupina jiz diive
(Makhseed et al. 2013, Machacek et al. 2015). Perifern¢ substituovany kationicky Pc se
dokonce ukézal byt jednim z nejméné toxickych PS, kdy publikovanych, hodnota TCsg
ptesahuje hodnotu 1500 uM.

Oba zastupci kationickych TPyPz studovanych v této praci dosdhly velice
dobrého poméru TCsy/ECsp. ZIP2527ZnEt" dosahl pom¢éru 404 a ZIP300ZnMe" pak az
vyjimecné vysokych 111 825. Tyto vysledky naznacuji, Ze se jedna o nadéjné kandidaty

pro PDT a rozhodné si zaslouzi dalsi hlubsi in vitro a do budoucna i in vivo hodnoceni.

Jak ukazuje literatura, po probéhlé PDT poSkozené bunky prochdzeji vSemi
typy bunééné smrti: apoptdzou, nekrézou a bunéénou smrti spojenou s autofagii
(Agostinis et al. 2011, Buytaert et al. 2007, Mroz et al. 2011). Hlavnimi typy jsou ale
apoptdza a nekroza. Apoptdza predstavuje proces programované bunééné smrti zavisly
na ATP, morfologicky charakterizovany kondenzaci chromatinu, Stépenim
chromozomalni DNA na fragmenty, smrStovanim bunky, blebbingem membrany,
degradaci proteintl, tvorbou apoptotickych télisek bez poskozeni membrany a expozici
fosfatidylserinu na vngj$i stranu cytoplazmatické membrany (Buytaert et al. 2007,
Moreira et al. 2008). Nekroza predstavuje proces bunécné smrti, ktery je
charakteristicky otokem bunék a bunéCnych organel, ktery vede k jejich poSkozeni,
ztratou integrity bunééné membrany a jeji naslednou rupturou, kterd umozni vyliti

intracelularniho obsahu okoli, kde se ndsledn¢ zacne vyvijet zanét (Moreira et al. 2008).

Subcelularnim cilem obou zkoumanych kationickych TPyPz byly urceny
lysosomy, podobné jako u dalSich latek publikovanych nasi skupinou, coz je v rozporu
sobecné pfijimanym nazorem, Ze kationické PS jsou lokalizovany pifedevSim
v mitochondriich (Macdonald a Dougherty 2001). Tato lokalizace ma vliv 1 na typ
bunécéné smrti po aktivaci svétlem a vede k rychlému usmrceni buné€k se znaky nekrozy

(Machacek et al. 2015).

U Kkationického zastupce ZIP300ZnMe', ktery prokizal v cytotoxicitnich
experimentech slibngjs$i vlastnosti, byly studovany morfologické zmény navozené
aktivaci tohoto PS a procesy doprovazejici bunécnou smrt. Fotodynamicky efekt

tetrapyridoporphyrazinu ~ ZIP300ZnMe"  se projevil, dle vysoké fototoxicity,
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oc¢ekavanymi  komplexnimi  morfologickymi ~ zménami  mitochondrii, jader,
cytoplazmatické membrany 1 aktinového cytoskeletu. Obdobné zmény aktinového
cyteskeletu pti PDT byly pozorovany 1 v diivéjsich studiich s jinymi PS (Uzdensky et
al. 2005, Juarranz et al. 2001). Priitokovou cytometrii s vyuzitim kombinace znaceni
Annexinem-V(FITC) a proidium jodidem lze rozlisit norméalni, apoptotické a pozdné
apoptotické ¢i nekrotické buniky. Vlivem ztraty integrity bunééné membrany v procesu
apoptozy vystavuji na svij vnéjsi povrch membranovy fosfolipid fosfatidylserin,
na ktery se vdze Annexin-V. Tato vazba je ale umoznéna i u bunc¢k nekrotickych.
Soucasnym znac¢enim bunék propidium jodidem (PI) lze tyto modality rozlisit. PI skrze
neposkozené membrany zZivych bunck a bun¢k v ¢asném stadium apoptdzy nepronika,
na rozdil od pozdné apoptotickych a nekrotickych bunék, které jsou pro PI permeabilni
(Hingorani et al. 2011). Vysledky spolu s morfologickymi zménami poukazuji
na prevladajici nekrézu v procesu bunééné smrti navozené u¢inkem ZIP300ZnMe' .
Prevazujici nekréza je pravdépodobné zpilisobena rupturou lysozomi po aktivaci PS
a vylitim jejich obsahu do bunky (U¢inek napf. proteaz) véetné pokracujiciho ucinku PS

v cytoplazmé bunék.

Derivaty ze skupiny derivath tetrapyridoporphyrazinli prokézaly v in vitro
experimentech, zkoumajicich fotodynamickou aktivitu na bunééné nadorové linii HeLa,
velmi vyhodné vlastnosti, proto by méla byt této skupin€é v budoucnu vénovana vétsi
pozornost. Cast vysledkii této prace byla jiz publikovana (Vachova et al. 2015)
a vysledky s TPyPz ZIP300ZnMe" jsou souéasti dal§i piipravované publikace.
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ZAVERY

Studované kationické derivaty ZIP300ZnMe™ a ZIP252ZnEt™ prokazaly slibnou
fotodynamickou ucinnost v pritomnosti aktivujiciho zafeni na bunécné nadorové
linii HeLa (ECsp = 3,89 nM resp. 260 nM). Ostatni derivaty nebyly aktivni ani

po dosazeni limitu rozpustnosti jednotlivych latek.

Vlastni toxicita kationickych derivatt (nesoucich trvaly naboj) bez aktivujiciho
zafeni byla velmi nizkd — TCso = 105 uM pro ZIP252ZnMe+ a pro ZIP300ZnMe"
byla hodnota TCsy =435 uM.

Casovy prostup kationickych derivatti byl velmi rychly. Plateau faze bylo dosaZzeno
béhem 12 hodin.

Hlavnim subceluldrnim cilem studovanych PS byly lysozomy.

Pomoci fotografické dokumentace s pouzitim ZIP300ZnMe" byly detekovany
vyrazné morfologické zmény na bunkach. Fotodynamicky ucinek se projevil
zménou tvaru bunék, tvorbou membranovych blebli, zménou tvaru mitochondrii

a pozd¢ji také zménami na jadie a reorganizaci aktinového cytoskeletu.
Prevladajicim typem bunécné smrti detekovanou pritokovou cytometrii se ukazala
nekréza, coz je vsouladu s morfologickymi zménami pozorovanymi pomoci

konfokalni mikroskopie.

Fotosenzitizér ZIP300ZnMe" ukazal velmi slibné vlastnosti pro PDT, proto je

vhodny pro dalsi studium.
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