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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Petra Brazdova
Skolitel: Mgr. Miloslav Machacek
Nézev diplomové prace: Studium novych ftalocyanint pro fotodynamickou terapii

nadorii zaméfenou na cévy

Nadorova onemocnéni jsou jednou zvedoucich pfi¢in umrti ve vyspélych
statech, proto je vyzkumu protinadorovych 1é¢iv vénovano velké usili. Fotodynamicka
terapie (PDT) je v této oblasti dnes jiz zavedenou metodou, ovSem o sméfovani jejiho
ucinku na néadorové cévy se zacalo uvazovat az pomérné neddvno. Fotodynamicka
terapie zaméfenda na cévy (VTP) vyuziva, Vv porovnani s PDT, mnohem kratS$iho
intervalu mezi podanim fotosenzitizéru (PS) a ozafenim, ¢imz je G¢inek cytotoxickych
latek sméfovan na zamezeni cévniho zasobeni nadoru. To ma za cil pferusit pfistupu
kysliku a Zivin malignim bunkam a zpisobit tak jejich poSkozeni a smrt.

Cilem této prace je zhodnoceni Gc€innosti nové syntetizovanych PS ze skupiny
ftalocyaninti a azaftalocyanini S vyuzitim protokolu VTP vin vitro podminkach.
Pouzit¢ PS jiz byly v neddvné dobé studovany metodami klasické PDT, pii niz
prokazaly velice slibnou G€innost vii¢i nddorovym buitkdm a nizkou vlastni toxicitu.

Hlavnim cilem této prace bylo hodnoceni schopnosti cytotoxického plisobeni
téchto PS po ozafeni aktivaénim svétlem ihned po jejich aplikaci. Hodnoceni
zivotaschopnosti bunék probihalo pomoci testu vychytdvani neutrdlni Cervené na
96 jamkovych destickach. Experimenty byly provadény na dvou typech bunéénych linii
— lidské endotelidlni bunéc¢na linie EA.hy926 a lidska maligni cervikalni linie HeLa.

Fluorescencni mikroskopie a mikroskopie v diferencidlnim interferen¢nim
kontrastu byly pouzity k hodnoceni morfologickych zmén buné€k po aktivaci PS.
K detekci vybranych subceluldrnich zmén bylo pouzito fluorescencni barveni sondou
JC-1 pro uréeni poskozeni mitochondrii a propidium jodid (Pl) v kombinaci s Hoechst
33342 Krozliseni zmén v jadife béhem bunééné smrti. Ta byla dale potvrzovana

prutokovou cytometrii s bunikami fluorescencné znacenymi PI a FITC-Annexinem V.



Ptipadné zapojeni autofagie do procesu bunécné smrti bylo hodnoceno fluorescenénim
zna¢enim monodansylcadaverinem.

Vysledky provedenych experimentti potvrdily vysokou aktivitu téchto latek vici
vybranym bunéénym liniim i ve VTP protokolu, pfi¢emz celkové nejvhodnéjsim PS se
ukdzal byt periferné substituovany derivat ftalocyaninu s vysokou aktivitou po ozareni
(ECs0 = 0,57 uM pro EA.hy926, resp. 0,24 uM pro HeLa burky) a pfedevsim velmi
nizkou vlastni toxicitou (TCsp > 1500 uM).



2 ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Petra Brazdova
Supervisor: Mgr. Miloslav Machacéek
Title of diploma thesis: Study of the novel phthalocyanines for the

vascular-targeted photodynamic therapy of tumors

Cancer is one of the leading causes of death in developed countries, therefore
a big effort is devoted on research of novel anticancer drugs. Photodynamic therapy
(PDT) is currently a well-established method in this area, but targeting its effect on
tumor vasculature has not been considered until recently. In comparison with PDT,
vascular-targeted photodynamic therapy (VTP) takes the advantage of a much shorter
interval between administration of the photosensitizer (PS) and irradiation (drug-light
interval) and thus turning the effect of cytotoxic agents to tumor vasculature. It is
intended to disrupt the oxygen and nutrients supply to malignant cells and thus cause
their damage and death.

Aim of this work is to evaluate the efficacy of newly synthesized PSs from the
group of phthalocyanines and azaphthalocyanines using the VTP protocol under in vitro
conditions. The PSs used in this study have been investigated recently with classical
PDT protocol, in which they have demonstrated very promising activity against tumor
cells and exhibited low inherent toxicity.

The main objective of this study was to evaluate the ability of the cytotoxic
effect of the PSs activated by an irradiation with red light immediately after their
application. Evaluation of cell viability was carried out in 96-well plates using a neutral
red uptake assay. Experiments were performed on two types of cell lines — human
endothelial cell line EA.hy926 and malignant human cervical cell line HelLa.

Fluorescence microscopy and microscopy in differential interference contrast
were employed for evaluation of morphological changes of the cells after activation

of the PS. For detection of selected subcellular changes, the fluorescent probe JC-1 was



used for the determination of mitochondrial damage and propidium iodide (PI)
in combination with Hoechst 33342 to distinguish changes in the nucleus during cell
death. The latter was further confirmed by flow cytometry with cells fluorescently
labeled with Pl and FITC-Annexin V. The possible involvement of autophagy in the
process of cell death was assessed by fluorescent labeling with monodansylcadaverin.

The results of the experiments confirmed the high activity of these compounds
against selected cell lines and in the VTP protocol. The overall best PS was proved to be
peripherally substituted phthalocyanine derivative having high activity after irradiation
(ECso = 0,57 uM for EA.hy926 or 0,24 uM for HeLa cells) and especially very low
inherent toxicity (TCso > 1500 uM).
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4 UVOD

Téma Studium novych ftalocyaninii pro fotodynamickou terapii nadoru
zamérenou na cévy jsem si pro svou diplomovou praci zvolila proto, ze mé
fotodynamicka terapie zaujala jako celek, a to pfedevSim svym principem, kdy z latek
primarné netoxickych nebo velmi malo toxickych vznikne po ozafeni svétlem produkt
poskozujici cilené urcené misto organismu (piedevsim tedy takové, kde probiha urcity
patologicky proces). Dalsim divodem mého vybéru byla uzkd spoluprdce mezi
katedrami, a to konkrétné mezi Katedrou biochemickych véd, Katedrou farmaceutické
chemie a kontroly lé¢iv a Katedrou biofyziky a fyzikalni chemie. Tuto spolupraci
povazuji za inspirativni a pfinosnou jak z hlediska pochopeni dé&ju, které v zivych
organismech probihaji, tak zhlediska syntézy analogl latek, které prokdzaly pfi

experimentech vyssi uc¢innost.

Vysledky této prace budou pouzity jako podklad pti dalsim a hlub$im studiu
aktivity a toxicity téchto latek na lidskych vaskularnich bunéénych liniich, popiipadé
vin vivo experimentech. Udaje obsazené v této praci mohou byt také pouzity pii
podrobnéjsim studiu d&ji vedoucich k oxidativnimu poskozeni a bunécné smrti, jakoz
I K podrobnéjsimu popisu mechanismu a lokalizaci u¢inku latek po jejich aktivaci

svétlem.
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5 SEZNAM ZKRATEK

ALA

AMD

Ang
AzaPc

D-L interval

DIC
DMEM
ECso
EGF
ER
FBS
FDA
FGF

N

GA
H,0,
HAT

HEPES

kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)

vékem podminéna (senilni) makularni degenerace (age-related macular

degeneration)
angiopoetin
azaftalocyanin(y) (azaphthalocyanine(s))

Casovy interval mezi podanim fotosenzitizéru a ozafenim (drug-light

interval)

diferencialni interferencni kontrast

kultivaéni médium (Dulbecco s modified Eagle’s medium)

stiedni efektivni koncentrace

epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)
endoplazmatické retikulum

fetalni bovinni sérum (teplem inaktivované)

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor)

kvantovy vytézek singletového kysliku

kvantovy vytézek fluorescence

Golgiho aparat

peroxid vodiku

suplement do kultivaéniho média (hypoxantin, aminopterin, thymidin)
pufr (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)

derivat hematoporfyrinu
12



HPPH

ICso

LDL
MDC
MMP
mTOR
NR
102
0, -
-OH
PBS
Pc
PDGF
PDT
PI
PPIX
PS
P/S
ROS

SCM

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

stfedni inhibi¢ni koncentrace

interleukin

intravenozni/intravendzné

lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
monodansylcadaverin

matrixové metaloproteinazy (matrix metalloproteinases)
serin/threonin proteinkindza nazyvand mammalian target of rapamycin
neutralni ¢erven (neutral red)

singletovy kyslik

superoxid anion radikal

hydroxylovy radikal

pufr (phosphate buffered saline)

ftalocyanin(y) (phthalocyanine(s))

rastovy faktor z desticek (platelet derived growth factor)
fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)
propidium jodid (propidium iodide)

protoporfyrin IX

fotosenzitizér(y) (photosensitizer(s))
penicilin/streptomycin

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

DMEM médium obsahujici sérum a dalsi suplementy (Serum containing

medium)
13



TIE
TC50
TGF B

TIMP

TNF
VEGF

VTP

WSTO09
WST11
ZIP117Zn
Z1P120Zn

Z1P65Zn

trypsin/EDTA
stfedni toxicka koncentrace
transformujici rustovy faktor beta (transforming growth factor- f)

tkanové inhibitory matrixovych metaloproteindz (tissue inhibitors

of matrix metalloproteinases)
tumor nekrotizujici faktor (tumour necrosis factor )
vaskularni endotelialni rastovy faktor (vascular endotelial growth factor)

fotodynamicka terapie zaméfend na cévy (vascular-targeted

photodynamic therapy)

padeporfin (Tookad®)

padeliporfin (Tookad® Soluble, Stakel®)
neperiferné substituovany zinecnaty ftalocyanin
periferné substituovany zine¢naty ftalocyanin

zineCnaty tetrapyrazinoporfyrazin
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6 TEORETICKA CAST

6.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Fotodynamicka terapie (PDT) je metoda kombinujici tfi zdkladni slozky:
fotosenzitizér (PS), svétlo a kyslik. Ackoliv je kazda z nich sama o sobé netoxicka,
spolu spousti fotochemickou reakci, ktera dava vznik vysoce reaktivnim a toxickym

latkam zpusobujicim poSkozeni bunky az jeji smrt (Agostinis a kol. 2011).

Tento druh terapie vyzaduje pfitomnost PS ve tkani, ktera ma byt lécena.
V prvnim kroku dochézi k podani PS (systémov¢ nebo topicky) Vv nepfitomnosti svétla.
Po urcité dobé, kdy ma PS c¢as k distribuci a akumulaci v maligni tkani, nasleduje
ozafeni nadoru svétlem o vhodné vinové délce, které PS aktivuje. V pfitomnosti
molekularniho kysliku (0,) je energie fotonii pievedena fotochemickou reakci na vznik
singletového kysliku (*0,), poptipadé reaktivnich forem kysliku (ROS), a fluorescence.
Poskozeni bunétnych struktur a bio-makromolekul pak vede k ptimému poskozeni
a smrti nadorovych bunék (apoptickou nebo nekrotickou cestou), poskozeni cévni
mikrocirkulace a vyvolani mistni zadnétlivé reakce Ui€astnici se na odstranéni mrtvych
bunék, obnoveni homeostazy a v nékterych ptipadech i na vyvinuti systémové imunity

(Agostinis a kol. 2011, Josefsen a Boyle 2012, Moreira a kol. 2008).

Kombinovany pfistup této 1écby vede k vétsi selektivité ve zni€eni nemocné
tkané, jelikoz pouze bunky vystavené souCasné fotosenzitizéru, svétlu a kysliku jsou

vystaveny cytotoxickym ¢initelim produkovanym v prib&éhu PDT (Allen a kol. 2001).

PDT je klinicky schvalena, minimaln¢ invazivni terapeutickd metoda vyuzivana
pii 1é¢bé ruznych druhti malignich i nemalignich onemocnéni (Agostinis a kol. 2011,
Moreira a kol. 2008, Zimcik a kol. 2010).

6.1.1 Historie PDT

Pocatky vyuzZivani fotodynamického procesu mizeme datovat daleko do
minulosti, kdy €lovék s pomoci rostlinnych extraktii a slune¢niho zatfeni 1écil ncktera
kozni onemocnéni. Jako ptiklad mizeme uvést Indii 1400 let pfed nasim letopoctem,

kde byly pouzivany psoraleny ziskané ze semen Psoralea corylifolia k 1éc¢bé vitiliga
15



(Allen a kol. 2001). Dilezitym krokem ve vyvoji fototerapie bylo ohlaseni 1éCby
pravych nestovic ¢ervenym svétlem a kozni tuberkuldzy ultrafialovym svétlem v roce
1901 danskym Iékatem Nielsem Finsenem. Ten byl za sviij objev roku 1903 ocenén

Nobelovou cenou (Zimcik a Miletin 2009).

Fotodynamicky efekt byl formalné¢ zaznamenan na ptelomu 20. stoleti, kdy
student mediciny Oscar Raab (pracujici pod vedenim Dr. H. von Tappeinera)
zaznamenal letalni ucinky roztoku akridinové oranze na prvoky rodu Paramecia
(trepky). Tento Uc¢inek byl zavisly na intenzité osvétleni V laboratofi. Pozdé&ji bylo
zjisténo, ze dalsi slouceniny, jako je eosin, jsou schopny indukovat rychlé usmrceni
bun¢k v pritomnosti svétla — ukazalo se, ze pro tento efekt je nutnd pritomnost
rozpu$téného molekularniho kysliku. Roku 1908 pak Hausmann zaznamenal

fotohemolyzu krali¢ich erytrocytl pii pouziti hematoporfyrinu (Allen a kol. 2001).

Historie PDT v klinické praxi se vSak zacina psat az roku 1993 schvalenim
porfimeru sodného (Photofrin®) v Kanad& pro 1é&bu rakoviny mocového méchyie
(Wang a kol. 2013). Jeho fotofyzikalni a farmakokinetické vlastnosti ale nebyly
optimalni — jde o fotosenzitizér prvni generace. Jedna se totiz o komplikovanou smés
oligomerti, absorbujici svétlo pii pouhych 630 nm sdlouho trvajici kozni
fotosenzitivitou (az 6 tydnt). Tyto vySe uvedené nevyhody pobizely k vyvoji novych
PS. To dalo za vznik dal$im latkdm - druhé generaci fotosenzitizérti. Nékteré z téchto
latek jiz byly pfijaty do klinické praxe (verteporfin, temoporfin, talaporfin,
aminolevulova kyselina a jeji estery) (Zimcik a kol. 2010).

6.1.2 Mechanismus PDT

Mechanismus PDT je zaloZzen na absorpci svétla PS a nasledném pienosu

energie na okolni molekuly, hlavné na kyslik (Zimcik a kol. 2010).

Po ozafeni je PS excitovan do svého prvniho excitovaného singletového stavu.
Tento excitovany stav trva pfili§ kratce (ns) na to, aby dokdzal uCinn€ reagovat
s okolim, a rychle ztraci energii zativym (fluorescence) nebo nezativym rozkladem. Pro
ma dobu existence jiz vV fadu mikrosekund, coz je dostatecné dlouha doba pro interakci

mezi excitovanym PS a okolnimi molekulami. Je tedy obecné pfijiméno, ze vznik
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cytotoxickych produktii v pribéhu PDT zahrnuje interakci s excitovanym tripletovym
stavem senzitizéru, ackoliv existuji pfipady, kde je zahrnut i singletovy stav (Allen
a kol. 2001).

Excitovany tripletovy stav PS muZe prochizet dvéma typy fotoreakci.
Mechanismus Typu I zahrnuje oddé€leni atomu vodiku nebo ptenos elektronu vedouci ke
vzniku volnych radikali a radikalovych ionti. Tyto ¢astice mohou ihned reagovat
s molekularnim kyslikem a navodit nenapravitelné oxida¢ni poskozeni bunky

a produkci ROS vedouci k dalsi biologické destrukci.

Pii reakci Typu II mize tripletovy stav PS pfenést svou energii pfimo na
molekularni kyslik, ktery je vyjime¢ny tim, Ze jeho zakladni stav je tripletovy.
Vznikajici singletovy kyslik reaguje témét okamzité s nespoctem biologicky dilezitych
substratil, coz opét vede k zavaznému oxida¢nimu poskozeni a nakonec ke smrti bunky

(Allen a kol. 2001, Castano a kol. 2004).

Oba typy reakci mohou probihat zaroven a pomér mezi t€émito dvéma procesy
zalezi na typu pouzitého fotosenzitizéru, koncentraci substratu a kysliku (Castano a kol.
2004). Je vsak obecné piijimano, ze Typ II v pribéhu PDT pievazuje a ze singletovy

kyslik je nejdulezitéj§im cytotoxickym agens produkovanym pfi tomto druhu terapie.

Zivotnost singletového kysliku je velmi kratka (10 — 320 ns), coz limituje jeho
difuzi v bunice pouze na 10 — 55 nm (Agostinis a kol. 2011). Velikost lidskych bunék se
pohybuje od 10 do 100 um. Misto vzniku singletového kysliku (lokalizace PS) tedy
ptimo urcuje, ktery subcelularni cil bude atakovan, a rozhoduje mj. také o typu bunééné
smrti (Allen a kol. 2001, Castano a kol. 2004).

6.1.3 Kombinace PDT s dalSimi druhy protinadorovych terapii

Kombinace riznych druhti terapie s nepiekryvajici se toxicitou je dnes bézné
pouzivanou strategii ke zlepSeni terapeutického indexu 1écby v moderni onkologii. Diky
tomu, ze ma PDT unikatni cytotoxicky efekt zaloZeny na singletovém kysliku, mize byt
bezpecné kombinovéna s dal§imi druhy protinddorové 1écby bez rizika vzniku zkiiZzené
rezistence. PDT tedy muze byt pouzita samostatné nebo v kombinaci s chirurgickou

1é¢bou, radioterapii nebo chemoterapii (Agostinis a kol. 2011).

17



Kombinace PDT s chemoterapeutickym IéCivem umoziuje nejen ucinngjsi
zni¢eni nadorovych bungk, ale také snizeni skodlivych vedlejsich ucinki chemoterapie

diky moznosti pouziti mensi davky 1é¢iva pii zachovani uc¢inku (Moreira a kol. 2008).

6.2 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Pojmem reaktivni formy kysliku oznacujeme skupinu latek odvozenych
od molekuly kysliku (Oy). Jedna se piedevsim o volné radikaly, které maji neparovy
elektron, fadime tam vSak i neradikalové slou¢eniny kysliku, z nichz vSak radikaly také
anion radikal (O; ), peroxid vodiku (H20,), hydroxylovy radikal (-OH) a singletovy
kyslik (*O,). Jsou to latky vysoce reaktivni, vznikajici enzymatickymi nebo
neenzymatickymi reakcemi. Obecné jsou vnimany jako latky toxické zpisobujici
naruseni ¢innosti bunky, jeji smrt ¢i maligni transformace. ROS vsak neptisobi pouze
jako latky toxické, ucastni se také nespecifické imunitni obrany vici patogenim,

transdukce signalu a bunééného metabolismu (Manda a kol. 2009).

Zvyseny vznik ROS byl pozorovan u nadorovych a degenerativnich onemocnéni
(Alzheimerova a Parkinsonova choroba) a pfi dalsich patologickych stavech (Lu a kol.
2007) (napf. revmatoidni artritida, kardiovaskularni nemoci, AIDS, vznik Sedého
zakalu), stejné jako v nepatologickych procesech jakym je starnuti (Moreira a kol.
2008).

6.2.1 Vznik ROS

Vznik volnych radikalt je z v&tsi Casti nefizeny, a v aerobnich organismech
nevyhnutelny diky jejich zavislosti na oxidac¢nich procesech. Aerobni organismy se
proto adaptovaly zivotu v oxida¢nim prostiedi vyvinutim silnych antioxidac¢nich

mechanismt (Manda a kol. 2009)

Potencialné cytotoxické ROS jako je O,-, H,O, a -OH mohou vznikat
v eukaryotnich  bunikkdch v pribéhu normalniho  energetického metabolismu
(mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce a oxidativni fosforylace), nebo

metabolismu urcitych xenobiotik.
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Ve skutecnosti i vystaveni se sluneCnimu zafeni mize byt vyznamnym zdrojem
ROS jako dusledek excitace endogennich fotosenzitizéri v kiizi. Tyto latky také mohou
byt generovany mnoha dalSimi extracelularnimi Ciniteli jako je napf. ionizujici nebo

neionizujici zafeni (Moreira a kol. 2008).

Cela tada volnych radikdlii je produkovana fagocytujicimi bunkami. Pfi
fagocytoze se spotiebuje vysoky pocet kyslikovych molekul, coz je oznacovano jako
respira¢ni vzplanuti. Pti likvidaci cizorodych ¢astic fagocytujicimi bunkami jsou vsak

ucinky ROS velmi zadouci (Ledvina a kol. 2005).

6.2.2 Superoxidovy anion

Jednoelektronovou redukci kysliku vznikd superoxid, ten neni tak reaktivni
a Vv biologickych systémech nezpiisobi takové oxidacni poskozeni. Miize vSak
difundovat z mista svého vzniku a zvysit oxidacni stres v celé bunce. O, mize
reagovat v piitomnosti vodiku sam se sebou za vzniku H,0, a O, (dismutace). Ta mutze
probihat bud’ spontanné, nebo za katalyzy enzymem superoxid dismutazou (Castano a
kol. 2004, Manda a kol. 2009).

Superoxid je také diileZity v produkci vysoce reaktivniho ‘OH, protoZe se Gi¢astni
redukce kovovych iontli, které ptisobi jako katalyzatory pii preméné¢ H,O, na -OH
a hydroxidovy anion ((OH) (Castano a kol. 2004). Sam pak zptsobuje peroxidaci lipida
(Manda a kol. 2009).

6.2.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku vznika ze superoxidu dismutaci. Nema neparovy elektron a neni
‘OH (vznikajici Fentonovou a Haber-Weissovou reakci) a kyselina chlornd (reakce
katalyzovana myeloperoxiddzou). Interaguje s lipidy, proteiny a nukleovymi
kyselinami. Je rozpustny v lipidech a diky své strukturni podobnosti s vodou muze
voln¢ difundovat skrze biologické membrany (bunky a tkan€) a tedy interferovat

s bunéénymi cili mimo misto svého vzniku (Manda a kol. 2009).

H,0; je dilezity v biologickych systémech pro funkci mnoha enzymt, a proto je

stejné jako kyslik potiebny pro spravnou funkci organismu (Castano a kol. 2004).
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6.2.4 Hvydroxvlovy radikal

Hydroxylovy radikal vznika Fentonovou nebo Haber-Weissovou reakci za ucasti
eleznatych iontl (Fe?"). Jedna se o extrémné reaktivni formu kysliku, ktera atakuje
vétsinu buné¢nych komponent (sacharidy, nukleové kyseliny, lipidy a proteiny) (Manda
a kol. 2009).

6.2.5 Singletovy kyslik

Vznika excitaci elektronti v molekule kysliku spojenou se zménou spinu jednoho
elektronu (Ledvina a kol. 2005). 'O, je vysoce reaktivni forma kysliku, ktera reaguje
s mnoha biologickymi molekulami zahrnujicimi lipidy, proteiny a nukleové kyseliny

(Moreira a kol. 2008).

Jak uz bylo feCeno vySe, je obecné pfijiméno, Ze singletovy kyslik je
pii posuzovani u¢innosti nové nasyntetizové molekuly potencialné pouzitelné pro PDT
hodnotime jeji fotochemické vlastnosti, mezi které fadime i schopnost molekuly
produkovat pravé singletovy kyslik — tzv. kvantovy vytézek singletového kysliku (®,).
Ten ptitom siln¢ zavisi na konjugovaném systému dvojnych (mn-) vazeb PS, coz
ospravedliiuje Siroké pouziti m-konjugovanych makrocykll, jako jsou porfyriny
a ftalocyaniny (Moreira a kol. 2008).

6.2.6 U&inky ROS na organismus

Reaktivni formy kysliku (a oxidacni stres obecné) zplisobuji:

1) Oxidaéni poskozeni lipidd (lipoperoxidaci) — to vyvolava nejéastéji
hydroperoxylovy radikal (vznikajici protonizaci O,-), ‘OH, méné pak O,
Nejnachylnéjsi k oxidaci je fosfolipidova dvojvrstva biologickych membran (hlavné
v endotelu cév), a vnich predev§im dvojné vazby nenasycenych mastnych kyselin

(Ledvina a kol. 2005).
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2) Oxidaéni poskozeni bilkovin a enzymi — dulezitymi cili jsou predevsim
aminokyselinové zbytky proteint, které obsahuji SH-skupiny (cystein, methionin) nebo
dvojné vazby (tyrosin, histidin, tryptofan). Poskozovany jsou vSak také bilkoviny pojiva
(kolagen a elastin) (Castano a kol. 2004, Ledvina a kol. 2005).

3) Poskozovani jinych makromolekul — ROS poskozuji také nukleové kyseliny,
polysacharidy, glykosaminoglykany, ale 1 nizkomolekularni latky a cholesterol

(Ledvina a kol. 2005).

6.2.7 Oxidacni stres

Oxidac¢ni stres byva definovan jako naruSeni rovnovahy pro- a antioxidacnich
faktorit vedouci k moznému poskozeni tkané€. Tato nerovnovaha miize byt zplisobena
zvySenou tvorbou reaktivnich produktl nebo sniZenou schopnosti piirozenych
ochrannych mechanismi organismu zabranit vzniku a plsobeni téchto reaktivnich

sloucenin (Moreira a kol. 2008).

V normalnich buiikach proliferace bunék vyplyvajici ze stimulace rastovymi
faktory vyzaduje signalizaci pomoci ROS. To se shoduje s pfedstavou, ze aktivace této
cesty v nadorovych buiikach je spojena se zvySenim této signalizace. Nadorové bunky
tedy mohou byt mnohem zranitelnéj$i vii¢i oxida¢nimu stresu, protoZe pracuji uz se
zvysenou hladinou signalizace pomoci ROS, ktera je vyzadovadna pro zvySenou miru
ristu. Pfidani ¢inidla zplsobujicitho zvySeny vznik ROS nebo sniZeni vychytavaci
kapacity mlze posunout nddorovou bunku za kriticky bod, pokud jde o lipidovou

peroxidaci, poSkozeni DNA a oxidaci proteind (Schumacker 2006).

Je uchvacujici jak jsou schopny tak jednoduché molekuly jako ROS regulovat

zivot a smrt (Manda a kol. 2009).

6.3 SVETLO

Svétlo je jednou ze tii hlavnich komponent PDT a je nezbytné K aktivaci
molekul PS (Chen a kol. 2006). Spole¢n¢ s pirednostnim hromadénim PS v cilové tkani
ptispiva k selektivité této terapie a omezuje tak poskozeni okolni zdravé tkané
(Macdonald a Dougherty 2001).
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Volba svételného zdroje by méla byt zaloZzena na absorpénim spektru PS,
charakteru nemoci (misto, velikost 1éze, ptistupnost, vlastnosti tkan¢), cen¢ a velikosti
daného zatizeni. Volba optimalni kombinace PS, zdroje svétla a parametra 1écby je

klicova pro uspésnou PDT (Agostinis a kol. 2011).

6.3.1 Optické okno tkané

Svétlo je po vstupu do tkané bud’ rozptylovano, nebo absorbovano. Rozsah obou
procest zalezi na typu tkdn¢ a vlnové délce svétla. K absorpci dochazi hlavné diky
endogennim chromoforim, jako jsou hemoglobin, myoglobin, cytochromy a melanin
(Castano a kol. 2004). Kombinace absorpce svétla nizSich vlnovych délek
(400 — 600 nm) dulezitymi tkanovymi chromofory (Moreira a kol. 2008) spole¢né
s menSim rozptylem svétla pii delSich vlnovych délkéch a pifitomnosti absorpce vodou
pii vinovych délkach nad 1300 nm vedla ke vzniku pfedstavy ,,optického okna‘“ ve tkani
(Castano a kol. 2004).

Oblast mezi 600 a 1200 nm je tedy Casto nazyvana optickym oknem tkané
(Obr. 1). Avsak pouze svétlo do cca 800 nm mize efektivné tvofit *O,, protoZe delsi

vlnové délky nemaji dostate¢nou energii ke spusténi fotodynamické reakce (Agostinis
a kol. 2011).
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Obrazek 1 Optické okno tkané s vymezenim absorpcnich spekter dilezitych tkanovych chromofor

(Castano a kol. 2004)
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6.3.2 Zdroje svétla pro PDT

Svétlenymi zdroji pro PDT mohou byt lasery, nebo nekoherentni zdroje svétla.
Pouziti laseru umoznuje vybér optimalni vinové délky pro maximum absorpce daného
PS, které zéavisi na jeho chemické struktufe. Vyhodou pouziti laseri je také moznost
jejich spojeni s optickymi vlakny, a tak je endoskopicky zavést do jinak nepiistupnych
oblasti (napf. mocovy méchyi a gastrointestinalni trakt). Pro dermatologii jsou vsak
vyznamnéj$i nelaserové zdroje diky velkému povrchu, ktery mohou ozafit, nizsi cené,

mensi velikosti, spolehlivosti a snadnému nastaveni (Moreira a kol. 2008).

Hloubka, do kter¢ se svétlo v tkani dostane, je zavisla na optickych vlastnostech
tkan¢ a vlnové délce svétla (Macdonald a Dougherty 2001). Delsi vinova délka
znamena hlubsi penetraci tkani (Chen a kol. 2006) — penetrace ¢erveného svétla
(~ 630 nm) tkani je tedy jen vyjimeéné vyssi nez 5 mm, zatimco pii vySSich vinovych

délkach (< 800 nm) mtize byt az 1 — 2 cm (Zim¢ik a kol. 2010).

6.4 FOTOSENZITIZERY

Fotosenzitizér je molekula, ktera po excitaci svételnou energii mize vyuzit
ziskanou energii ke spuSténi fotochemickych reakci produkujicich pro buiky toxické
pusobky. PS jsou po podani pfijimany bunikami celého té€la. Samy o sobé (to jest
V nepfitomnosti svétla a kysliku) vSak nemaji zadny ucinek na zdravou nebo
patologickou tkan. Jsou to pouze jejich aktivované formy, které maji cytotoxicky efekt
(Josefsen a Boyle 2012).

V soucasnosti je znamo velké mnozstvi latek, které jsou potencidlnimi PS
vyuzitelnymi v PDT. Nekteré znich lze snadno pfipravit syntézou z latek bézné
dostupnych v piirodé jako je hem, chlorofyl a bakteriochlorofyl. Tento postup je
Setrn€j§i k Zivotnimu prosttedi a ma také vyhody ekonomické vzhledem ke

komplikované totalni chemické syntéze latek (Castano a kol. 2004).

6.4.1 Strukturni rozdéleni fotosenzitizéru

VeétSina fotosenzitizérli je odvozena od tetrapyrolového aromatického jadra,

které se nachazi v mnoha pfirodn¢ se vyskytujicich pigmentech (hem, chlorofyl
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a bakteriochlorofyl). Mezi plné konjugované tetrapyroly (porfyriny) S vinovou délkou
maxima kolem 630 nm patii hem (Castano a kol. 2004). Chloriny jsou tetrapyroly, které
maji redukovanu jednu dvojnou vazbu (Obr. 2), ¢imz se posouva i vinova délka maxima
k 650 — 690 nm, bakteriochloriny maji dva pyrolové kruhy s redukovanou dvojnou
vazbou (Obr. 2), coz posouva maximum absorpce jeSté dale v Cervené oblasti spektra

(740 — 800 nm) (Castano a kol. 2004, Zimcik a Miletin 2009).

Druhou strukturni skupinou fotosenzitizérti jsou ftalocyaniny (Pc) (Obr. 2)
a mén¢ rozsifené naftalocyaniny. VIlnova délka maxima je opét > 650 nm. Pfitomnost
¢tyt fenylovych nebo naftylovych skupin vSak zpiisobuje problémy s rozpustnosti

a agregaci (Castano a kol. 2004).

HEIE 55

porfyrin chlorin bakteriochlorin ftalocyanin

Obrazek 2 Zakladni strukturni typy fotosenzitizéra

6.4.2 Rozdéleni fotosenzitizéru do generaci

Fotosenzitizéry jsou obecné dé€leny do tfi generaci. Prvni generace
fotosenzitizéru zahrnuje derivat hematoporfyrinu (HpD, porfimer sodny), komeréné
dostupny jako Photofrin®. Druhé4 generace byla pak vyvijena od 80. let minulého stoleti
k pfekonani nevyhod prvni generace (Yoon a kol. 2013). Témito nedostatky jsou
chemicka nejednost, slaba absorpce pfi nizsich vinovych délkach, horsi prostup tkanémi
a predev$im dlouha kozni fotosenzitivita (Agostinis a kol. 2011, Allen a kol. 2001,
Castano a kol. 2004, Moreira a kol. 2008). Jako tfeti generace jsou pak oznacovany PS
druhé generace konjugované s latkami, jako jsou cholesterol, protilatky a liposomy pro

prednostni akumulaci a cileni na nadorovou tkan (Yoon a kol. 2013).
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6.4.3 Prvni generace fotosenzitizéru

6.4.3.1 PORFYRINY

Porfimer sodnv

Prvnim PS klinicky pouzitym pro 1écbu rakoviny byla ve vod¢ rozpustna smés
porfyrinovych monomert,, dimerG a oligomerti s nedefinovanym pomeérem nazyvana
derivat hematoporfyrinu (HpD) (Agostinis a kol. 2011, Zimcik a Miletin 2009). Ten byl
ptipraven  z hematoporfyrinu, latky =ziskané z cerveného krevniho Dbarviva
zodpovédného za pienos kysliku v zivych organismech, tedy hemu (Zimcik a Miletin
2009). Cisténa forma HpD obohacena o vice aktivni dimerni a oligomerni komponenty,
porfimer sodny (Obr. 3), se pozdgji stala znaméa pod ndzvem Photofrin® (Agostinis
akol. 2011, Allen akol. 2001). Byva podavan intravenozné (i.v.) v davce 2 mg/kg,
ozafeni nasleduje 48 hodin po aplikaci (Allison a kol. 2004).

Photofrin® byl schvalen v n&kterych zemich pro 16&bu asnych a pozdnich stadii
rakoviny plic, jicnu, mocového méchyte, Casnych stadii rakoviny zaludku a délozniho

¢ipku (Agostinis a kol. 2011).
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Obrizek 3 Struktura jednoho z oligomert porfimeru sodného
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Ackoliv je porfimer sodny pravdépodobné nejpouzivanéjsi PS, ma nékolik
nevyhod (Agostinis a kol. 2011). 1) Jedna se o smés latek s neurCitou strukturou
a slozenim (Castano a kol. 2004). 2) Absorbuje velmi slabé pii vinové délce 630 nm,
kde neni penetrace tkani optimalni, coz omezuje 1écbu na hloubku nadoru do 5 mm.
Navic bylo prokazano, ze jsou derivaty hematoporfyrinu neucinné¢ pro nadory typu
pigmentovaného melanomu diky piekryvu absorpénich spekter PS a melaninu v maligni
tkani. 3) Derivaty hematoporfyrinu vykazuji prodlouZenou retenci v kozni tkani trvajici
az 10 tydnt po injekci. Toto usti v prodlouzenou kozni fotosenzitivitu nevyhodnou

hlavné u pacientd s pozdnimi stadii nadort (Allen a kol. 2001).

Tyto davody pobizely k aktivnimu hledani novych, chemicky dobie
definovanych PS se zlepSenymi optickymi a farmakokinetickymi vlastnostmi. Tyto

latky jsou obecné znamé jako fotosenzitizéry druhé generace (Moreira a kol. 2008).

6.4.4 Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

V souvislosti se snahou najit nové fotosenzitizéry pro PDT, byly také

definovany vlastnosti, které¢ by mél idealni PS mit.

M¢éla by to byt chemicky cista slouc¢enina s neménnym sloZzenim, jeho syntéza
by méla byt poméme jednoduchd a vychozi latky snadno dostupné. PS by mél byt
Videdlnim piipadé rozpustny ve vod€ nebo ve smési vodnych rozpoustédel
a neagregovat prili§ v biologickém prostfedi, protoZe to sniZzuje jeho fotochemickou
ucinnost. Mél by mit minimalni cytotoxicitu bez pfitomnosti aktivujiciho zafeni
a nizkou toxicitu po podani (alergicka reakce, hypotenze). PS by mél byt pfednostné
zadrzovan cilovou tkani (maligni ¢i nemaligni), aby zpusoboval pouze okrajovou
toxicitu sousedni zdravé tkani. Navic pfebytecny PS by mél byt rychle vyloucen z téla
S projevy minimalni systémové toxicity. Také by mél mit vysokou fotochemickou
aktivitu s vysokymi kvantovymi vytézky dlouho zijicich tripletovych stavii dostateéné
energetickych k produkei singletového kysliku. PS by mél absorbovat v ¢ervené oblasti
spektra pti vinovych délkach 600 — 800 nm, kde je optimalni penetrace svétla tkani
(Agostinis a kol. 2011, Allen a kol. 2001, Castano a kol. 2004). Nemuzeme vsak
ocCekavat, ze by néktery fotosenzitizér splioval vSechny tyto parametry (Allen a kol.

2001).
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6.4.5 Druha generace fotosenzitizéru

Slouc¢eniny druhé generace jsou definovana chemickd individua se silngjsi
absorpci pfi delSich vinovych délkach, kratce trvajici kozni fotosenzitivitou a nizkou
toxicitou bez ozafeni (Zimcik a kol. 2010). Vétsina zastupci druhé generace
fotosenzitizéri  jsou molekuly odvozené od pofyrinu: benzoporfyriny, chloriny
a bakteriochloriny, pheophorbidy, texapyriny, ftalocyaniny a naftalocyaniny (Moreira a
kol. 2008).

6.4.5.1 PORFYRINY

Kyselina 5-aminolevulova a jeji estery

Kyselina 5-aminolevulova (ALA, Levulan®) neni fotosenzitizérem sama o sobg,
jedna se o metabolicky prekurzor fotosenzitivniho protoporfyrinu IX (PPIX) — tedy
0 prolécivo. Na fotodynamicky aktivni 1é¢ivo je metabolizovana biosyntetickou cestou
hemu in situ v nadoru, nebo v bunkach cilové tkan¢ (Obr. 4), pficemZ mira syntézy
a akumulace PPIX je vétsi v malignich a premalignich bunkach nez v bunikach zdravych
(Castano a kol. 2004, Moreira a kol. 2008).

Témér vSechny typy bunék v lidském téle s vyjimkou zralych ¢ervenych krvinek
jsou vybaveny metabolickym aparatem syntézy hemu (Castano a kol. 2004). Finalni
kroky této syntézy probihaji v mitochondriich bunék (Zimcik a Miletin 2009). V prvnim
kroku vznikd ALA zglycinu a succinyl CoA pomoci ALA-syntetdzy. Poslednim
krokem je pak zaclenéni Zeleza do PPIX katalyzované enzymem ferochelatazou a vznik
hemu (Castano a kol. 2004). Koncentrace hemu funguje jako zpétnovazebna inhibice
této metabolické drahy. Za fyziologickych podminek nejsou akumulovany zadné
meziprodukty v buice (Zimcik a Miletin 2009). Pfidanim exogenni ALA je
zpétnovazebnd inhibice obchdzena a PPIX se hromadi kviali limitované kapacité

ferochelatazy (Castano a kol. 2004).
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protoporfyrin IX
Obrazek 4 ALA jako prekurzor, ktery biosyntézou poskytuje fotosenzitivni protoporfyrin IX

Divody, pro¢ maji rakovinné bunky tendenci syntetizovat vice PPIX nez
normalni, jsou stale pfedmétem vyzkumu. Hypotézy naznacuji, ze by to mohla
zpusobovat vyssi exprese enzymu biosyntézy hemu nebo nizsi exprese ferochelatazy.
Pokusy zvysit Gcinnost PDT s ALA zahrnuji pouziti chelatorti Zeleza ke snizeni
mnozstvi PPIX pfeménovaného na hem ferochelatdzou odnétim volného zeleza, které je
nezbytné pro praci enzymu. DalSim pfistupem je podéani poldrni ALA jako esteru
(methyl, pentyl, hexyl, benzyl) (Obr. 5) ve snaze facilitovat piijem do buiiky zvySenim
lipofility molekuly (Castano a kol. 2004).

O
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0]

O
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Obrazek 5 Metylester a hexylester ALA

In vivo muze byt ALA podana peroralng, i.v. nebo topicky (Castano a kol.
2004). Je podavana ne€kolik hodin pted aktivaci svétlem o vinové délce 630 nm (Allison
akol. 2004). ALA vykazuje nizkou toxicitu a je rychle vyluCovana ztéla diky
existujicim elimina¢nim mechanismiim. Navic PPIX vznikajici po aplikaci ALA vytvafi
fluorescenci, ktera miize byt vizualizovana pod modrym svétlem — mozZnost vyuZiti pro

diagnostické ucely (Moreira a kol. 2008).
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ALA je pouzivana pti 1écbé aktinické keratozy pokozky obliceje a hlavy (Allen
a kol. 2001), zobrazovani a 1écbé povrchovych nadori (Josefsen a Boyle 2012). Silna
hydrofilita ALA je limitujici pro pranik kizi, zejména vrchni vrstvou, stratum corneum
a bunécnou membranou. Z tohoto diitvodu mohou byt 1éCeny jen nadory velmi blizko
povrchu (Zimcik a Miletin 2009). Je také pouzivana pii topické 1é¢bé dermatologickych

problémi (psoridza, Bowenova nemoc a akné).

ALA derivaty jsou pouzivany V klinice pro zobrazovani a 1é¢bu bazélniho
bun&¢ného karcinomu a dalich koZnich 1ézi. Metvix® (methylester derivat ALA),
Benvix® (benzylester derivat) a Hexvix® (hexylester derivat) byly také pouZity pii 16¢b&

rakoviny gastrointestinalniho traktu a v diagnostice rakoviny moc¢ového méchyie.

Schopnost malych molekul ALA derivatl pronikat ptes kiizi selektivnéji vV misté
nadorti a vykazovat fluorescenci a fotosenzitivitu narodu in situ diky tvorbé PPIX, je

¢ini idealnimi 1é¢ebnymi ¢inidly (Josefsen a Boyle 2012).

6.4.5.2 CHLORINY

Verteporfin

Verteporfin (Obr. 6), jinak nazyvany benzoporfyrinovy derivat (BPD), je
fotosenzitizér druhé generace odvozeny od protoporfyrinu (Moreira a kol. 2008).
Navzdory svému jménu je vSak benzoporfyrin ¢lenem rodiny chlorini. Diky tomu
vhodnéji absorbuje az pii 690 nm. Verteporfin je t€Zko rozpustny ve vodé, takze musi
byt podavan ve form& liposomt v davee 6 mg/m? (Zimcik a Miletin 2009). Tato
slouenina ma rychly piijem tkanémi i vyluCovani z organismu a je selektivng
vychytavana endotelovymi buikami (Moreira a kol. 2008). Ozafeni se provadi 15 az
30 minut po podani a jeho poloas v organismu je mezi 5 a 6 hodinami. Kozni
fotosenzitivita je minimalni a trva obvykle po dobu 48 hodin (Zimcik a Miletin 2009).

Nejcastéjsim nezadoucim Gc¢inkem je bolest pti podani (Allison a kol. 2004).

29



H,CO0C

@

HsCO0C

COOH

COOCH;

Obriazek 6 Struktura verteporfinu

Verteporfin je schvalen pod obchodnim ndzvem Visudyne® k 16¢b& vékem
podminéné makularni degenerace (AMD, vedouci pficiny slepoty u lidi nad 50 let)
a pouziva se také u jinych onemocnéni zpusobujicich ztratu zraku kvili novotvorbé
abnormalnich cév v cévnatce oka (choroidalni neovaskularizaci) (Allen a kol. 2001).
Vétsina klinické odpovédi verteporfinu je zaloZena na naruseni a uzavéru cév, proto se
toto 1é¢ivo zda byt idealni pro poruchy zpusobené novotvorbou cév (Allison a kol.
2004). Verteporfin vSak ukdzal WCinnost také v dermatologii pro lécbu

nemelanomovych nadort ktize (Ormond a Freeman 2013, Zimcik a Miletin 2009).

Temoporfin

Temoporfin (Obr. 7) neboli m-tetrahydroxyfenylchlorin (mTHPC, Foscan®) je
PS druhé generace, ¢len rodiny chlorind (Allison a kol. 2004, Zimcik a Miletin 2009).

OH

HO

Obrazek 7 Struktura temoporfinu
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Patii mezi nejsilngj$i PS, protoze poskytuje mimoradné mnozstvi singletového
kysliku pfi 652 nm. Je podavan i.v. v davce 0,1 — 0,2 mg/kg. Trva vSak asi 4 dny nez se
dosdhne maximalni akumulace v nadoru a vylouéeni znormalni tkané. Po infuzi
i tlumené svétlo mize vést k vazné kozni fotosenzitivité. Ozafeni samotné musi byt
velmi presné a davka zafeni byva jen 20 J/cm?. Piestoze 1éGebny zasah probiha pouze
par minut, miize Se objevit u pacienta znacna bolest. Prodlouzena kozni fotosenzitivita

muze trvat az 6 tydnu, ale obvykle to byvaji 2 az 4 tydny (Allison a Sibata 2010).

V roce 2001 byl schvalen pro lé¢bu nadori hlavy a krku. Je jedinym PS
schvalenym pro tento typ nadorového onemocnéni. Dobré kosmetické vysledky byly
také dosazeny pii 1é€bé bazalniho bunécného karcinomu béhem Klinickych studiich

(Zimcik a Miletin 2009).

Talaporfin

Talaporfin (Obr. 8) je semisynteticky derivat chlorinu e6 (ten je mozné ziskat
z chlorofylu a). Spojenim chlorinu €6 a kyseliny asparagové vznika talaporfin, neboli
mono-L-aspartyl chlorin e6 (Npe6, LS11, MACE, Laserphyrin®, Litx™) (Zimcik
a Miletin 2009).

HN COOH
COOH

COOH
Obrazek 8 Struktura talaporfinu

Ve formé tetrasodné soli je dobfe rozpustny ve vodé, je tedy podavan i.v.
v davee 40 mg/m? (Zimcik a Miletin 2009). Talaporfin je aktivovan pii 664 nm
a maximalniho G¢inku je dosazeno pfi ozafeni 2 — 4 hodiny po infuzi. Tento hydrofilni

chlorin je vazan v plazmé a predpoklada se, Ze se jedna spiSe o PS ucinkujici na cévy.

31



Eliminace probiha zlu¢i, coz se musi zohlednit u pacient S onemocnénim jater (Allison
a Sibata 2010). Fotosenzitivita kiize je minimalni a trva obvykle 3 — 7 dni, vymizi zcela
po 2 tydnech.

Talaporfin sodny, pod nazvem Laserphyrin®, byl schvalen v Japonsku pro 1é&bu
Casnych stadii bronchopulmonarniho karcinomu (Zimcik a Miletin 2009). Ma také
potencial pro 1é¢bu fibrosarkomu, rakoviny hlavy a krku, Gst, hltanu a jater (Allison

a Sibata 2010, Ormond a Freeman 2013).

Rostaporfin

Dalsim PS ze skupiny chlorinti je rostaporfin (Obr.9), ciniCity etiopurpurin,
SnEt2, Purlytin™, Photrex (Zimcik a Miletin 2009). Spravnéji je rostaporfin
purpurinem (degradac¢ni produkt chlorofylu) (Josefsen a Boyle 2008). Centralné ma
koordinovany atom cinu, ktery podporuje posun absorpéniho maxima na 660 nm
(Allison a Sibata 2010). Tato sloucenina je hydrofobni a musi byt podavana
v kombinaci s emulgatorem (Zimcik a Miletin 2009). Davka je obvykle 1,2 mg/kg
a ozafeni nasleduje po 24 hodinach od podani (Allison a kol. 2004, Zimcik a Miletin
2009). Kozni fotosenzitivita trva asi 14 dni po infuzi (Allison a Sibata 2010).

OCH,CH,

Obrazek 9 Struktura rostaporfinu

Rostaporfin byl klinicky hodnocen pii 1é€bé metastatického prsniho
adenokarcinomu, bazalniho bunééného karcinomu a Kaposiho sarkomu. Dokon¢il také
treti fazi klinického hodnoceni u AMD, prozatim vSak nebyl schvalen americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) diky poZzadavkim na dal§i hodnoceni

ucinnosti a bezpecnosti (Ormond a Freeman 2013).
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6.4.5.3 FEOFORBIDY

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

Tento chlorinovy derivat, nazyvan také Photochlor, se zdal nejslibnéj$i z vice nez
400 fotosenzitizéru, u kterych byl zkouman vztah struktury a aktivity (Allison a Sibata
2010).

HOOC
Obrazek 10 Struktura HPPH

HPPH (Obr. 10) je extrémn¢ hydrofobni slouc¢enina absorbujici pii 665 nm. Jeho
nizkd rozpustnost ve vod¢ vyzaduje pfitomnost solubilizéru, moznosti je i podéani
suspenze nanokrystald. Davka se pohybuje v rozmezi 2 — 6 mg/m?. Diky vysoké
hydrofobicité je jeho farmakokinetika pomala a mize byt detekovan v plazmé dokonce
i n€kolik mésict po infuzi. Navzdory tomuto pomalému vylucovani, se vSak neobjevuje

zadna nebo pouze minimalni kozni fotosenzitivita (Zimcik a Miletin 2009).

HPPH je hodnocen v klinickych studiich zabyvajicich se 1écbou karcinomu plic,
jicnu, hlavy a krku, dutiny Gstni, hltanu, bazalniho bunééného karcinomu a Barretova

jicnu (Ormond a Freeman 2013, Zimcik a Miletin 2009).

6.4.5.4 BAKTERIOCHLORINY

Padoporfin/Padeliporfin

Oba tyto fotosenzitizéry jsou bakterioforbidové derivaty bakteriochlorofylu,
bakterialniho ekvivalentu chlorofylu, obsahujici v centrdlni dutiné¢ atom palladia.
Padoporfin (WST09, Tookad®™) je hydrofobni a vyZaduje nosi¢. Padeliporfin (WST11,
Stakel™ Tookad® Soluble) je hydrofilni a jeho podani je tedy snazsi (Obr. 11).
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Obriazek 11 Struktura padoporfinu (vlevo) a padeliporfinu (vpravo)

Oba se zdaji byt 1éCivy plsobicimi na cévy, zpusobuji totiz uzavieni cév po
ozateni. Ob¢ latky jsou rychle vylucovany, takze ozafeni zalind kratce po infuzi.
Fotosenzitivita je limitovana na 3 hodiny, coz je vyhodné. Aktivace probiha pii 763 nm
uWSTO09 a pti 753 — 757 nm u WST11, coz dovoluje hlubsi prinik svétla.

Tyto PS byly hodnoceny v souvislosti s karcinomem prostaty - WSTO09 v davce
2 mg/kg (Lepor 2008) a WST11l v davce 4 mg/kg podavané 10 minutovou infuzi
s naslednym ozafenim (Azzouzi a kol. 2013). Dosazené vysledky byly slibné, hlavné
uWST11. Uginnost WST11 je zkoumana také v souvislosti s1é¢bou choroidalni
neovaskularizace ucastnici se AMD (Clinical Trials.gov - NCT01021956).

6.4.5.5 TEXAPYRINY

Motexafin Lutetium

Motexafin lutetium (Lu-Tex, Optrin®, Antrin®, Lutrin®) (Obr. 12) je &lenem
skupiny texapyrinii — syntetickych barviv s jadrem obsahujicim 5 atomt dusiku. Diky
pfitomnosti polarnich skupin na periferii, je Lu-Tex ve vodé¢ rozpustny. Absorbuje pfi
732 nm. Davka je ptiblizné 2 — 3 mg/kg, avSak optimalni ¢as ozafeni se lisi v zavislosti
na cili 1é¢by. Naptiklad karcinom prostaty je ozafovan 3 hodiny po injekci, zatimco
ischemicka choroba srdecni a karcinom prsu s 18 — 24 hodinovym odstupem. Lécivo je
zadrzovéano v nadorovych tkanich a nové vytvorenych cévach. Dobie se vaze na
lipoproteiny, takze mize byt ucinné proti aterosklerotickym platim. Lé¢ivo je rychle
vylucovano z téla s polocasem 13 — 39 hodin (Zimcik a Miletin 2009).
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Obrazek 12 Motexafin lutetium

Lutrin® je slibny pro 16¢bu lidského adenokarcinomu prostaty, byl také pouzit
pii 1é¢bé recidivujicitho karcinomu prsu a diky své absorpci pfi vyssSich vinovych
délkach dovoluje také 1é¢bu melanomu. Lu-Tex pod znadkou Optrin® je hodnocen
v souvislosti s AMD. Jelikoz se 1é¢ivo specificky lokalizuje také v aterosklerotickych
platech, muze byt pouzito ve fotoangioplastice (novém terapeutickém piistupu
k ateroskelerdze). Zde se pouziva Lu-Tex pod oznaenim Antrin® (Ormond a Freeman
2013, Zimcik a Miletin 2009).

6.4.5.6 FTALOCYANINY

Struktura ftalocyaninu (Obr. 13) uzce souvisi s porfyriny (Moreira a kol. 2008).
Ftalocyaniny maji vSak rozSifeny konjugovany systém — benzenovy kruh pfipojeny
ke kazdé ze ctyi pyrolovych podjednotek. Tyto benzenové kruhy putisobi zesileni
absorpce chromoforu pii vinovych délkach (670 — 780 nm) (Josefsen a Boyle 2012).
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Obriazek 13 Obecna struktura ftalocyaninu, kde M je centralni atom kovu (napt. Zn, Al, Si, Mg)

Ftalocyaniny tvofi s fadou kovll koordinani komplexy poskytujici intenzivné
zbarvené modro-zelené slouceniny (Josefsen a Boyle 2012). Zkovi se zda byt
nejvyhodnéjsi Zn, Al a Si (Allison a kol. 2004, Zimcik a Miletin 2009). Tyto latky maji
ptiznivé fotofyzikalni (kvantovy vytézek tripletového stavu a jeho Zivotnost)
a fotochemické vlastnosti (kvantovy vytézek singletového kysliku). Povaha centralniho
kovového kationtu vyznamné ovliviiuje fotofyzikalni vlastnosti Pc. Vytézek
singletového kysliku je ovlivnén substituenty na periferii kruhu a axialnimi ligandy

pfipojenymi k centralnimu kovovému iontu (Allen a kol. 2001).

Ve vodnych roztocich maji Pc tendenci agregovat nebo dimerizovat, coz se déje
v disledku rozsahlého systému m-vazeb (planarni a lipofilni struktura) (Allen a kol.
2001, Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin 2009). To znac¢né ovliviiuje jejich
spektroskopické, fotofyzikalni a elektrochemické vlastnosti. Agregace redukuje
Zivotnost excitovanych stavii PS, a tudiz snizuje produkci singletového kysliku
a fluorescence (Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin 2009). Vznik agregati 1ze poznat
diky charakteristickému posunu absorp¢nich pasu latky v UV-VIS spektru (Moreira
a kol. 2008). Agregace muze byt potlacena napt. zavedenim objemnych a/nebo nabitych
substituenttl na periferii makrocyklu (Zimcik a Miletin 2009).

Ftalocyaniny nachézeji pouziti v mnoha riznych oborech od barviv, pies
tiskarny, prumyslové katalyzatory, optické materialy (CD disky), fluorescencni sondy
invitro a in vivo a Vv neposledni fad¢ jako fotosenzitizéry v PDT (Allen a kol. 2001,
Josefsen a Boyle 2012).

Navzdory velkému zajmu o tyto latky, existuje dosud jen nékolik maélo
klinickych vysledka (Allison a kol. 2004). Jednim z Pc derivatid je hlinity ftalocyanin
tetrasulfonat (AlPcS4, Photosens), ktery ma vinovou délku maxima 676 nm.
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Photosens byl s tspéchem pouzit v Rusku k 1é€bé nadort zaludku, kuze, rtu,
dutiny Gstni a prsu. Zpasobuje vSak kozni fototoxicitu trvajici nékolik tydnt (Ormond
a Freeman 2013, Zimcik a Miletin 2009).

Kfemicity ftalocyanin (Pc4) absorbuje pii 675 nm a dokonCil prvni fazi
Klinického hodnoceni pro 1é¢bu aktinické keratozy, Bowenovy nemoci, rakoviny ktze

a mycosis fungoides (Ormond a Freeman 2013).

T
s,

Obriazek 14 Obecna struktura tetrapyrazinoporfyrazinu, jednoho z moznych azaftalocyanini

Azaftalocyaniny (AzaPc) (Obr. 14) jsou aza-analogy ftalocyanind ze skupiny

tetrapyrazinoporfyrazini S podobnymi vlastnostmi (Zimcik a kol. 2010).

6.4.5.7 NAFTALOCYANINY

Obrazek 15 Obecna struktura naftalocyaninu, kde M je centralni atom kovu

Naftalocyaniny (Obr. 15) jsou derivaty ftalocyanint rozsitené o dal§i benzenové
kruhy (Zimcik a Miletin 2009). Absorbuji svétlo jesté pii vyssich vinovych délkach nez
ftalocyaniny (740 — 780 nm), coz dale zvySuje hloubku, do které mohou byt pouzity.
Jsou to tedy latky slibné pro PDT vysoce pigmentovanych nadord, jako jsou melanomy,

kde je velkym problémem prostupnost svétla. Maji také potencial jako zobrazovaci
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latky. Naftalocyaniny jsou vSak obecné méné stabilni nez ftalocyaniny — rychle se
rozkladaji v pfitomnosti svétla a kysliku (tedy hlavnich slozek PDT) (Josefsen a Boyle
2012), maji vyssi tendenci k agregaci a hor$i rozpustnost nez ftalocyaniny. Relativné
velka molekula miize také limitovat jejich schopnost projit biologickymi membranami

(Zimcik a Miletin 2009).

Azaftalocyaninové makrocykly mohou byt také rozsifeny o dalSi benzenové

kruhy za vzniku azanaftalocyanini, které maji vlastnosti podobné naftalocyaninim
(Zimcik a kol. 2010).

Existuje tedy cela fada rtiznych druhl fotosenzitizér s odlisSnymi vlastnostmi.
Tabulka 1 shrnuje nejvyznamnégj$i PS pouzivané v PDT spole¢né s jejich zakladnimi

vlastnostmi a pouzitim.
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Tabulka 1 Fotosenzitizéry schvalené pro PDT nebo hodnocené Vv klinickych studiich (Ormond a Freeman

2013)
Strukturni M
. Sloucenina | Obchodni nazev | max Pouziti
skupina
(nm)
Kanada (1993) - karcinom moc¢ového
méchyte; USA (1995) - karcinom
Porfimer jicnu; USA (1998) - karcinom plic;
sodny Photofrin 632 USA (2003) - Barrettiv jicen;
Y Japonsko - karcinom délozniho
¢ipku; Evropa, Kanada, Japonsko,
USA, Velka Britanie — karcinom plic
PORFYRINY Kyselina
5-amino S ,
, Levulan 632 USA (1999) - aktinicka keratdza
levulova
(ALA)
MetAh{'AESter Metvixia | - USA (2004) - aktinické keratoza
Hexylester Cvsview | —oeeee USA (2010) - diagnostika nadoru
ALA y mocového méchyie
Verteporfin Visudyne 689 USA (1999) - AMD
Temoporfin Foscan 652 Evropa - nadory hlavy a krku
CHLORINY Talaporfin Laserphyrin, Litx | 664 Japonsko (2003) - rakovina plic
Klinické studie - karcinom prsu,
Rostaporfin Purlytin 664 | bazalni bunécny karcinom, Kaposiho
sarkom, AMD
2-(1-hexyl
oxyethyl)-2- Klinické studie — karcinom jicnu,
FEOFORBIDY devinyl Photochlor 665 | bazalni bunéény karcinom, karcinom
pyrofeoforbid plic, Barrettiv jicen
a (HPPH)
BAKTERIO Padoporfin - thl)oiadk - 763 Klinické studie - karcinom prostaty
CHLORINY | Ppadeliporfin a Seoilub(ig a 753 | Klinické studie - karcinom prostaty
Klinické studie - karcinom prostaty,
Motexafin Lutrin, Optrin, AMD, karcinom prsu, karcinom
TEXAPYRINY Lutetium Antrin 732 délozniho ¢ipku, ischemicka choroba
srde¢ni
Hlinity
ftalocyanlr) Photosens 676 Roquko (2001) - k’ar01’n(')m zaludku,
tetrasulfonat kaze, rtu, dutiny ustni, jazyka, prsu
FTALOCYANI (AIPcS4)
NY Kfemicity Klinické studie — aktinicka keratoza,
ftalocyanin | = ------- 675 Bowenova nemoc, nadory kiiZe,
(Pc4) mycosis fungoides
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6.4.6 Treti generace fotosenzitizéru

Nizka rozpustnost mnohych fotosenzitizér prvni a druhé generace ve vodném
prostiedi (zejména pii fyziologickém pH) brani i.v. podani pifimo do krevniho fecisté
(Josefsen a Boyle 2012). Je tedy vyhodné vyvinout biologicky kompatibilni
pfenaSeCové systémy, které zaroven zvysuji selektivitu vychytavani v cilové tkéani
(Allen a kol. 2001, Josefsen a Boyle 2012, Moreira a kol. 2008). Klasickymi
pfenaseCovymi systémy mohou byt nanocastice, emulgatory (napt. Cremophor EL),
nebo na lipidech zalozené cCastice (liposomy) (Allen a kol. 2001). Molekulami, které
maji afinitu k novotvarim, nebo receptorim exprimovanym ur€itymi nadory, jsou
monoklondlni protilatky, fragmenty protilatek, peptidy, proteiny (jako transferrin,
epidermalni rustovy faktor a insulin), lipoproteiny snizkou hustotou (LDL), rtuzné

sacharidy, somatostatin, kyselina listova a mnoho dalsich (Agostinis a kol. 2011).

Neoplastické bunky maji ¢asto zvySeny pocet LDL receptorti na svém povrchu,
protoze zvysena proliferace vyzaduje cholesterol pro syntézu membran. Sérové
lipoproteiny mohou inkorporovat hydrofobni senzitizéry do své lipidové casti. LDL je
pak dopravuji neoplastickym bunkam skrz mechanismus internalizace receptoru (Allen
a kol. 2001).

Kumulace fotosenzitizéru v nddorové tkani je pficitana také pievaze propustnych
a zkroucenych nadorovych cév diky neovaskularizaci a absenci lymfatického odvodu

(zadrzovani) (Agostinis a kol. 2011).

6.5 BIOLOGICKA ODPOVED NA PDT

Byly popsany tfi hlavni mechanismy, kterymi PDT piisobi zni¢eni nadort.
1. Piimy letalni G¢inek singletového kysliku a dalSich ROS na buriky.
2. Uzavfeni cév vedouci ke snizeni zasobeni Zivinami a kyslikem.

3. Aktivace imunitni odpovédi proti nadorovym buitkkdm aktivovand PDT (Zimcik

a Miletin 2009).
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6.5.1 Primy ucdinek a subcelularni lokalizace fotosenzitizéru

Jelikoz dosah toxickych latek produkovanych PDT je limitovan jejich kratkou
zivotnosti, smrt buiiky je diisledkem poskozeni subcelularnich struktur nachézejicich se
V bezprostiedni blizkosti PS (Zimcik a Miletin 2009). V pribéhu PDT mohou byt
napadeny vSechny bunécné cile — mitochondrie, lysozomy, endoplazmatické retikulum
(ER), Golgiho aparat (GA), plazmatickda membrana, i jadro (Josefsen a Boyle 2012,
Moreira a kol. 2008). Fotosenzitizéry jsou vsak lokalizovany v bunkach ptevazné
v lysozomech a v mitochondriich. Nékteré (temoporfin) i v ER nebo GA (Tab. 2).
Plazmatickd membrana neni béznym cilem PDT a PS jsou v ni lokalizované obvykle
pouze béhem prvnich minut inkubace (Zimcik a Miletin 2009). Pfesna subcelularni
lokalizace PS spolu s davkou fidi zplsob bunécné smrti (Josefsen a Boyle 2012).
Apoptdze nahrava, kdyz je PS lokalizovan v mitochondriich, ty jsou totiz povazovany

vvvvvv

(ATP), jejich poskozeni vede souCasné k naruseni energetického metabolismu bunky
(Zimcik a Miletin 2009).

Tabulka 2 Subcelularni lokalizace vybranych fotosenzitizérti (Agostinis a kol. 2011, Castano a kol. 2004,
Kessel 2006, Moreira a kol. 2008, Zimcik a Miletin 2009)

Fotosenzitizér Subcelularni lokalizace

Porfimer sodny membrany a membranové organely

ALA (resp. PPIX) | mitochondrie

Verteporfin mitochondrie, ER
Temoporfin mitochondrie, ER nebo GA
Talaporfin lysozomy

Rostaporfin lysozomy, ER

Motexafin lutetium | lysozomy

Pc4 Siroké spektrum, hlavné mitochondrie

AlPc lysozomy, ER

41



Subcelularni lokalizace je fizena chemickym charakterem fotosenzitizéru,
(molekulovou hmotnosti, lipofilitou, iontovym nébojem, vazbou na proteiny, popf.
pouzitim pfenaSeCového systému), ale i1 jeho koncentraci, inkubacni dobou, koncentraci

V séru a fenotypem cilovych bunék (Castano a kol. 2004).

Hydrofobni fotosenzitizéry se dvéma a méné negativnimi naboji mohou
difundovat skrz plazmatickou membranu a dale pfes intracelularni membrany (Castano
a kol. 2004, Zimcik a Miletin 2009). Tyto fotosenzitizéry maji také nejrychlejsi piijem
bunkami in vitro, pfevazné v relativné malych koncentracich v roztoku (< 1 uM)
(Castano a kol. 2004). Mén¢ hydrofobni PS s vice nez dv€ma zapornymi naboji byvaji
prilis polarni na to, aby difundovaly skrz membrany, a do bunky se dostavaji
endocytdzou a nachazeji se v lysozomech (Castano a kol. 2004, Zimcik a Miletin 2009).
Také bylo zjisténo, ze slouceniny s kationickym charakterem se nachazely spiSe
vV mitochondiich, zatimco ty s anionickym charakterem v lysozomech. V lysozomech
maji tendenci se kumulovat i1 fotosenzitizéry s vy$§im stupném agregace, coz muize byt
obecn¢ divodem niz§iho Uc¢inku latek hromadicich se v téchto organelach oproti

fotosenzitizéram lokalizovanym v mitochondriich (Castano a kol. 2004).

6.5.2 U&inek na cévy

Preziti nddoru zaleZi na zasobovani kyslikem a Zivinami. Poskozeni cévniho
zasobeni tedy silné pfispiva ke konecné kontrole nadoru a destrukce téchto zasobnich
cest vede k mistni hypoxii, anoxii a nedostatku zivin. Zakladni mechanismus u¢inku
zalezi na pouzitém PS. Porfimer sodny a hydrofobni Pc zplsobuji konstrikci cév,
u talaporfinu bylo pozorovano utvareni trombu a disulfonované Pc zpiisobovaly pouze

zvySenou permeabilitu cév.

Nejvyssi efekt PDT na cévy se objevuje obvykle tehdy, kdyz je aktivace
intervalu mezi poddnim a ozafenim). Zaméfeni PDT na cévy (VTP) mlZe mit vyssi
ucinnost nebo dokonce vysSi selektivitu nez piimy efekt a proto je tento rezim
V soucasnosti pouzivan klinicky pro 1é¢bu AMD a experimentdlné pro destrukci nadoru.
Tento mechanismus miize byt primarni u léCiv s nizkou selektivitou k nddorovym

bunikam nebo u téch s rychlou clearance (Zimcik a Miletin 2009).
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6.5.3 Aktivace imunitni odpovédi

Aktivace imunitni odpovédi po PDT neni primarnim mechanismem vedoucim ke

smrti bunék, ale mize pomoci v dlouhodobé kontrole nadoru (Zimcik a Miletin 2009).

PDT casto vmist¢ plsobeni vyvolava silnou akutni zanétlivou reakci
pozorovatelnou jako otok. Divodem této reakce je poskozeni nadorové tkan€ vnimané
organismem jako akutni trauma, které vyvoldva spusSténi ochrannych mechanismad.
Hlavnim tkolem je pak napraveni narusené¢ homeostazy, odstranéni poskozenych bunék

a hojeni tkané s obnovenim jeji normalni funkce (Agostinis a kol. 2011).

Mechanismus  aktivace  zahrnuje  uvolnéni  cytokini  (zanétlivych
a chemotaktickych signali zlé¢ené tkan€) nasledované invazi neutrofild, zirnych
bunck, monocytl a makrofagii (Zimcik a Miletin 2009). Tomu napomahaji 1 zmény
v cévach, které se stavaji propustné pro krevni proteiny a proadhezivni pro buiky
zanétu. Umirajici nadorové buiky a jejich zbytky jsou fagocytovany fagocytujicimi
bunkami vcetné dendritickych bunék, které migruji do mistnich lymfatickych uzlin
ameéni se v profesiondlni antigen prezentujici buiiky. Toto je ndsledovdno zvySenim
mnozstvi klond lymfocytl senzitizovanych nddorem, které pak odstrani zbyvajici

nadorove buiiky nachazejici se naptiklad 1 v loziscich metastaz (Agostinis a kol. 2011).

Nekteré zdroje tvrdi, Ze zanétliva odpoved’ a nekrotickd smrt buniky po ozareni
je dulezitd v imunostimulacni funkci PDT, zatimco dalSi pfipominaji, ze PS, které
indukuji vice apoptdzu a méné zanét jsou vhodnéjsi pro aplikace, kde je otok nezadouci,

jako naptiklad u nadorit mozku (Agostinis a kol. 2011).

Zvysit miru této imunitni odpoveédi by mohlo 1 podéni imunostimulancii pred
lécbou PDT. Vyvinuti nadorové specifické odpovédi by mohlo byt vyuzito 1 pii vyvoji
vakcin vyuzivajicich lyzaty z nadorovych bunék ovlivnénych PDT in vitro (Agostinis
a kol. 2011, Zimcik a Miletin 2009).

6.6 NADORY A ABNORMALNI ANGIOGENEZE

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejéastéjsi ptic¢inou imrti v Ceské republice
(Cesky statisticky ufad). Na jejich vzniku ma podil velké mnozstvi faktort napf.
chemické latky zevniho prostiedi (polycyklické aromatické uhlovodiky, aflatoxin,
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cigaretovy kout), fyzikalni vlivy (pfedev§im zafeni), viry (napf. papilomaviry),
hormony (zvySena hladina estrogentl), genetické vlivy a dietetické zvyklosti (druh
potravy, zpiisob ptipravy a konzumace) (Macak a Macakova 2004). Zvysujici se vyskyt
zhoubnych novotvart je vSak davan do souvislosti i se starnutim populace. Zatimco
obecné pocet onemocnéni roste (zhorSujici se zivotni prostiedi, zlepSena diagndza),

podet imrti se vyrazné neméni, a to diky pokroktim v medicing (Cesky statisticky ufad).

Vyse zminéné faktory vyvolavaji vzdy zmény v genomu bunky, které mohou
vést az ke vzniku onkogent a nadorové transformaci normalni buiiky. Nadorové bujeni
ma tedy (az na vyjimky) pivod v bunikach télu vlastnich (Mac¢ak a Macakova 2004) a je
charakterizovano selhanim kontroly riistu, invazi do okolni tkané, ztratou tzv. kontaktni

inhibice a metastazovanim do vzdalenych organt (Ledvina a kol. 2005).

6.6.1 Angiogeneze

Angiogeneze, neboli vyvoj novych kapilarnich cév (Aranda a Owen 2009), je
vicestupiovy proces, ve kterém jsou nové cévy utvareny z jiz existujicich cév. Tento
proces je regulovan rovnovahou mezi pro- a antiangiogennimi molekulami (Tab. 3).
Vyvoj kompletné novych cév v embryu oznacujeme pojmem vaskulogeneze (Carmeliet
a Jain 2000, Yadav a kol. 2015). Patologicka angiogeneze je znamkou nadorovych,
riznych ischemickych a zanétlivych onemocnéni (Carmeliet a Jain 2000, Chen a kol.
2006).

6.6.1.1 PRICINY A MECHANISMY ANGIOGENEZE

Sav¢i bunky potiebuji ke svému Zivotu kyslik a Ziviny, nachédzi se proto
v okruhu 100-200 um od krevnich cév, coz je difuzni limit pro kyslik. K rustu nad tuto
vzdalenost musi mnohobunéény organismus vytvotit nové krevni cévy. Bez krevnich
cév nemohou ani nadory rist a metastazovat do dalSich organt.. Podobné bez ucinného
cévniho zdsobeni nemliizeme byt schopni dopravit protinadorové 1é¢ivo do vSech oblasti

nadoru v u¢inném mnozstvi (Carmeliet a Jain 2000).
Nédorové cévy rostou riznymi mechanismy:

1) stavajici cévni sit se rozsifuje vznikem endotelovych vyristkli (pucenim)
nebo pfemosténim (angiogeneze)
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do lumen existujicich cév (intususcepce — vchlipeni)

3) prekurzory endotelovy bun¢k z kostni diené nebo periferni krve sméfuji do

nadorti a pomahaji utvaret endotelidlni vystelku nadorovych cév (vaskulogeneze)

Néadorové buiky vsak mohou rust i kolem stavajicich cév a vytvaret kolem nich

,,manzetu* (Carmeliet a Jain 2000).

Byla objevena tada signali spoustéjicich angiogenezi. Mezi né patii metabolicky
stres (napi. nedostatek O, nizké pH nebo hypoglykémie), mechanicky stres (napft. tlak
generovany proliferujicimi buiikkami), imunitni/zdnétliva odpovéd’, genetické mutace
(napt. aktivace onkogenii nebo delece tumor supresorovych gend, které kontroluji
produkci reguldtorii angiogeneze). Pro- a antiangiogenni molekuly mohou byt
vylucovany znadorovych, endotelovych a podplirnych vazivovych bunék, krve

a extracelularni matrix (Carmeliet a Jain 2000).

6.6.1.2 PRUBEH ANGIOGENEZE

Rozhodujici ulohu v cévnim ristu hraji ¢lenové rodiny vaskularniho
endotelového ristového faktoru (VEGF) a angiopoetinu (Ang) (Carmeliet a Jain 2000).
Kdyz se v nddorovych bunkéch objevi stres zpisobeny hypoxii, aktivuje se transkripce
HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a), ktery zvysSuje expresi VEGF (Lee a kol. 2015).
V odpovédi na VEGF cévy na pocatku dilatuji a stavaji se propustnymi. Naopak Angl
aspojovaci molekuly VE-cadherin a PECAM (platelet-endothelial cell-adhesion
molecule) cévy zuzuji a jejich G¢inek musi byt béhem angiogeneze ptekonan (Carmeliet

a Jain 2000).

Vylou€eny VEGF se vaze na své receptory na povrchu endotelovych bun&k
azvysuje expresi matrixové metaloproteinazy (MMP) v nadorovych bunkach (Lee
akol. 2015). Ang2 a proteindzy zprostiedkovavaji rozpusténi dosavadni bazalni
membrany a mezibunécné hmoty (Carmeliet a Jain 2000). Vysledkem je zvySena
nadorova angiogeneze vedouci k ristu, proliferaci a migraci endotelovych bunék (Lee
a kol. 2015). Dozravani nové vzniklych cév zahrnuje vznik nové bazalni membrany

a obklopeni novych cév pericyty (Carmeliet a Jain 2000), Eichhorn a kol. 2004).
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Tabulka 3 Latky ovliviiujici angiogenezi (Carmeliet a Jain 2000, Yadav a kol. 2015)

Pozitivni regulatory angiogeneze

Funkce

Vaskularni endotelialni rastovy
faktor
(VEGF)

silny induktor angiogeneze, stimuluje rist a proliferaci
endotelovych bunék a chrani je pied apoptozou, reguluje
propustnost cév

Rustovy faktor z desti¢ek (PDGF)

ucastni se dozravani cév a rekrutuje hladké svalové bunky

(pericyty)

Fibroblastovy rtustovy faktor
(FGF)

posiluji bunéénou proliferaci, migraci a diferenciaci endotelovych
bunék

Epidermalni ristovy faktor (EGF)

pusobi jako nepiimy regulator angiogeneze aktivaci svych receptorti

Transformujici ristovy faktor beta
(TGF B)

v nizkych koncentracich podporuje angiogenezi, ve vysokych
koncentracich inhibuje rist endotelovych bun¢k

Matrixové metaloproteinazy
(MMP)

degraguji extracelularni matrix a uvoliiuji v ni obsazené angiogenni
mitogeny

Tumor nekrotizujici faktor
(TNF)

cytokin uvoliiovany makrofagy, Zirnymi butikami a T-lymfocyty,
aktivuje makrofagy k sekreci angiogennich faktord

Angiopoetiny (Ang)

mohou pusobit jak proangiogenné, tak i antiangiogenné

Inhibitory angiogeneze

Funkce

Interferony

snizuji expresi FGF, navozuji apoptézu endotelovych bunék

Interleukiny (IL)

IL 1 indukuje angiogenezi, IL 12 potlacuje expresi VEGF mMRNA,
inhibuje proliferaci

Tkanové inhibitory matrixovych
metaloproteinaz (TIMP)

inhibuji rozklad okolni hmoty metalloproteinazami

Angiostatin snizuje expresi VEGF v nadorech, proliferaci a migraci
endotelovych bunék
Endostatin inhibuje vazbu VEGF na endotelové buiiky, vaze se na jeho

receptory a blokuje signalizaci zptisobenou vazbou VEGF

Vzniklé¢ nadorové cévy jsou vSak svou strukturou i funkei abnormaélni.

V porovnani s normalnimi cévami jsou vysoce dezorganizované, zkroucené, rozsifené

S nestejnym prumérem, nadmérnym vétvenim a odklony, mohou postradat funkéni

pojivové bunky, maji mnoho otvord, rozsifené mezibunééné spojeni a nespojitou nebo

nepfitomnou bazalni membranu (Carmeliet a Jain 2000, Eichhorn a kol. 2004, Chen

a kol. 2006, Kamarulzaman a kol. 2011). Navic endotelové buriky jsou abnormalniho

tvaru, rostouci na svych vrcholcich a vy¢nivajici do lumen cévy. Tyto defekty zplisobuji

propustnost nddorovych cév. Pritok krve nadorem je pak chaoticky a proménlivy, vede

k hypoxii a oblastem s kyselym pH. Tyto podminky snizuji terapeutickou uc¢innost,

upravuji produkci angiogennich regulatori a vybiraji nddorové bunky, které jsou vice

maligni a metastatické (Carmeliet a Jain 2000).
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Zanét a hypoxie pfispivaji angiogenezi i u nemalignich onemocnéni (v ranach
nebo aterosklerotickych platech). Builkky zanétu (monocyty, makrofagy, zirné buiiky,
leukocyty) uvolnuji nespocet angiogennich faktorti jako jsou VEGF, Angl, FGF,
TGF-B1, PDGF, TNF-o a inzulinu podobny rastovy faktor-1. Hypoxii fizena
angiogeneze zase zachranuje ischemicky myokard a prodluzuje piezivani pacientl po
mrtvici. Mize vSak zpusobit i slepotu u pred¢asné narozenych déti a diabetickych

pacientd nebo hemoragickou rupturu aterosklerotickych plata (Carmeliet a Jain 2000).

Antiangiogenni 1é¢ba mtize byt tedy uzitecnd u nadorovych onemocnéni,
zanétlivych poruch, diabetické retinopatie, AMD, lupénky, kardiovaskularnich
a autoimunitnich chorob. Naopak proangiogenni terapie by mohla pomoci pii 1é¢bé
ischemické choroby srde¢ni, cévni mozkové ptihody a k rychlejsimu hojeni ran (Aranda

a Owen 2009).

6.7 TYPY BUNECNE SMRTI

PDT mize vyvolat tfi zakladni typy bunécné smrti — apoptoézu, nekrézu a smrt
buriky spojenou s autofagii (Agostinis a kol. 2011, Buytaert a kol. 2007, Mroz a kol.
2011). Tyto tii procesy hraji kliCovou roli v normalnim vyvoji organismu, tkanové
homeostaze a v eliminovani abnormalnich a poskozenych bunék (Buytaert a kol. 2007).
Apoptdza byva vnimana jako hlavni typ bunééné smrti v odpovédi na PDT (Agostinis
a kol. 2011).

Odpovéd bun€k na poskozeni zalezi obecné na nékolika faktorech, které mohou
parametry lécby (typ a pouZitd koncentrace PS, inkuba¢ni doba a také parametry
ozéatreni). Vysoké koncentrace PS a dlouhd doba inkubace mohou vést k vysoké
ozéfeni. Zatimco bunéény metabolicky stav stejné jako faze bunééného cyklu mize byt
fazena mezi hlavni vnitini parametry ovliviwjici citlivost bun¢k k fotodynamické 1écbé

(Plaetzer a kol. 2003).

To, které subcelularni cile jsou v pribéhu PDT poSkozeny, siln¢€ ovlivni kinetiku
a aktivované regulaéni cesty, stejné jako zpisob bunétné smrti (Moreira a kol. 2008).

Obecné PS akumulujici se v mitochondriich nebo ER vyvolava apoptozu, zatimco PS
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hromadici se v lysozomech ¢i plazmatické membrané zplsobuji spiSe nekrozu.
Autofagie se muze objevit ve snaze opravit a z hlediska bunky pfezit poSkozeni
klicovych organel, mize se vSak zménit i na signal k buné¢né smrti (Buytaert a kol.

2007).

6.7.1 Apoptoza

Apoptoza je programovanou bunéfnou smrti (sebevrazednou cestou buiiky)
slouzici k eliminaci nepotfebnych nebo potencialné skodlivych bun¢k a k ptizptisobeni
tkan¢ na rtiznou Uroven zatizeni (Moreira a kol. 2008, Silbernagl a Lang 2001). Jedna se
o komplexni, vicestuptiovy a vice cestami zprostiedkovany zpiisob bunécné smrti
geneticky zakddovany v kazdé bunce téla (Mroz a kol. 2011). Apoptoza je v porovnani
s nekrézou, aktivni, energii vyzadujici proces. Energii ve formé ATP nebo jejich
ekvivalentli vyzaduje vznik apoptozomu, import proapoptotickych proteinti do jadra,
kondenzace chromatinu a utvafeni apoptotickych télisek, stejné¢ jako morfologické

zmény bunky (Plaetzer a kol. 2003).

Apoptdza muize byt spusSténa aktivaci receptorii smrti na povrchu buiky (vnéjsi
cestou) nebo uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii (vnitini cestou). Oboji vede
k aktivaci kaskady kaspaz znamych jako efektorové kaspazy (kaspaza-3, -6 a -7).
Aktivované efektorové kaspazy $tépi bunééné substraty, coz vede k charakteristickym
biochemickym a morfologickym zménam pozorovanym v umirajicich buikach (Mroz
a kol. 2011).

Pti cytotoxickém poranéni apoptdze U¢inn€ zabranuji antiapoptotické proteiny
rodiny Bcl-2. Ty pomahaji udrzovat integritu mitochondrialnich a nékterych dalSich
membran, ¢imZ mohou pfedchazet uvolnéni cytochromu c¢ a nasledné aktivaci

kaspazy-9 (Mroz a kol. 2011).

6.7.1.1 VNITRNI CESTA APOPTOZY

Mitochondrie jsou hlavnimi organelami Ucastnicimi se apoptotické kaskady,
soustiedi se v nich totiz rizné apoptotické signaly (zvenci i zevnitf buiiky). V reakci na
né¢ pak mize dochazet k otevieni pdért ve vnitini a/nebo vné€j$i mitochondridlni

membrané a uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru do cytosolu (Mroz
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akol. 2011, Plaetzer a kol. 2003). Tam poté dochazi k tvorbé apoptosomu —
heptamerického komplexu slozeného =z cytochromu c, Apaf-1 (apoptotic-protease
activating factor-1), prokaspazy-9 a ATP nebo dATP. Apoptozom §té€pi prokaspazu-9
na kaspazu-9 (iniciatorova kaspaza) (Buytaert a kol. 2007, Moreira a kol. 2008, Mroz
akol. 2011, Plaetzer a kol. 2003). Kaspazy (cysteinyl aspartic acid-proteases =
caspases) jsou smrtici protedzy katalyzujici hydrolytické reakce béhem apoptdzy.
Nachézeji se ve formé proenzymi ve vSech buiikkach, a mohou byt aktivovany
autokatalyzou nebo $tépenim dalSimi kaspazami (Buytaert a kol. 2007, Moreira a kol.
2008, Plaetzer a kol. 2003).

Kaspaza-9 dale aktivuje efektorové kaspazy-3 a -7 (Buytaert a kol. 2007,
Moreira a kol. 2008, Mroz a kol. 2011, Plaetzer a kol. 2003). Aktivace efektorovych
kaspaz vede v morfologickym a biochemickym zménam typickym pro apoptotickou
smrt buniky. Témito charakteristickymi znaky apoptdzy jsou smrsténi bunky, blebbing
(neboli vytvateni hlubokych zétezll) plazmatické membrany, kondenzace jaderného
chromatinu, fragmentace DNA a rozdéleni buiiky do apoptotickych télisek bez poruseni
plazmatické membrany. K fragmentaci DNA dochazi diky uvolnéni apoptosis-inducing
factor (AIF) z mitochodrii a jeho pfemisténi do jadra (Buytaert a kol. 2007, Moreira
a kol. 2008, Plaetzer a kol. 2003). Pti apoptdze dochazi také k vystaveni fosfatidylserinu
na vnéjsi stranu plazmatické membrany a nakonec k fagocytdze sousednimi bunkami

(Buytaert a kol. 2007).

6.7.1.2 VNEJSI CESTA APOPTOZY

Vnéjsi cesta apoptozy zacind navazanim ligandd rodiny tumor nekrotizujicich
faktorti (FasL, TnF-a, TRAIL) na jejich specifické receptory (Fas, TNF-RI, TRAIL) na
plazmatické membrané (Buytaert a kol. 2007, Moreira a kol. 2008, Plaetzer a kol.
2003). Tyto receptory jsou oznacovany jako receptory smrti a funguji jako
transmembranové prenaSeCe signalu. Navazani ligandl zplsobi aktivaci inicidtorové
prokaspazy-8 a -10 (Buytaert a kol. 2007). Kaspaza-8 nasledné aktivuje hlavni
efektorové kaspazy-3 a -7 a Stépi Bid (cytosolicky proapoptoticky €len rodiny Bcl-2
proteinil). Ten pak interaguje s dalsSimi ¢leny této rodiny (Bax a Bak), vytvaii komplex
S mitochondrialnim porinem a dochazi k uvolnéni cytochromu c, ¢imz se vnitini 1 vn&jsi

cesta sbihaji (Buytaert a kol. 2007, Plaetzer a kol. 2003).
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Cely proces apoptézy tedy zabranuje nekontrolovanému vyliti nitrobunécného
materialu do prostiedi bunky, a proto brani poskozeni sousednich bun¢k a zanétu tkané

(Kessel 2006, Moreira a kol. 2008, Plaetzer a kol. 2003).

6.7.1.3PDT A APOPTOZA

Ptredpoklada se, ze PDT s PS kumulujicimi se pfevazné v mitochondriich (napf.
Pc4, rostaporfin nebo temoporfin), vyvoldva poSkozeni Bcl-2 a souvisejicich
antiapoptotickych proteint a aktivuje proapoptotické ¢leny této rodiny (Bax a BH3-only
proteiny). Tim dojde ke zvySeni poméru Bax/Bcl-2, utvoreni proteinovych kanalt skrz
vnéj$i membranu mitochondrii a uvolnéni cytochromu ¢ (Allen a kol. 2001, Moreira

a kol. 2008, Mroz a kol. 2011).

Roli pfi vytvofeni porG hraje ROS zplsobend oxidace SH-skupin proteind,
peroxidace aoxidace lipidd, vazba Ca?* iontd (Plaetzer a kol. 2003). PDT je
doprovézeno zvysenim intracelularni koncentrace Ca®". Ten je uvolnén ze zasob v ER,
mitochondriich nebo pochézi zven&i buiiky. Zvyeni Ca’* miZe vést ke spusténi

apoptozy otevienim mitochondrialnich pora (Moreira a kol. 2008, Plaetzer a kol. 2003).

Hydrofilni PS se nalézaji ptevazné v lysozomech a mohou proto navozovat
apoptozu nckolika cestami. Mohou zplsobit uvolnéni kathepsinii (lysozomalnich
proteolytickych enzymu) z poSkozenych lysozomu do cyplazmy. V cytosolu kathepsiny
mohou pfimo aktivovat kaspazy nebo S$tépit proapoptoticky protein Bid a podporovat
cestu zprostfedkovanou tBid vedouci k otevieni mitochondridlnich pord a uvolnéni
cytochromu c. nasledované spusténim apoptozy (Kessel 2006, Moreira a kol. 2008,

Plaetzer a kol. 2003). Takto pasobi napiiklad talaporfin.

PDT spousti 1 uvolnéni cytokinli z rodiny TNF, které se vazi na své receptory

smrti na povrchu bunky a aktivuji iniciatorovou kaspazu-8 (Moreira a kol. 2008).

6.7.2 Nekroza

Nekroza je obecné popisovana jako neprogramovand forma bunééné smrti.
Jedna se o mén¢ uspotadany proces nez apoptdza. Je obvykle reakci na Skodlivé Cinitele
fyzikalni (napf. extrémni teplota, tlak, osmolarita, pH), chemické (toxické latky),

infekce, fyzické zranéni, ischémii ¢1 nadmérnou akumulaci ROS. Na rozdil od apoptézy
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je pritomna mistni zanétlivd odpovéd’ jako disledek uvolnéni bunééné debris do okolni

tkané (Josefsen a Boyle 2008, Plaetzer a kol. 2003).

Nekrotickd smrt bunky je charakterizovana zmenSenim jadra a zhuSténim
chromatinu (pyknoza), rozpadnutim jadra na drobné fragmenty (karyorexe) a jeho
rozpusténim (karyolyza) (Macak a Macakova 2004), dale otokem bunky a organel
vedoucim k prasknuti bunééné membrany a lyze bunky, coz vede k uvolnéni
intracelularniho obsahu do mezibunééného prostoru a indukci zanétu (Moreira a kol.

2008, Mroz a kol. 2011).

6.7.2.1 PDT A NEKROZA

Nekroza se muze objevit v buiikach pii vysoké davce svétla a koncentraci PS.
Lipofilni a anionické fotosenzitizéry lokalizované v membranach zptisobuji peroxidaci
membranového cholesterolu a dalSich nenasycenych fosfolipidi. To vede ke zménadm
vV membranové permeabilité, ztrat¢ pruznosti, zesitovani aminolipidii a polypeptidd,
inaktivaci enzymovych systému a receptorti spojenych s membranou. Peroxidace lipidi
a proteinil v membran¢ zpusobi ztratu integrity membrany a iontové rovnovahy a mize
byt vysvétlenim pro vyvolani nekrozy (Plaetzer a kol. 2003). Je vSak také mozné, Ze
vysoké davky PDT inaktivuji klicové enzymy a dalSi komponenty apoptotické kaskady
a tim vedou k nekroze (Mroz a kol. 2011).

6.7.3 Autofagie

Autofagie je katabolicky bunéfny mechanismus, ktery dovoluje bunice udrzet
rovnovahu mezi syntézou, degradaci a recyklaci bunéénych produkt. Autofagie je
adaptivni, energii vytvarejici proces zahrnujici lysozomalni degradaci bunécnych
organel a proteint. Struktura s dvojitou membranou nazyvana autofagozom vznika
obklopenim a uzavienim ¢asti cytosolu s bunéénymi organelami do svého nitra. Tento
vezikul pak fuzuje s lysozomem za vytvoteni struktury nazyvané autofagolysozom, jejiz
obsah je néasledné¢ degradovan lysozomalnimi hydrolazami. Vedle usnadiovani
likvidace nezadoucich proteinti, organel a napadajicich mikroorganizm, autofagie také
dovoluje butice pfemistit své Ziviny z nepotifebnych procesti na zivotné dulezité v Case

hladovéni nebo stresu (Kessel 2006, Mroz a kol. 2011).
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6.7.3.1PDT A AUTOFAGIE

Autofagie miize byt stimulovana riznymi stresovymi signaly zahrnujicimi
oxidacni stres. Tento proces miize mit oboji vysledek — ochranu buiiky i pfispéni k jeji
smrti (Agostinis a kol. 2011, Mroz a kol. 2011). Nedavné studie vykresluji autofagii
jako mechanismus ochrany Zzivotaschopnosti bunék po fotodynamickém poskozeni.
Kdyz jsou vsak PDT zasazeny lysozomy, neni mozno tento proces uspésn¢ dokoncit
a bunka smétuje ke smrti (Agostinis a kol. 2011). To, ze PDT piimo spousti autofagii
bylo potvrzeno studiemi sriznymi nadorovymi liniemi a PS. Autofagie byla
pozorovana u PS, lokalizovanych v ER, mitochondiich, lysozomech a endosomech

(Mroz a kol. 2011).

6.7.4 Vliv zpusobu bunééné smrti po PDT na imunitni odpovéd’

Zpusob bunécné smrti navozeny PDT ma dilezity vliv i na polécebnou imunitni
odpovéd’, kterd muze zvySit protinddorovou ucinnost lécby. Optimalni se zda
kombinace obou typli bunééné smrti. Fagocytoéza apoptotickych bun¢k dopravi antigeny
pro prezentaci dendritickymi buiikami a nekrotické builkky zase poskytuji signal

nebezpeci klicovy pro aktivaci imunity (Plaetzer a kol. 2003).

6.8 FOTODYNAMICKA TERAPIE ZAMERENA NA CEVY (VTP)

6.8.1 Obecnv uvod

Kyslik mé v tkdni jen omezenou schopnost difuze, proto nadory nemohou rist
vice nez 1 mm?® bez vyvoje cévni sité (Eichhorn a kol. 2004, Kamarulzaman a kol.
2011). Zaroven s rustem nadorové masy roste i jeji potfeba zivin a kysliku. Stejné tak
stoupd 1 nutnost odstrafiovani odpadd metabolismu a imérné tomu se zvysuje i pocet
a velikost krevnich cév (Chen a kol. 2006, Kamarulzaman a kol. 2011, Wang a kol.
2013). Cévy, které zasobuji nadory, vSak vykazuji strukturni a funkéni vlastnosti

odlisujici se od normalnich cév (viz kapitola 6.6.1.2.) (Kamarulzaman a kol. 2011).

Zamgéfteni terapie na nadorové cévy se pak jevi jako logicky krok. Muze byt
rozdéleno do dvou kategorii. Antiangiogenni 1écba inhibuje vyvoj novych krevnich cév

(cytostaticky efekt). Naopak terapie zaméfena na cévy je spojena S poskozenim

52



stavajicich nadorovych cév (cytotoxicky efekt) (Abels 2004, Eichhorn a kol. 2004,
Chen a kol. 2006, Kamarulzaman a kol. 2011).

6.8.2 Vvhody fotodynamické terapie zamérené na cévy

Terapie zaméfend na cévy ma oproti terapiim zaméfenym na nadorové bunky

nekolik vyhod. Témi jsou piedevsim:
e snazsi dostupnost cilového mista pro i.v. podané 1éCivo

o efektivnéj$i zniceni nadorovych bunék, jelikoz kazdéd kapilara zasobuje tisice

nadorovych bunék

e moznost pouziti u riznych typi nadord, protoze vétSina nadort méa podobné

typy cév s podobnymi markery

e mensi Sance vyvinuti rezistence, protoze endotelové bunky jsou geneticky
stabilni (Eichhorn a kol. 2004, Chen a kol. 2006, Kamarulzaman a kol. 2011,
Thorpe a Derbyshire 1997)

6.8.3 Priibéh VTP

Nejen nadorové buiiky, ale i nadorova mikrocirkulace je tedy cilem PDT, resp.
VTP (Qiu a kol. 2011). VTP je typem PDT vzniklé napt. zmenSenim ¢asového intervalu
mezi podanim PS a ozafenim mista nadoru nebo vyvojem PS lokalizovanych primarné

vV cévnim kompartmentu (Kamarulzaman a kol. 2011).

O tom, jestli PDT zasdhneme cévy nadoru ¢i vlastni nddorovou tkan rozhoduji
vlastnosti PS (farmakokinetika; ptip. strukturni obmény) a také interval mezi podanim
PS a ozafenim tkan¢ (drug-light interval, D-L interval). Vyuzijeme-li kratky D-L
interval, zamé&fujeme 1é¢bu spise na cévni zasobeni nadoru, protoze PS se nachazi uvniti
cév. Pokud ma PS delsi polocas, pak delsi D-L interval umozni PS dostat se do bunék
nadoru a znicit je pfimo (Chen a kol. 2005, Chen a kol. 2006). Pro vétSinu exogenné
podanych PS plati, Ze nejvyssi koncentrace v plazmé je dosazena okamzité po i.v.

podani (Chen a kol. 2006).
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Na rozdil od klasické PDT, nadorové buiiky nejsou primarnim cilem pro VTP,
ale jsou poskozeny nedostatkem kysliku a Zivin zptusobenym 1é¢bou (Preise a kol.

2009).

Cévni ucinky PDT vedou kporanéni endotelu, zménam mikrocirkulace,
vazokonstrikci, utvofeni trombu a ke staze krve (Qiu a kol. 2011). V duasledku toho
muze dojit k embolizaci, krvaceni, trombdze nebo kolapsu cévy vedoucimu Kk ischémii

a nasledné nekréze nadorové tkané (Abels 2004).

Zmény cévniho zasobeni s sebou nesou pozitivni i negativni G¢inky. Na jednu
stranu, narusSeni cévniho systému muze vést k hypoxii, nedostatku zivin, hladovéni
a smrti nadorovych bunék. Na druhou stranu, buiiky pod hypoxickymi podminkami

mohou stimulovat VEGF signalizaci a spoustét angiogenezi (Wang a kol. 2013).

PDT s riznymi D-L intervaly miize byt také kombinovana ke zvySeni nadorové
odpovédi. Touto kombinaci dojde k zaméfeni ucinku jak na nadorové bunky, tak i na
cévni zasobeni nadoru. Posloupnost podiani PS a svétla muize ovlivnit U¢inek
kombina¢ni 1é¢by. Naptiklad pii pouziti verteporfinu byl D-L interval 3 hodiny
nasledovan druhym podanim a ozafenim s D-L intervalem 15 minut, coz vedlo
k vys§imu protinadorovému ucinku. Pfitom byla pozorovana zména lokalizace
verteporfinu z ptednostné cévni 15 min po injekci, az k prostoupeni celou nadorovou
tkani 3 hodiny po injekci. Vysledky potvrdily, ze tato kombinovana 1é¢ba vedla

k poskozeni cév i bun¢k nadoru a celkové k vyssi ucinnosti 1é¢by (Chen a kol. 2005).

6.8.4 Fotosenzitizéry pro VTP

Jak jiz bylo zminéno vySe, obecné je pfitomnost PS omezena na nadorové cévy
kratce po jeho i.v. podani a PDT s pouzitim kratkého D-L intervalu tedy poskozuje
pirevazné cévy. Tento mechanismus je hlavné zodpovédny za nékteré z uspéSnych
klinickych pouziti PDT v sou€asnosti - 1é¢bu AMD verteporfinem a nadorti prostaty

padeporfinem a padeliporfinem (Chen a kol. 2005).

Také Photofrin® cirkuluje pfevazné v cévnim systému po pocateni infuzi, takze
ozateni kratce po injekci je vyhodnéjsi pro uzavieni cév. Talaporfin sodny (chlorinovy
derivat) a padoporfin /padeliporfin (bakterioforbidové derivaty bakteriochlorofylu) jsou

latky uc¢inkujici na cévy a zpusobujici jejich rychlé uzavieni po ozéfeni. Verteporfin je
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dalsim typem lécCiva ptsobiciho na cévy. Je vhodny pro 1é¢bu 1ézi s vysokym obsahem
nové vytvofenych cév (Wang a kol. 2013). Verteporfin (Visudyne®) je jedinym PS
schvalenym celosvétové pro 1é¢bu AMD (Chen a kol. 2006). Neovaskularni forma této
nemoci je charakterizovana rustem abnormalnich krevnich cév v cévnatce oka pod

zlutou skvrnou, ustici ve ztratu zraku (Brown a kol. 2006).

Diky tspéchu verteporfinu pii 1é€bé AMD byly v klinickych studiich hodnoceny
i dalii fotosenzitizéry jako rostaporfin (Purlytin™) a motexafin lutetium (Optrin®)
(Chen a kol. 2006).

6.8.5 VTP v1écbé nadoru

Jelikoz AMD a rakovina sdili téméf stejné cévni abnormality, VTP, kterd byla
uspéSna u AMD, by méla hrat roli i v 1é€bé rakoviny, pro niz byla PDT plvodné
vyvijena. Bylo potvrzeno, ze VTP muze byt pouzita pro urCité typy protinddorové
1é¢by, a ze muze byt ucinngjsi v kontrole naddoru nez tradicni PDT cilena na maligni
buiiky pfi pouziti stejné¢ho PS a davky svétla, ale del$iho intervalu mezi podanim 1é¢iva

a ozafenim (Chen a kol. 2006).

Dalsim PS vyuZivanym pro metodu VTP je padoporfin (WST09, Tookad®) —
paladium bakteriofeoforbid syntetizovany z ptirodniho bakteriochlorofylu, molekuly
produkované za aerobnich podminek ve tmé rostoucimi bakteriemi (Chen a kol. 2006,
Lepor 2008). Tookad® neni ve vodé rozpustny a vyzaduje prenaeovy systém na bazi
Cremophoru, aby bylo mozné podat jej intraven6zné. Plazmaticky polocas je pouze
20 min, proto je nezbytné osvitit misto témeét ve stejny ¢as nebo kratce po podani PS,

aby byla cévni odpovéd’ optimalni (Chen a kol. 2006).

Pozdé&ji byl piipraven jeho ve vodé rozpustny derivat padeliporfin (WST11,
Stakel®, Tookad® Soluble). Ob& slougeniny ziistavaji piitomné pouze v cirkulaci az do
vylouceni v micelach (WST09) nebo jako nekovalentné vazany komplex s lidskym
sérovym albuminem (WST11) (Lepor 2008, Azzouzi a kol. 2013). WST11 je ve druhé
fazi klinického hodnoceni pro AMD (Preise a kol. 2009) a tfeti fazi klinického
hodnoceni pro lokalizovany karcinom prostaty (ClinicalTrials.gov - NCT01875393).
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VTP s Pd-bakteriochlorofylovymi derivaty se lisi od klasické PDT v mnoha
ohledech. Na rozdil od PDT, i.v. podany PS nevystupuje z cév a zlstavd omezeny na
cirkulaci, proto ROS produkované lokaln€ po ozafeni zlstavaji v cévnim kompartmentu

nadoru, coz vede k vaznému cévnimu poskozeni a akutni staze krve (Preise a kol.

2009).

Dalsi hlavni vyhodou téchto dvou PS je jejich rychlé¢ vylouceni nejdiiv
z cirkulace a pak z jater. Diky tomu se pacienti nemusi tak dlouho vyhybat slune¢nimu
zaieni. WST11 mé o dost vyssi terapeuticky index a mize byt mnohem snadnéji pouzit

pro VTP, které vyzaduje ve vodé rozpustné cirkulujici 1é¢ivo (Lepor 2008).
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7 CILE PRACE

e modifikace a zavedeni metod pro studium fotodynamické terapie zamétené na

cévy

e studium svétlem indukované toxicity (ECsp) mnoveé syntetizovanych
ftalocyaninovych fotosenzitizéra ZIP120Zn, ZIP117Zn a ZIP65Zn na lidské
imortalizované endotelové bunéc¢né linii EA.hy926 a bunééné linii lidského

cervikalniho karcinomu (HeLa)

e 7zjistit miru toxicity samotnych struktur bez pfitomnosti aktivujiciho svétla

(tzv. dark toxicita, TCsp)

e porovnat schopnost téchto latek uc¢inné poskozovat endotelové bunky s jejich
dark toxicitou a zjistit pomér téchto toxicit (TCso/ECsp), ktery je obdobou

terapeutického indexu

e pokusit se podrobnéji popsat jevy, které budou probihat béhem bunécného

poskozeni VTP
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8 METODICKA CAST

8.1 MANIPULACNI VYBAVENI PRO PRACI S BUNECNYMI
LINIEMI

- plastové sterilni inkuba¢ni nadoby T75, 96-jamkové, 12-jamkové a 6-jamkové

mikrotitraéni desti¢ky s plochym dnem (TPP, Svycarsko)
- sterilni plastové Petriho misky o riizné plose dna (TPP, Svycarsko)

- sterilni Petriho misky uréené pro konfokalni mikroskopii (WillCo Wells,

Nizozemi)

- plastové sterilni centrifugaéni zkumavky o objemu 15ml a 50 ml (TPP,

Svycarsko)
- sterilni mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml a 5 ml (Eppendorf, Némecko)
- pipetiky SwiftPet+ (HTL, Polsko) a Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko)
- sterilni plastové serologické pipety riizného objemu (TPP, Svycarsko)
- automatické pipety Eppendorf rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)
- 8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 50-1200 ul (BioHit, Finsko)
- 8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 5-100 ul (BioHit, Finsko)
- sterilni plastové $picky riiznych rozsahli (Eppendorf, Némecko)
- sterilni Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)
- sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska Republika)
- Biirkerova komtirka (Brand, Némecko)
- sterilni plastové vanicky

- podlozni a kryci sklicka
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8.2

8.3

PRISTROJOVE VYBAVENI

vodni lazn¢ (Memmert, Némecko)
box s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Italy)
bunécné inkubdatory s termostatem a regulaci koncentrace CO, Sanyo a Esco

450 W Xenonova lampa Newport s 9 cm vodnim a long-pass filtrem Newport
OG570 (Newport Corporation, USA)

deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)
centrifuga Hermle Z 300
prutokovy cytometr BDAccuri C6 (BD Bioscience, USA)

CteCka mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,

Svycarsko)
invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japan)

invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Ti E (Nikon, Japan)

LATKY POUZITE PRI KULTIVACI BUNEK

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Lonza, Belgie)
fetalni bovinni sérum inaktivované teplem (FBS, Lonza, Belgie)
HEPES pufr 1M roztok (Sigma, Némecko)

HAT 50x koncentrovany roztok (smés hypoxanthinu (5 mM), aminopterinu
(20 uM) a thymidinu (0,8 mM); Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)

penicilin/streptomycin  100x  koncentrovany roztok (P/S, koncentrace

10 000 jednotek/ml penicilinu a 10 mg/ml streptomycinu; Lonza, Belgie)
tablety pro fosfatovy pufr (PBS; Sigma, Némecko nebo MP Biomedicals, USA)

trypsin/EDTA 10x koncentrovany roztok (roztok 0,5% trypsinu a 0,02% EDTA,
Lonza, Belgie)
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8.4 DALSI REAGENCIE A CHEMIKALIE

- trypanova modf 0,4% (Sigma, Némecko)
- peroxid vodiku 3% roztok (Fluka, Sigma, Némecko)

- fotosenzitizér ZIP117Zn (Katedra farmaceutické chemie a kontroly IéCiv,

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové)

- fotosenzitizér ZIP120Zn (Katedra farmaceutick¢é chemie a kontroly 1écCiv,

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové)

- fotosenzitizér ZIP65Zn (Katedra farmaceutické chemie a kontroly I1éciv,

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové)
- neutralni ¢erven roztok 3,3 g/l (Sigma, Némecko)
- chlorid vapenaty bezvody (Sigma, Némecko)
- formaldehyd (Penta, Ceska Republika)
- kyselina octova ledové p.a. > 99,9 (Penta, Cesk4 Republika)
- ethanol absolutni p.a. > 99,9% (Penta, Ceska Republika)
- purifikovana ultracista voda (Millipore, USA)
- fluorescen¢ni sonda JC-1 (Molecular Probes, USA)
- fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)
- fluorescen¢ni sonda MitoTracker Green FM (Molecular Probes, USA)
- fluorescen¢ni sonda monodansylcadaverin (MDC; Molecular Probes, USA)
- propidium iodid (Molecular Probes, USA)
- Annexin V, FITC konjugat (Molecular Probes, USA)

- rapamycin (Sigma, Némecko)
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8.5 POUZITE FOTOSENZITIZERY

Fotosenzitizéry pouzité pro veskeré experimenty byly nasyntetizovany skupinou

doc. Zim¢ika na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv.

ZIP120Zn

ZIP117Zn

R = N*(CaHs)3l-

ZIP65Zn

Obriazek 16 Struktury pouzitych fotosenzitizéra - ftalocyanin ZIP120Zn a ZIP117Zn, azaftalocyanin

ZIP65Zn

Latky ZIP120Zn a ZIP117Zn jsou dva Pc liSici se polohou substituentt

([(triethylammonio)ethyl]sulfanyl), ktera ovliviiuje kvantovy vytézek singletového
kysliku (@,). ZIP120Zn ma periferni substituci (poloha B), zatimco ZIP117Zn obsahuje
neperiferni substituci (poloha a) (Obr. 16) a ma vyssi @, (Tab. 4). Latka ZIP65Zn je

AzaPc, u kterého mizeme pozorovat niz$i ®, a kvantové vytézky fluorescence (Of)

z divodu svétlem vyvolaného pienosu elektronu (PET), ktery zplsobuje zhaseni

excitovanych stavii tohoto PS. Absorpéni maximum tohoto PS je niz$i nez u jeho Pc

analogu, kterym je ZIP120Zn.

Tabulka 4 Zéakladni informace o testovanych latkach (pfevzato z Machacek a kol. 2015)

Slou¢enina Typ jadra Amaxd/NM D, (013
Z1P120Zn Pc 704 0,68 0,12
ZIP117Zn Pc 756 0,91 0,017
ZIP65Zn AzaPc 656 0,2 0,06
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8.6  BUNECNA LINIE EA.hy926

Bunéénéd linie EA.hy926 byla ziskana z Americké banky bunéénych linii
(American Type Culture Collection, ATCC, USA). Jedna se o imortalizovanou linii
lidskych endotelidlnich bunék, ktera vznikla spojenim bunék ziskanych z lidské
pupecnikové zily (HUVEC) a permanentni bunécné linie A549 odvozené od lidského
plicniho karcinomu (Edgell a kol. 1983). Tato buné¢na linie je velmi podobna nativnim
endotelovym bunkam HUVEC, neni vsSak identicka. Vyhodou oproti nativnim
endotelovym bunkam je jeji niz$i cena, sSnazsi a delSi pasazovatelnost, a tedy i delsi
doba, po kterou poskytuje relevantni vysledky. Bunéc¢na linie EA.hy926 je casto

vyuzivana pfi vyzkumu angiogeneze in vitro (Baranska a kol. 2005).

8.7 BUNECNA LINIE HelLa

Bunécéné linie HelLa byla taktéz ziskdna z Americké banky bunécnych linii
(ATCC, USA). Vychazi zlidskych bunék karcinomu délozniho ¢ipku. Je to prvni
kultivovana lidska bunééna linie (pochazi jiz z roku 1951) a v biologickém vyzkumu je
velice Siroce pouzivana (Landry a kol. 2013). Jeji vyhodou je velice snadna
pasazovatelnost a rychly nartst bunééné hmoty. Nevyhodou je pfitomnost HPV provirt
V genomu a s tim spojené potencialni pracovni riziko. Pro nas vyzkum jsme ji pouzili

jako zéstupce tkanovych rakovinnych bunék.

8.8 PRIPRAVA MEDIA

PIné kultivaéni médium bylo pfipraveno ze zakladniho média DMEM, ke
kterému byly pfidany dal$i suplementy. Jejich finalni koncentrace v pfipraveném médiu
byla 10% FBS, 2% HAT suplementu, 1% P/S a 1% HEPES pufru. Vsechny tyto roztoky
kromé HEPES byly pfed smichanim vytemperovany ve vodni 1azni na 37°C. Ptiprava

poté probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

Médium pro bunécnou linii HeLa ma stejné sloZeni, neptfidd se vSak HAT

suplement, ktery tato bunécna linie nevyzaduje.
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8.9 KULTIVACE

Bunky byly kultivovany V pfipraveném médiu ve sterilnich plastovych
kultiva¢nich lahvich T75 nebo na sterilnich plastovych Petriho miskdch o povrchu
150 cm? (piipadné na jinych dle naplanovanych pokusii, viz dale). Kultivace probihala
Vv inkubatoru za standardnich podminek - tzn. pfi teploté 37°C s 5% koncentraci oxidu

uhli¢itého a konstantni vlhkosti.

8.10 PASAZOVANI BUNEK

Buiky byly ponechany v kultiva¢nich nadobach, dokud nedorostly maximalné
80-90% konfluence, ¢&ehoz dosahly piiblizné za 3-4dny. Aby nedochazelo
k nezadoucim zménam vlastnosti bunék, musela se jejich pomérna ¢ast prenést do nové
kultiva¢ni lahve s Cerstvym médiem. Mnozstvi pienaSenych bun¢k bylo voleno podle

poméru z piedchozi pasaze a aktualniho stavu konfluence.

Pasazovani jsme vzdy zacinali odebranim starého média sterilni pipetou. Poté
byly buniky 2x oplachnuty sterilnim roztokem PBS. Nakonec byl pfidan 1 ml
predehiatého trypsinu s EDTA a roztok byl rozprostien po celém dné lahve.
Trypsinizace probihala v uzaviené lahvi v inkubatoru po dobu 5 min pii 37°C. Poté bylo

pomoci mikroskopu zkontrolovano, zda se vSechny buriky staly suspenznimi.

Trypsin byl ihned inaktivovan pfidanim 9 ml SCM. Burky byly poté dukladné
resuspendovany opakovanym nasatim do pipety a vypusténim proti dnu lahve. Potiebna
¢ast bunc¢k pak byla pfenesena do nové sterilni kultiva¢ni lahve s 15 ml Cerstvého
predehiatétho SCM. Suspenze byla promichdna a vodorovnym pohybem lahvi
rovnomérn¢ rozprostiena po dné. Bunky byly do dal§i pasdze uchovavany za
standardnich podminek v inkubatoru. Zbytek bunééné suspenze byl vyuzit pti

nasazovani na experimenty.

Vsechny ukony, které byly sbunkami provadény, probihaly za sterilnich
podminek v laminarnim boxu a vSechny roztoky, které k nim byly pfidavany, byly

vytemperovany na 37°C.
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8.11 POCITANI BUNEK - STANOVENI POCTU ZIVYCH BUNEK

Pocet zivych bunék byl zjistovan mikroskopickou metodou pomoci Biirkerovy
komurky barvenim trypanovou modii. Trypanova modf je barvivo, které difunduje pies
plazmatickou membranu bunék. Zivé buiiky ho viak ze svého nitra aktivné transportuji
ven, v mrtvych bunikach zistava a obarvi je. Bunky, které jsou zivé, tedy vidime jako

svetlé sférické utvary na slabé modrém pozadi.

Do mikrozkumavky bylo nejprve napipetovano 100 pl 0,4% roztoku trypanové
modfi a poté byl pfidan stejny objem fadné promichané bunééné suspenze. VSe bylo
promiseno a inkubovano 5 min pii laboratorni teploté. Po uplynuti ¢asového intervalu
byl obsah mikrozkumavky opét fadn¢ promichdn a na kazdou polovinu Biirkerovy
komurky bylo naneseno 10 ul suspenze. Vysledny pocet bun¢k byl pak piepocitan

na 1 ml suspenze.

8.12 NASAZOVANI BUNEK NA EXPERIMENTY

Bunécnad suspenze, kterd zbyla po pasazovani, byla nafedéna dle potieby
Cerstvym predehfatym médiem tak, abychom ziskali suspenzi o koncentraci
100 000 bun¢k/ml. Ta byla potom elektronickou multikanalovou pipetou nanesena na
96 jamkové desticky po 100 ul na jamku. V kazdé jamce tedy bylo piiblizné
10 000 bunék. Desticky byly umistény na 24 hodin do inkubatoru.

Pro fotografickou dokumentaci byly buiiky nasazovany na sterilni desticky
s mensim poc¢tem jamek (12 nebo 6; mikroskop Nikon TS100), pfipadné na sterilni
plastové Petriho misky se sklenénym dnem uréené pro konfokalni mikroskopii
(mikroskop Nikon Ti-E). Velikosti jamek, poptipadé Petriho misek byl pak uzptsoben
objem nasazované bunééné suspenze. Na 6 jamkové desticky a Petriho misky bylo

napipetovano po 2 ml, na 12 jamkové desticky po 1 ml bunécné suspenze na jamku.
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8.13 PRIDAVANI STUDOVANYCH LATEK K BUNKAM

Po 24 hodinové inkubaci destiek byly kbuinkdm piidany zkousené latky.
Desticka byla rozdélena na cast, ktera nam slouzila jako kontrola (standard
zivotaschopnosti, pozitivni kontrola), ¢ast pro piidani studované latky a cast slouzici

jako negativni kontrola.

Buiikam, které byly pouzity jako kontrolni, bylo pouze vyménéno médium za
Cerstvé, negativni kontrole byla pfidana do média letalni davka peroxidu vodiku
(200 uM H0,). Dalsi postup uz se uz lisil v zavislosti na tom, zda byla hodnocena
vlastni toxicita latek, tzn. bez aktivace svétlem (tzv. dark toxicita), nebo toxicita latek

po aktivaci svétlem (fototoxicita).

K dispozici jsme méli zasobni roztoky (aza)ftalocyaninti 0 koncentraci 1500 pM
(u ZIP120Zn a ZIP65Zn), nebo 500 uM (u ZIP117Zn). Tyto zasobni roztoky byly
pfipraveny rozpusténim krystalické latky v SCM (stejné jako se pouziva pro kultivaci
bunék, ke kterym byly latky ptidavany) a poté steriln¢ piefiltrovany pies bakterialni filtr
- MCE membréana s pory o priméru 0,22 um. Jelikoz se tyto latky aktivuji svétlem,
veskera manipulace snimi a jejich uchovavani musi probihat bez piitomnosti

aktivujiciho svétla.

8.14 STANOVENI FOTOTOXICITY

Pro hodnoceni fototoxicity latek byly ze zasobnich roztoku pfipraveny roztoky
o koncentraci 100 uM a znich pak byly fedény roztoky o nizSich koncentracich
(0,05-50 uM). K tedéni roztoki bylo pouzito SCM piedehiaté na 37°C.

Staré médium bylo z bun¢k opatrné odebrano automatickou pipetou a nasledné
bylo ptidano 100 pl roztoku o pozadované koncentraci. Naneseni celé koncentracni fady
muselo byt rychlé a provedeno do cca 3 min, aby se zabranilo nezadoucimu piijmu latek
do bun¢k pted expozici aktivacnim svétlem. Poté byla desticka okamzité pfenesena a 15
minut ozafovana Cervenou casti viditelného spektra 450 W xenonové vybojky osazené
vodnim a long-pass filtrem (A > 570 nm; 12,4 mW cm; 11,2 J cm™). Po ozéfeni byly

bunky inkubovany dalSich 24 hodin a poté vyhodnocena jejich viabilita.
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8.15 STANOVENI DARK TOXICITY

Pro hodnoceni vlastni toxicity latek byly pouzity vyrazné vyssi koncentrace
studovanych latek. Pfimo ze zasobnich roztokd (1500 a 500 uM) byly nafedény
pozadované koncentrace (10 uM az 500 uM, resp. 1500 uM), které pak byly obdobné
napipetovany na desti¢ku. Inkubace probihala 24 hodin v inkubatoru bez p¥itomnosti

aktivujiciho svétla a poté stejnym zptsobem vyhodnocena zivotaschopnost bunék.

8.16 HODNOCENI VIABILITY BUNEK POMOCI TESTU
VYCHYTAVANI NEUTRALNI CERVENE

Neutralni ¢erven (neutral red, NR) je slabé kationické barvivo, které do buiky
vstupuje pasivni difuzi v nenabité formé a koncentruje se v lysozomech. U zivych
bungk je v lysozomech udrzovan protonovy gradient, diky némuz je pH v lysozomech
kyselejsi nez v cytoplazmé. Neutralni Cervenl je v kyselém prostiedi protonizovana
a nedochazi tak k jeji zpétné diftizi z lysozomalniho lumen do cytosolu. U bunék, které
maji lysozomy poskozeny, je tento gradient naruSen a neutrdlni Cerven miize z téchto
organel unikat. Proto je mnozstvi zadrzeného barviva ptimo tmérné poctu zivych bunék

(Repetto a kol. 2008).

Ze zasobniho roztoku NR (3,3 g/l) a ¢isttho DMEM byl nafedén pracovni roztok
NR (80 ug/ml) a ptidan k bunkam. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 ul
pracovniho roztoku NR, vyslednd koncentrace v jamkach tedy ¢inila 40 pg/ml. Buiky

byly s NR inkubovany 2 — 3 hod v inkubatoru pfi teploté 37 °C.

Po uplynuti inkubace bylo médium s NR v jamkach nahrazeno 100 pl fixa¢niho
roztoku (1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu). Buiiky byly fixovany 15 min pfi
laboratorni teploté. Fixacni roztok byl poté odstranén a bunky dvakrat oplachnuty
100 pl PBS. Nakonec bylo do jamek napipetovano 200 ul lyza¢niho roztoku (1% roztok
ledové kyseliny octové v 50% etanolu). Desticky byly dany na deskovou tfepacku a pfi

laboratorni teploté 30 min lyzovany.

Vyhodnoceni pokusti probihalo spektrofotometricky pomoci multifunkéni
¢tecky mikrotitraénich desti¢ek Tecan Infinite 200M, pficemz byla méfena absorbance
pii 540 nm. Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako procenta kontroly.
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8.17 VYHODNOCENI DAT

Ke zpracovani vysledkti byl pouzit program Microsoft Office Excel 2007
(Microsoft Corporation, USA). Grafické zpracovani vysledkl, vypocet hodnot ECs
a TCs a statisticka analyza byly provedeny pomoci softwaru GraphPad Prism verze
6.04 (GraphPad Software, USA). Statistické hodnoceni bylo provedeno
jednofaktorovou analyzou rozptylu (one-way ANOVA) s Bonferroniho metodou
vicenasobného porovnavani. Hodnoty byly vztazeny k viabilit¢ kontrolnich buné¢k
(100 %). Vysledky byly povazovany za signifikantni, jestlize *p<0.05, **p<0.01
a ***p<0.001. Data jsou vyobrazena v grafech jako primérné hodnoty se smérodatnou

odchylkou.

Pii vyhodnoceni dark toxicity byla u kazdé latky stanovena hodnota stfedni
toxické koncentrace TCs (koncentrace latky, pii které dochazi i bez aktivace svétlem ke
sniZeni viability bunék na 50 % oproti kontrole). U fototoxicity byla stanovena hodnota
stiedni efektivni koncentrace ECso (koncentrace latky, ktera po aktivaci svétlem zptsobi
snizeni viability bunék na 50 %). Ztéchto dvou hodnot byl pak vypocitan index
TCso/ECsp, ktery je obdobou terapeutického indexu, tzn. pomér mezi vlastni a svétlem
indukovanou toxicitou dané latky. VSechny experimenty byly provadény nejméné ve

tiech opakovanich (n > 3).

8.18 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

K pofizovani fotografick¢é dokumentace byl pouZzit invertovany epifluorescen¢ni
mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japan) s chlazenou CCD kamerou COOL-
13/Q (VDS Vosskithler GmbH, Neémecko), pfipadné invertovany fluorescenéni
mikroskop Nikon Ti E (Nikon, Japan) s chlazenou sCMOS kamerou Andor Zyla 5.5
(Andor Technology, Spojené Kralovstvi).

8.18.1 Fluorescencni barveni mitochondrii

K zobrazeni mitochondrii pfi fotografické dokumentaci byla pouzita
fluorescenéni sonda JC-1. Jednd se o kationické barvivo vykazujici fluorescenci
zavislou na potencidlu v mitochondriich. Akumuluje se v mistech s vysokym

elektrickym potencidlem (neposkozené mitochondrie), kde dimerizuje a vytvari cervené
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fluoreskujici J-agregaty. Poskozeni mitochondrii vede k depolarizaci, coz se projevi
poklesem cervené a vzrustem zelené fluorescence vyddvané monomerni sondou

nachazejici se v cytoplazmé.

Po 24 hodinach od nasazeni byly buniky oplachnuty PBS a bylo jim vyménéno
médium. Poté doslo k piidani sondy JC-1 (2 uM), 15 minutové inkubaci pii 37°C,
opétovné vymeéné média a pridani studované latky. Thned nésledovalo 15 minutové

ozafovani bunék a fotografovani.

Dalsi moznosti fluorescen¢niho zobrazeni mitochondrii je sonda MitoTracker,
kterd se koncentruje v aktivnich mitochondriich a jeji fluorescence neni zavisld na

membranovém potencidlu. Hodi se tedy ke studiu morfologie téchto organel.

8.18.2 Fluorescencni barveni jader

Pro fluorescen¢ni zviditelnéni jader bunék byla pouzita fluorescenéni sonda

Hoechst 33342 v kombinaci s PI.

PI je Cervené fluorescenc¢ni barvivo vazajici se na DNA, resp. RNA interkalaci
mezi badzemi. PI neprochédzi celistvymi membranami, nachdzi se tedy za normalniho
stavu mimo Zivé buiky. Pfi poSkozeni plazmatické a jaderné membrany se vSak do
buniky, resp. jadra dostava, a proto se b&zné pouziva k identifikaci bun€k pozdné

apoptickych a nekrotickych.

Hoechst 33342 je modra fluorescencni sonda, ktera prochidzi membranami
a barvi nukleové kyseliny vSech bunck. Toto barvivo je velmi citlivé ke konformaci
DNA a chromatinu v burikach a miize detekovat postup jaderného poskozeni. Lze tedy

pouzit i k identifikaci bun¢k podstupujici riizné faze apoptdzy.

Po 24 hodinach od nasazeni byly buiiky oplachnuty PBS a bylo jim vyménéno
médium. Poté doslo k ptidani sondy Hoechst 33342 (10 ng/ml) a PI (1 ng/ml). Bunky
byly s témito latkami inkubovany 15 minut pii 37°C. Nasledovalo pfidani studované

latky, 15 minutové ozafovani bun¢k s PS a fotografovani.
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8.18.3 Hodnoceni pritomnosti autofagie

Pii hodnoceni piitomnosti autofagie byl jako pozitivni kontrola pouzit
rapamycin (1 nM) — inhibitor serin/threonin proteinkindzy nazyvané mTOR
(mammalian target of rapamycin). Inhibici mTOR dochézi k blokadé¢ signala
vyzadovanych pro bunéény rist a proliferaci, Coz napodobuje bunééné hladovéni, coz je

jeden z nejacéingjsich spoustéci autofagie.

K zobrazeni lysozoml a autofagozomu bylo pouzito fluorescencni barveni
pomoci fluorescen¢ni sondy monodansylcadaverin (MDC) vychytavané v kyselych

oblastech bunky (lysosomy, autofagolysosomy).

Pti hodnoceni autofagie byla pouzita koncentrace odpovidajici ICy5 danych latek
a buiky byly ozafeny. Po pozadovaném c¢ase probéhlo piidani MDC (50 uM),

10 minutové barveni, oplachnuti buné¢k a foceni.

8.19 PRUTOKOVA CYTOMETRIE S POUZITIM ANNEXINU V

V pribéhu  apotézy dochdzi k vystaveni ~membranového fosfolipidu
fosfatidylserinu na vngj$i stranu plazmatické membrany. Annexin V konjugovany
s fluorescein izotiokyanatem (FITC) se na tento negativné nabity fosfolipid vaze
a umoznuje tak detekovat apoptotickou smrt buriky. Fosfatidylserin je vSak dostupny
pro vazbu annexinu také pti nekrotické smrti buiky, a proto bylo pouzito soucasné
barveni bun¢k PI. Diky tomu je moZzné rozliSit bunky Zivé, apoptické a pozdné

apoptické nebo nekrotické (Henry a kol. 2013) (Tab. 5).

Tabulka 5 Rozliseni stavu buiiky pomoci pritokové cytometrie a barveni Annexinem V-FITC a Pl

Buriky Annexin V-FITC Pl

zivé (neapoptické) - -

apoptické + -

pozdné apoptické/ nekrotické + +
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Buiikky byly inkubovany na Petriho miskach sprimérem 6cm pfi
pouzitém objemu 5 ml. Pfidani studovanych latek k buiikam bylo nasledovano ozafenim
za standardnich podminek. Po stanovené dob¢ byly bunky oplachnuty 2x PBS,
trypsinovany, resuspendovany v nahfattm SCM a piemistény do centrifugacni
zkumavky. Centrifugace probihala 5 minut/1500 otacek. Médium pak bylo slito,
k bunécné peleté bylo ptidano 500 pl nahfatého bezsérového média a probéhla dikladna
resuspendace. Bunééna suspenze pak byla pipetou piemisténa do 2 ml mikrozkumavek.
Poté byl ptidan Annexin V-FITC (1 vol %). Nasledna inkubace probihala 15 minut
V nepfitomnosti svétla, pficemz 3 minuty pfed koncem inkubace byl pfidan PI (7,5 uM).
Inkubace byla ukonéena umisténim mikrozkumavek na led, aby doslo k zastaveni

reakce. Méfeni probihalo na pratokovém cytometru C6 Accuri.
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9 VYSLEDKY

9.1 CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

9.1.1 Ftalocyanin ZIP120Zn

9.1.1.1 DARK TOXICITA

Vlastni toxicita ftalocyaninu ZIP120Zn byla hodnocena na bunééné linii
EA.hy926 a to v celé skale koncentraci od 10 uM do 1500 puM. Pfitom ani pfi nejvyssi
mozné koncentraci nedosdhla toxicita latky takovych hodnot, aby zplsobila snizeni

viability bun€k na 50 % (TCsp = stiedni toxicka koncentrace) (Obr. 17).

TCsp pro bunéénou linii EA.hy926 byla > 1500 uM. Teoreticka hodnota TCx je
1909 puM.
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Obriazek 17 Viabilita bun¢k EA.hy926 hodnocena po 24 hodinové inkubaci s fotosenzitizérem ZIP120Zn

V neptitomnosti aktivujiciho zafeni. Zivotaschopnost bun€k klesa v zévislosti na zvySujici se koncentraci

PS. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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9.1.12FOTOTOXICITA

Utinek latky po aktivaci svétlem byl taktéZ sledovan v Siroké $kale riznych
koncentraci, a t0 u bunétné linie EA.hy926 od 0,05 uM do 100 uM, u bunécné linie
HelLa pak pouze od 0,05 uM do 10 uM. Stiedni efektivni koncentrace latky (ECsp) je
vyobrazena V jednotlivych grafech a to zvlast pro kazdou bunéCnou linii. Nartst
viability bunék u koncentraci >10 uM je zplsoben absorpci aktivujiciho zafeni

samotnymi fotosenzitizéry v roztoku.
ECso pro bunécnou linii EA.hy926 odpovidala hodnoté 0,57 uM (Obr. 18).

ECso pro bunéénou linii HeLa byla stanovena jako 0,24 uM (Obr. 19). Vysledky
tedy naznacuji, ze tato bunécnd linie je k plisobeni pouzitého ftalocyninu citlivéjsi nez

bunécna linie EA.hy926 piedstavujici model endotelovych bunék.
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Obrazek 18 Viabilita bunék EA.hy926 vystavenych stoupajici koncentraci ftalocyaninu ZIP120Zn

Vv piitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=6, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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Obrazek 19 Viabilita bunék HelLa vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu ZIP120Zn
Vv pfitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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9.1.2 Ftalocyanin ZIP117Zn

9.1.2.1 DARK TOXICITA

U ftalocyaninu ZIP117Zn byla taktéZ sledovana vlastni toxicita na buné¢né linii
EA.hy926. Rozsah koncentraci byl od 10 do 500 uM. Pokles viability bun¢k je mnohem
strmé&j$i nez v piipadé piedchoziho ftalocyaninu a dosahuje hodnoty TCso = 90,71 uM,
coz znaci, ze tato latka je pro bunky i pfes nepfitomnost aktivujiciho zafeni mnohem

toxi¢téjsi (Obr. 20).
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Obriazek 20 Viabilita bunék EA.hy926 hodnocena po 24 hodinové inkubaci s fotosenzitizérem ZIP117Zn

V nepfitomnosti aktivujiciho zafeni. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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9.122FOTOTOXICITA

Toxicita latky po aktivaci svétlem byla opét sledovana u obou bunéénych linii,
pti¢emz byla pouzita stejna koncentracni fada jako v pfedchozim ptipadé (0,05 uM —
100 uM u bunécné linie EA.hy926 a 0,05 uM — 10 uM u buné¢né linie HeLa). ECs je
opét vyobrazena v grafech, a to zvlast pro kazdou bunéénou linii. Narist viability
bun¢k u koncentraci > 10 uM je opét zptisoben absorpci aktivujiciho zafeni samotnymi

fotosenzitizéry v roztoku.
ECso pro bunécnou linii EA.hy926 odpovidala hodnoté 0,50 uM (Obr. 21).

ECso pro bunéénou linii HeLa byla stanovena jako 0,40 uM (Obr 22).
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Obrazek 21 Viabilita bun¢k EA.hy926 vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu ZIP117Zn

v pfitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=6, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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Obrazek 22 Viabilita bunék HeLa vystavenych rostouci koncentraci ftalocyaninu ZIP117Zn

Vv pfitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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9.1.3 Arzaftalocyanin (tetrapyrazinoporfyrazin) ZIP65Zn

9.1.3.1 DARK TOXICITA

Také u této latky byla hodnocena jeji vlastni toxicita na bunécné linii EA.hy926.

Pouzité koncentrace byly v rozsahu 10 uM az 800 puM. (Obr. 23).

TCsp pro bunécnou linii EA.hy926 byla 118,60 uM.
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Obrazek 23 Viabilita bunék EA.hy926 hodnocena po 24 hodinové inkubaci s fotosenzitizérem ZIP65Zn

V nepfitomnosti aktivujiciho zafeni. Zivotaschopnost bunék klesa v zavislosti na zvysujici se koncentraci

PS. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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9.1.32FOTOTOXICITA

Toxicita latky po aktivaci svétlem byla sledovana u obou bunéénych linii,
pficemz byly pouzity obdobné koncentrace jako v piedchozich experimentech (0,1 uM
— 100 uM u bunééné linie EA.hy926 a 0,05 uM — 10 uM u buné&éné linie HeLa). ECs je

opét vyobrazena v grafech zvlast’ pro kazdou bunéénou linii.
ECso pro buné¢nou linii EA.hy926 odpovidala hodnoté 1,50 uM (Obr. 24).

ECso pro buné¢nou linii HeLa byla stanovena jako 0,96 uM (Obr. 25).
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Obrazek 24 Viabilita bunék EA.hy926 vystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP65Zn

Vv piitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=6, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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Obrazek 25 Viabilita bunék HelLa wvystavenych rostouci koncentraci azaftalocyaninu ZIP65Zn

Vv pfitomnosti aktivujiciho zafeni hodnocena po 24 hodinach. Pocet opakovani n=3, *p<0.05, **p<0.01

a ***p<0.001.
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9.1.4 Porovnani cvtotoxického pusobeni studovanvch fotosensitizéru

Ze ziskanych vysledkt byly sestrojeny souhrnné grafy ukazujici rozdil toxické
aucinné koncentrace jednotlivych (aza)ftalocyanini u bunécnych linii EA.hy926
(Obr. 26) a HelLa (Obr. 27). Zelena barva vzdy oznacuje ftalocyanin ZIP120Zn, modra
ftalocyanin ZIP117Zn a Cervena azaftalocyanin ZIP65Zn, pficemz plna kiivka odpovida

fototoxicitam a preruSovana kiivka dark toxicitam.
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Obrazek 26 Cytotoxické pasobeni studovanych PS na bunéénou linii EA.hy926
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Obrazek 27 Cytotoxické ptisobeni studovanych PS na bunénou linii HeLa (hodnoty dark toxicit byly
ptevzaty z Machacek a kol. 2015)

Z provedenych experimentii byly pro jednotlivé latky ziskany hodnoty TCsg
aECsp. Ztéchto hodnot pak byl vypocitan pomér TCso/ECsg, ktery je obdobou
terapeutického indexu a zna¢i pomérovy rozdil mezi toxickou a G€¢innou koncentraci pro

danou latku. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 6.

vvvvv

zda byt ftalocyanin ZIP120Zn, a to z divodu jeho dobré G¢innosti po aktivaci svétlem,
ale predevsim diky velice nizké vlastni toxicité této latky, ktera nedosahla ani pfi
nejvyssi pouzité koncentraci (1500 pM) hodnot TCsy. Piestoze ostatni fotosenzitizéry
vykazuji také pomérné dobré hodnoty ECsy, poméry TCso/ECsy dosahuji kviili jejich

vys§i vlastni toxicit¢ mnohem nizsich hodnot.

Tabulka 6 Souhrnné vysledky cytotoxicitnich experimentl (* pfevzato z Machacek a kol. 2015)

EA.hy926 HelLa
Latka
TCs ECso TCs/ECsp TCso (uM) ECso TCs/ECso
(M) (M) (uM)
ZIP120zn | >1500 0,5671 >2645 1639* 0,238 6887
ZIP117Zn 90,71 0,4956 183 192* 0,404 475
ZIP65Zn 1186 1,503 79 226* 0,955 237
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9.2 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Dalsi metodou pouzitou pro hodnoceni bunééné smrti byla priitokova cytometrie
s pouzitim Annexinu V-FITC a propidium jodidu. Jak Ize vidét na Obr. 28 pii
koncentraci 1Cy5 byla vétSina bunék negativni na Annexin V-FITC a PI a to az do ¢asu
6 hodin po ozafeni. Byl vSak pfitomen znacny podil nekrotickych a pozdné apoptickych

bunék.

Pii pouziti vyssi davky fotosenzitizérti (1Cgs) byl podil populace nekrotickych
apozdn¢ apoptickych bun€k jeSté vyrazngj§i a v pribéhu casu se opét zvySoval

(Obr. 29).

Pratokova cytometrie - IC 5
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Il neapoptické bunky
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B pozdni apoptéza / ¢asna nekroza
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Pocet bunék
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Obrazek 28 Hodnoceni zpuisobu bunééné smrti navozené ftalocyaninovymi fotosenzitizéry ZIP120Zn
aZIP117Zn u bunécné linie EA.hy926 pfi pouziti koncentrace 1Cys. Pocet opakovani n=2, *p<0.05,
**p<0.01 a ***p<0.001.
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Obrazek 29 Hodnoceni zptuisobu bunééné smrti navozené ftalocyaninovymi fotosenzitizéry ZIP120Zn
aZIP117Zn u bunééné linie EA.hy926 pfi pouziti koncentrace ICgs. Pocet opakovani n=2, *p<0.05,
**p<0.01 a ***p<0.001.

9.3 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Veskera fotograficka dokumentace probihala pouze s bunéénou linii EA.hy926
a s ftalocyaniny ZIP120Zn a ZIP117Zn, které pii cytotoxicitnich experimentech
prokazaly vhodngjsi vlastnosti. V disledku toho azaftalocyanin  ZIP65Zn do

podrobnéjsi dokumentace probihajicich déji nebyl zahrnut.

Jako negativni kontrola jsou ve snimcich oznacovany buiky, ke kterym nebyl
ptidavan PS ani H,0,. Jako pozitivni kontrola jsou na snimcich oznafovany bunky

usmrcené letalni davkou H,0,.

9.3.1 Fluorescenc¢ni barveni jader

K zobrazeni probihajicich zmén byla pouzita fluorescenéni sonda
Hoechst 33342 a PI (Obr. 30). Fotografie byly pofizeny invertovanym fluorescen¢nim
mikroskopem Nikon Eclipse TS100.
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Kontrolni bunky (negativni kontrola, -K) a buiiky v ¢ase 0 min, ke kterym jiz byl
ptidan PS, prozatim vSak nebyly ozafeny, jsou zbarveny pouze modie fluorescenéni
sondou Hoechst 33342. Ta pronika i neposkozenymi bunéénymi membranami a barvi
jadra vsech bundk. Zivotaschopnost téchto bunék tedy prozatim nebyla negativné

ovlivnéna. Pozitivni kontrola (+K) vykazuje jasné ¢ervenou fluorescenci PL.

Z potizenych fotografii je patrny narist Cerveného signalu Pl jiz té€sné po
ukonceni ozafeni, tedy v ¢ase 15 min. Tento nartst koresponduje s vaznym poskozenim
bunécnych membran bunck podstupujicich nekrotickou smrt (nebo bun¢k ve tazi pozdni
apoptozy). Ta je zpusobena cytotoxickymi plisobky vznikajicimi po aktivaci PS
svétlem. Po 2 hodinach od ozafeni je Cerveny signal patrny U vétSinové Casti ozarené

populace.

Nartst ¢ervené fluorescence PI odhalil, Zze smrt bunék nastava jiz v pribéhu
ozatovani. Fotodynamicky ucinek PS zplsobil nevratné poskozené bunéénych
komponent nésledované bunénou smrti detekovatelné jako narist PI pozitivity
zasazenych bunék. Z porovnani obou latek se ftalocyanin ZIP117Zn jevi jako G¢inngjsi,

coz koreluje i s vysledky cytotoxickych experimentd.

Pro fotografovani byla pouzita koncentrace ftalocyaninii odpovidajici jejich
hodnoté ECgs.
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Z1P120Zn ZIP117Zn

Obrazek 30 Jadra bunék EA.hy926 zobrazené s pouZitim fluorescenéni sondy Hoechst 33342 a PI — na
hornich snimcich je vidét rozdil mezi neposkozenymi bunkami (-K; pouze modra fluorescence)
a burikami usmrcenymi peroxidem vodiku (+K; ptitomnost Cervené fluorescence). Z dalSich fotografii je
pak patrny narast Pl pozitivity, ktery je zpusoben poSkozenim plazmatické membrany bunék

cytotoxickymi produkty vznikajicimi po ozafeni a aktivaci PS.
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9.3.2 Fluorescenc¢ni barveni mitochondrii

K zobrazeni funk¢nosti mitochondrii byla pouzita fluorescen¢ni sonda JC1, a to
u obou ftalocyanini — ZIP120Zn (Obr. 31) a ZIP117Zn (Obr. 32). Fotografie byly

pofizeny invertovanym fluorescencnim mikroskopem Nikon Eclipse TS100.

Buiiky negativni kontroly a buiiky na poc¢atku ozarovani (v ¢ase 0 min) vykazuji
prevazujici Cerveny fluorescencni signal vydavany sondou tvorici v mitochondriich
agregaty. V bunkach usmrcenych H,O, naopak pievazuje zelend fluorescence vydavana
monomerni formou sondy uvolnéné do cytosolu pii depolarizaci mitochondrii. Po
ozafeni dochazi k slabnuti Cervené a narustu zelené fluorescence, coz znaci naruseni

potencialu mitochondrii a poskozeni bunky.

Pro fotografovani byla pouzita koncentrace obou ftalocyaninti odpovidajici

JEJICh ECgs.
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Obrazek 31 Poskozeni mitochondrii bunék EA.hy926 pii VTP s pouzitim ftalocyaninu ZIP120Zn
sledované fluorescencni sondou JC-1 — na prvnich dvou fotografii je opét patrny rozdil mezi
neposkozenymi buikami (-K; &ervena fluorescence) a buiikami usmrcenymi H,0, (+K, zelena
fluorescence). Na dalich snimcich je pak patrny nardst zelené fluorescence monomerni formy sondy JC1,

ktery je zplisoben naruSenim potencidlu mitochondrii a jejim sméfovanim ke smrti.
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Obrazek 32 Poskozeni mitochondrii bunék EA.hy926 pii VTP s pouzitim ftalocyaninu ZIP117Zn
sledované fluorescencni sondou JC-1 — mira poskozeni mitochondrii je detekovana zvySujicim se

nartstem zelené fluorescence monomerni sondy uvolnéné z mitochondrii do cytosolu.
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9.3.3 Morfologické zmény bunék

Morfologické zmény v buinkdch EA.hy926, zpusobené po aktivaci
fotosenzitizéru ZIP120Zn, byly sledovany V diferencidlnim interferencnim kontrastu
(DIC) a s pouzitim fluorescen¢ni mikroskopie. K fluorescenénimu barveni byla pouzita
sonda MitoTracker Green FM (zelené zbarveni mitochondrii), Hoechst 33342 (modré
zbarveni jader) a PI (Cervené zbarveni jader) (Obr. 33). Fotografie byly pofizeny

invertovanym fluorescen¢nim mikroskopem Nikon Ti E.

Na snimcich vlevo lze pozorovat zménu tvaru bunky, ktery je u zivych bunék
protahly. V disledku poskozeni builkky zpisobeného VTP dochazi k zakulacovani
bun¢k, poté ale dochdzi kotoku a prasknuti plazmatické membrany spojené
Suvolnénim intraceluldrniho obsahu do extracelularniho prostoru. To je znamkou
probihajici nekrozy, kterou potvrzuje i soub&ézné barveni jader PI (Cervena flourescence
v pravém sloupci). Mitochondrie (prostfedni sloupec) ztraci sviij typicky vlaknity tvar,
zakulacuji se, az se jejich signal ztraci (zeleny signal se stal difiznim v celé

cytoplazmg).

Koncentrace pouzita pii tomto druhu barveni odpovidala ECys.

89



DIC FITC Cy3

Obrazek 33 Zmény morfologie bunék EA.hy926 po aplikaci VTP s vyuzitim ftalocyaninu ZIP120Zn —

lze pozorovat zménu tvaru buniky z protahlého az na zakulaceny, ale pfitom dochazi i k otoku, prasknuti
bunécné membrany a vyliti nitrobunééného obsahu do vné&jsiho prostiedi, coz je znamkou probihajici

nekrozy. Toto potvrdilo i soubéZné barveni jader PI.



9.3.4 Hodnoceni pritomnosti autofagie

V pribéhu hodnoceni latek bylo také sledovano, zda se pfi poskozeni bunck
fotodynamickym procesem objevuje autofagie, at’ uz jako snaha buiiky ptezit poskozeni

nebo jako zplisob bunécné smrti

Pfitomnost autofagozomii byla sledovana s pomoci fluorescencni sondy MDC
vychytavajici se v kyselém prostiedi lysozomt a autofagozomii. Jako pozitivni kontrola
byl pouzit ramapycin — inhibitor mTOR, ktery autofagii vyvolava. Fotografie byly

pofizeny invertovanym fluorescen¢nim mikroskopem Nikon Ti E.

Na snimcich Ize vidét lysozomy obarvené fluorescencni sondou MDC. Bunka
podstupujici autofagii je patrna pouze na snimku pozitivni kontroly pfi pouziti
rapamycinu (Obr. 34, Sipka). Mizeme tedy fici, ze u bunééné linie EA.hy926 pii pouziti
fotosenzitizértu ZIP120Zn a ZIP117Zn ve VTP in vitro autofagie neprobiha.

Pfi hodnoceni autofagie byly pouZity koncentrace PS odpovidajici hodnotam

Je]|Ch ECss.
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negativni kontrola pozitivni kontrola

ZIP120Zn 15 min ZIP117Zn 15 min

ZIP120Zn 2 hod ZIP117Zn 2 hod

ZIP120Zn 6 hod ZIP117Zn 6 hod

Obriazek 34 Hodnoceni autofagie u bunécné linie EA.hy926 — autofagie je patrnd pouze na snimku
pozitivni kontroly (8ipka), kde byl kbuikam pfidan induktor autofagie, rapamycin. Pti pouZiti

studovanych latek a metody VTP nebyla autofagie objevena.
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10 DISKUZE

Nadorova onemocnéni patii mezi civilizacni choroby davané do souvislosti
smoderni dobou a nezdravym zpusobem zivota (Sima 2009). Mnohd z téchto
onemocnéni prozatim nedokazeme Uc¢inn¢ vylécit, proto jsou hledany stale nové metody

a latky, které by tomu mohly napomoci.

Fotodynamickd terapie je pomérné nova, klinicky schvalend, minimalné
invazivni terapeuticka metoda nachézejici uplatnéni pfi 1écbé mnoha druhi malignich
i nemalignich onemocnéni (Agostinis a kol. 2011, Moreira a kol. 2008). Jejim
principem je absorpce svétla o vhodné vinové délce molekulou PS a pfenos energie
fotond na okolni molekuly, hlavné¢ na kyslik. Cytotoxické latky vznikajici v priabéhu
ozéfeni, z nichz nejdilezitdjsi je 'O,, pak poskozuji okolni bun&né struktury, coz

nakonec vede k bunécné smrti (Zimcik a kol. 2010).

Destrukce nadort pomoci PDT probihd nékolika mechanismy. Ty zahrnuji
piimy letalni uginek 'O, a dalich ROS na buiiky, uzavieni cévniho zasobeni nadoru
vedouci k nedostatku kysliku a zivin a aktivaci imunitni odpovédi vii¢i nddorovym

bunkam (Zimcik a Miletin 2009).

Zaméfeni terapie na cévy je mozno dosahnout dvéma pfistupy: antiangiogenni
lé¢bou, ktera zamezuje vzniku cév de novo nebo dal§imi druhy terapii, které jsou
spojeny s poskozenim jiz vytvorenych cév (Abels 2004, Eichhorn a kol. 2004, Chen
a kol. 2006, Kamarulzaman a kol. 2011).

VTP je typem PDT zaméfenym pravé na posledni zminéné, tedy poSkozeni
Vv oblasti jiz vytvotenych cév. Vyuziva bud’ krat$i D-L interval nebo navazani molekul
napomahajicich kumulaci PS v cévnim kompartmentu (Kamarulzaman a kol. 2011).
Témito molekulami mohou byt rizné peptidy, protilatky a dalsi ligandy s vysokou
afinitou a specifitou k nové vytvofenym cévam (Chen a kol. 2006). Jednou z vlastnosti
idealniho PS je jeho schopnost kumulovat se selektivné v cilové tkani, ¢imz dochazi ke
zvyseni ucinku terapie (Wang a kol. 2013). Proto se pro metodu VTP jako ideélni jevi
PS hydrofilni, které jsou omezeny pouze na oblast cév a nedochazi k jejich extravazaci
do okolnich tkani (Brandis a kol. 2005).
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Prvni molekulou, kterd byla schvélena, a ktera vyuziva principy VTP ke svému
ucinku, byl verteporfin, ¢len skupiny chlorind. Indikaci, pro kterou byl schvalen, je
AMD, vedouci pfi¢ina ztraty zraku u lidi nad 50 let ve vyspélych statech. Jejim
podkladem je novotvorba abnormalnich cév v cévnatce oka (choroidalni
neovaskularizace) (Allen a kol. 2001). Verteporfin je vSak tézko rozpustny ve vode¢,

takze musi byt podavan ve formé liposomt (Zimcik a Miletin 2009).

Nékteré vysledky naznacuji, ze se jako terapeuticky optimdlni zdd pouziti
kombinace PDT s VTP, ktera ji nasleduje, coz ukazal Chen a kol. (2005) u verteporfinu.
D-L interval 3 hodiny odpovidal v této studii klasické PDT, kdy se PS po podani do
organismu distribuoval do bun¢k nadoru, zatimco D-L interval 15 minut aplikovany
nasledné odpovidal metodé¢ VTP, kdy je PS pfitomen v cévnim kompartmentu a jeho
cilem je cévni zasobeni nadoru. Pouziti kombinace téchto dvou intervali zvysovalo
ucinek PDT, protoze dochazi k poskozeni, jak naddorovych bunék, tak i cév, které jej

zasobuji Zivinami a kyslikem.

Ke tvorbé abnormalnich cév dochazi také pii rastu nadorové tkang, proto

nachdzi metoda VTP uplatnéni i zde a jeji dalsi vyvoj se obratil spi$ timto smérem.

V soucasnosti je nejvetsi pozornost vénovana PS ze skupiny bakteriochlorofyld
WST09 (Tookad®™) a WST11 (Tookad® Soluble, Stakel®). WSTO09 reprezentuje
hydrofobni (vazba na lipoproteiny) a WST11 hydrofilni (vazba na sérovy albumin)
derivat bakteriochlorofylu vyvinuty specidlné pro VTP. Oba maji za cil uzavieni
cévniho systému nadoru. Nador je ozatfen, kdyz je koncentrace 1é€iva v krvi vysoka, to

jest okamZit€ po 1.v. podani PS (Brandis a kol. 2005, Mazor a kol. 2005).

Tookad® byl prvnim z t&chto 1é¢iv, ktery vstoupil do klinickych hodnoceni pro
1é€bu opakujiciho se karcinomu prostaty po selhdni radiacni terapie. Ale cévni
destrukce timto PS zahrnovala hemoragickou nekrozu, ktera je v nékterych organech
jako mozek ¢i plice nezadouci. Navic hemoragickd nekréza mize navodit mistni zanét
a naslednou proliferaci novych cév, coz muze brzdit terapeuticky ucinek (Brandis a kol.
2005). Z diavodu jeho nizké rozpustnosti ve vodnych roztocich, byl podavan ve formé
Cremophoru, ten je vsak také biologicky a farmakologicky aktivni slou¢enina a mize

zpusobit nezadouci uc¢inky (Mazor a kol. 2005).
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Tyto nevyhody vedly k ptfipravé WSTI11, ve vodé rozpustného derivatu
s negativn¢ nabitymi zbytky s afinitou k sérovému albuminu. To je pro VTP vyhodné,
protoze tato vazba zvysuje pravdépodobnost, Ze PS zlistane pfitomen v cévnim systému
nadoru. (Brandis a kol. 2005, Mazor a kol. 2005). WST11 je ucinny a bezpe¢ny PS,
ktery nezpiisobuje zvySenou permeabilitu cév a na rozdil od WST09 nenavozuje
hemoragickou nekrozu (Brandis a kol. 2005). Pod obchodnim nazvem Tookad® Soluble
nyni dokoncil tieti fazi klinického hodnoceni pro lokdlni karcinom prostaty
(ClinicalTrials.gov - NCT01875393). Dalsi klinické studie tfeti faze hodnotici benefit
této molekuly dale probiha (ClinicalTrials.gov - NCT01310894).

V nasich experimentech jsme pouzili ve vod¢ rozpustné a neagregujici derivaty
ftalocyaninti nasyntetizované skupinou doc. PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D. na Katedie
farmaceutické chemie a kontroly 1éCiv. Ftalocyaniny obecné jsou syntetické
makrocyklické latky s fotofyzikdlnimi vlastnostmi vyhodnymi pro PDT. Typicky
absorbuji nad 680 nm a maji vysoky vytézek singletového kysliku. Nevyhodou je jejich
nizka rozpustnost ve vod¢ a tendence k agregaci, kterd znac¢né snizuje fotodynamicky
efekt. Pouzité slouceniny obsahuji 8 kationickych nabojti na substituentech navazanych
na jadro Pc v perifernich (B; ZIP120Zn) nebo neperifernich (a; ZIP117Zn) pozicich
nebo na aza-analogu ftalocyaninu (ZIP65Zn). Kationické naboje téchto sloucenin
zvySuji rozpustnost molekul ve vod¢ a predpoklada se, ze redukuji agregaci skrz
elektrostatické odpudivé sily. Ackoliv byly nasyntetizovany také hofecnaté komplexy
danych latky, v naSich experimentech jsme pouZili pouze zine¢naté komplexy, a to
z divodu vyssich ®,. Latka ZIP117Zn ma nejvyssi produkci 'O, (0,91) anejvyse
poloZzené maximum absorpce (756 nm), z tohoto divodu je pro pouziti v PDT velmi
zajimava (Machacek a kol. 2015).

Dark toxicita latek byla v naSich experimentech hodnocena na endotelialni
bunécné linii EA.hy926. U bun¢k vystavenych rostoucim koncentracim latek (az do
1500 uM) byla hodnocena TCsg. Nejmensi vlastni toxicitu ma ftalocyanin ZIP120Zn,
jehoz TCsg piesahuje hodnotu 1500 uM. To odpovida hodnotam namétenym Machacek
a kol. (2005) na nemaligni bunétné linii 3T3 (mysi fibroblasty) a nddorové bunécné
linii HeLa. Vys§i dark toxicita v§ak byla pozorovana u ostatnich studovanych latek.
Neperiferné substituovany ZIP117Zn byl u obou pokust nejtoxictéjsi nasledovany
aza-analogem ZIP65Zn, zatimco periferné substituovany ZIP120Zn me¢l vice nez
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0 jeden tad niz$i toxicitu. Vlastni toxicita latek byla tedy ovlivnéna typem makrocyklu
apozici substituentu. Pficemz ftalocyanin ZIP120Zn miZze byt povazovan za PS
s jednou z nejnizsi dark toxicitou zaznamenanou v literatuie (Machacek a kol. 2015),

coz jsme potvrdili v této praci i experimenty na endotelialni linii EA.hy926.

Hodnoceni fotodynamické aktivity latek probihalo jak na endotelialni bunécné
linii EA.hy926, tak i na nadorové bunécné linii HeLa. K fotodynamickému pisobeni
vSech sloucenin byla citlivéj$i nadorova bunécéna linie HeLa. Hodnoty ECsp rostly
v poradi ZIP117Zn, ZIP120Zn, ZIP65Zn pro obé bunééné linie — obdobny cytotoxicky
efekt vykazovaly tyto PS i v experimentech na izolované lidské buné¢né linii HUVEC
provedenych nasi védeckou skupinou (nepublikované vysledky). Zajimavé je, Ze
fotodynamicka aktivita studovanych (aza)ftalocyanini byla fadové srovnatelna jak
u VTP protokolu, tak s vyuzitim klasického PDT protokolu na nékolika nadorovych
buné&nych liniich (Machacek a kol. 2015). Vysledny pomér TCso/ICso vySel u obou
buné¢nych linii nejlépe pro ftalocyanin ZIP120Zn a ¢inil > 2645 pro EA.hy926, resp.
6887 pro HeLa buiiky — to z n&j d¢la spolu s nizkou mirou agregace velice nadéjny PS

pro piipadné in vivo experimenty.

Po fotodynamické 1é¢be, poskozené buinky podstupuji bunéénou smrt prevazné
skrz apoptotické nebo nekrotické cesty (Machacek a kol. 2015). Apoptdza je
programovana bunéénd smrt vyzadujici ATP a je pro ni typické smrsténi bunky,
vytvateni zédhybti v membrané (tzv. bleby), kondenzace chromatinu, utvareni
apoptotickych télisek a vystaveni fosfatidylserinu na povrch bunky (Buytaert a kol.
2007). Nekroza je obecné prezentovana vakuolizaci cytoplazmy, otokem a eventualné

rupturou plazmatické membrany (Moreira a kol. 2008, Mroz a kol. 2011).

Typ bunééné smrti spustény VTP u endotelidlni bunééné EA.hy926 byl déle
studovan pouze s ftalocyaniny ZIP120Zn a ZIP117Zn, které pii predchozich
experimentech prokazaly vys$i ucinnost. Hodnoceni typu bunééné smrti probihalo
jednak pratokovou cytometrii s pouzitim kombinace PI a Annexinu V-FITC a jednak
s pomoci mikroskopickych metod. Annexin V-FITC se vaze na fosfatidylserin
vystaveny na povrch buiiky v pribéhu apoptézy a umoziluje tak detekovat jeji
pritomnost. Diky rozsahlému poSkozeni bunéénych membran se Annexin V vSak vaze

I na buiiky podstupujici nekrotickou bunécnou smrt. Ziskané vysledky naznacuji, ze
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nekréza v bunéné smrti vyvolané témito PS pievazuje. Nekrotickd bunééna smrt
dominovala u téchto latek i v pribéhu PDT (Machacek a kol. 2015). Autofagie nebyla

zaznamenana ani v jednom pripade¢.

Otéazkou je, jak piesné tyto latky v pribé¢hu VTP smrt bunky ptisobi. Naptiklad
u bakteriochlorinu WST11 byl v in vitro experimentech hodnocen také piijem molekuly
(uptake) buitkami myssi imortalizované endotelidlni bunééné linie HSV. Ten byl velmi
rychly v pribéhu prvnich 5 — 10 minut inkubace a ustalil se asi po 1 hodiné. Jelikoz je
molekula hydrofilni a v cirkulaci se vaze na sérovy albumin, uptake do bunék probiha
endocytozou. K dosazeni fototoxicity musi komplexy 1é¢iva se sérovym albuminem
pravdépodobné vstoupit do lysozomi, kde s nejvétsi pravdépodobnosti disociuji.
Akumulace hydrofilnich senzitizéri v lysozomech byla popsana jiz diive (Mazor a kol.
2005).

Bunéény uptake byl hodnocen diive také u pouzitych fotosenzitizérit ZIP120Zn
a ZIP65Zn, u latky ZIP117Zn nebyl hodnocen kvili jeji nizké fluorescenci, ktera
nedovolovala jeho uréeni. Experimenty byly provadény na nadorové linii HeLa. Uptake
ZIP120Zn byl relativné rychly v pribéhu prvnich dvou hodin a dosahoval plateau faze
ptiblizn¢ za 12 hodin. Kationické Pc ZIP120Zn a ZIP117Zn se do bun¢k dostavaji
pravdépodobné endocytdzou a jejich subcelularni lokalizaci jsou lysozomy (Machacek
a kol. 2015). Dynamika pfijmu téchto latek do bunécéné linie EA.hy926 se piedpoklada,
ze bude obdobna. V dobé ozéfeni tedy dochdzi k toxickému puasobeni latky jen
z extracelularniho prostfedni v bezprosttedni blizkosti cytoplazmatické membrany

(kratkd Zivotnost singletového kysliku a ROS).

V nedavné dobé¢ byl védci z Kuvajtské univerzity nasyntetizovan ve vodé vysoce
rozpustny zinenaty ftalocyanin nesouci $estnact kladnych naboji na periferii. Tato
latka vykazovala absenci agregace a vysoké vytézky singletového kysliku ve vodném
prostiedi. Ve spolupraci s nasi vyzkumnou skupinou byla zhodnocena jeji in vitro
aktivita. Latka prokazala vynikajici ucinnost na nadorové bunécné linii Hela
s hodnotou ECsp = 36,7 nM, coz je jesté o fad vyssi nez u nejucinngjsiho ftalocyaninu
studovaného v této praci. I tento neagregujici ftalocyanin vykdzal nizkou dark toxicitu
na nemalignich 3T3 bunkach (TCso = 395 uM) i na HeLa bunkach (TCsy = 628 uM).
Index TCso/ECsp tedy dosahoval hodnot piesahujicich 10 000, coz je vynikajici
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pfedpoklad pro uspésné lécivo (Makhseed a kol. 2013). Jelikoz se jednd o vysoce
hydrofilni slou¢eninu, mohla by tato latka byt podrobena dal§imu hodnoceni ucinnosti

metodou VTP, které se v posledni dobé dostava ¢im dal vétsi pozornosti.

Vysledky ptfedkladané v této praci principialné souhlasi sjiz dfive
publikovanymi poznatky o studovanych ftalocyaninech a jejich aktivit¢ (Machacek
akol. 2015) i o pribéhu VTP. Do budoucna je vsak potieba tyto domnénky potvrdit
hlubsim studiem procesu bunécné smrti in vitro, stejné tak potvrdit aktivitu téchto latek
in vivo, kde se do procesu eradikace nadoru kromé miry G¢innosti latek zpusobit kolaps
cévniho zasobeni nadoru (kdy ne vzdy je nutné endotelidlni vystelku zcela znicit)

zapojuje i systémova odpoveéd’ organismu.
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11 ZAVERY

e Byl standardizovan postup pro hodnoceni fotodynamické Gcinnosti

fotosenzitizéru metodou VTP.

e VSechny studované fotosenzitizéry prokazaly schopnost zabijet bunky
Vv pfitomnosti aktivujiciho zafeni u obou typt bunécnych linii, pficemz
nejlepSich  vysledktit  dosdhly ftalocyaninové fotosenzitizéry ZIP120Zn
(u bunécné linie HeLa) a ZIP117Zn (u bunééné linie EA.hy926).

e Vlastni toxicita samotnych struktur bez piitomnosti aktivujiciho svétla byla

cvwr

e Vramci srovnani fototoxicity a dark toxicity na bunééné linii EA.hy926
nejlepsiho poméru TCso/ECsp bylo dosazeno u ftalocyaninu ZIP120Zn a to

ptevazné diky jeho extrémné nizké dark toxicité.

e Jako hlavni typ bunétné smrti navozené fotosenzitizéry byla urcena nekroza.

Autofagie u pouzitého uspotradani experimentu nebyla detekovana.

e Ftalocyanin ZIP120Zn mé z pouZitych latek nejvyhodnéjsi vlastnosti, a proto je

vhodny pro dalsi podrobnéjsi studium.
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