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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Marie Halaskova
Skolitel: RNDr. Miloslav Machacek, Ph.D.
Nézev diplomové prace: Biologické hodnoceni fotodynamické aktivity amfifilnich

anionickych fotosenzitizéra

Néadorovad onemocnéni jsou celosvétové rozsitenym zdravotnim problémem a
jednou z nejcastéjSich pri¢in umrti ve vyspélych statech, proto je vénovano znacné usili
vyzkumu a vyvoji novych protinadorovych 1é¢iv. BéZné konvenéni 1écebné metody,
jako jsou chemoterapie, radioterapie, chirurgické zakroky ¢i jejich kombinace, jsou
Casto spojeny svaznymi vedlejSimi u¢inky a vysokymi nédklady na lécbu.
Fotodynamicka terapie (PDT) se proto stava stale vice uznavanou alternativni terapii
pro 1écbu mnoha malignich i nemalignich stavii. PDT je klinicky schvéaleny neinvazivni
zpiisob 1écby, ktery se skladd ze dvou relativné jednoduchych krokii: podani
fotosenzitivni latky a nasledné ozafeni tumoru svétlem za ucelem aktivace
fotosenzitizéru (PS). Aktivovany PS reaguje s molekuldrnim kyslikem za tvorby vysoce
reaktivnich forem kysliku (ROS). Ty v naddoru zpusobi stav oxidacniho stresu, ktery
vede ke smrti nadorovych bunék, poskozeni cévniho systému nadoru a vyvolani

protinadorové imunitni reakce.

Cilem této prace je zhodnoceni fotodynamické aktivity novych amfifilnich
anionickych PS na bunééné urovni v podminkach in vitro a na zékladé¢ vysledka
posouzeni jejich schopnosti cytotoxického pusobeni. Cytotoxicitni experimenty byly
provadény na lidské maligni cervikdlni bunécné linii HeLa pomoci testu vychytavani
neutralni ¢ervené na 96-jamkovych destickach. Hodnocena byla toxicita jak po ozareni
aktivujicim svétlem, tak 1 vlastni toxicita latek. U PS byl zjiStovan také ¢asovy profil
prostupu latek do bun¢k méfenim fluorescence v bunééném lyzatu. Detekce
morfologickych zmén na Urovni celych bunék i subcelularnich struktur byla studovana

s vyuzitim fluorescenéni a konfokalni laserové rastrovaci mikroskopie.



Vysledky jednotlivych experimentli na nddorové bunécné linii HeLa ukézaly u
hodnocenych PSs na vysokou fotodynamickou aktivitu po aktivaci svétlem a také na
velmi nizkou vlastni toxicitu vSech latek. NejvhodnégjSich vlastnosti dosahla latka
HK22Zn-COONa (ECso=10,306+ 0,180 uM, TCso> 1000 uM, TCs¢/ECso > 3268).
Prostup danych latek do bun¢k byl rychly, zejména v prvnich dvou hodinach. U vSech
zkoumanych latek nastaly po fotodynamické aktivaci PS vyrazné morfologické zmény

vedouci az ke smrti bunék.
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Tumor diseases are a global health problem and one of the most common causes
of death in developed countries. Therefore, considerable effort is devoted to research
and develop novel anticancer drugs. Common conventional therapies, such as
chemotherapy, radiotherapy, surgery, or their combination, are often associated with
severe side effects and high treatment costs. Photodynamic therapy (PDT) is therefore
being increasingly recognized as an alternative treatment modality for the treatment of
many malignant and non-malignant conditions. PDT is a clinically approved non-
invasive treatment which consists of two relatively simple procedures: administration of
a photosensitive drug and subsequent radiation of the tumor by light to activate the
photosensitizer (PS). The activated photosensitizer reacts with molecular oxygen to
form highly reactive oxygen species (ROS). This creates a state of oxidative stress in
the tumor which leads to tumor cell death, tumor (micro)vasculature shutdown and

induction of anti-tumor immune response.

The aim of this work is to evaluate the photodynamic activity of novel
amphiphilic anionic PSs at the cellular level under in vitro conditions and based on the
results to assess their cytotoxic effect. Cytotoxicity experiments were performed on
human malignant cervical cell line HeLa using neutral red uptake assay on 96-well
plates. The toxicity experiments were performed both after the irradiation with
activating light and without the presence of activating light (dark toxicity). Uptake
profiles of PSs to the cells were also performed by measuring fluorescence in the cell
lysate. Detection of morphological changes at the level of whole cells and subcellular

structures were studied by using a fluorescence and confocal laser scanning microscopy.



The results of individual experiments on the HeLa tumor cell line have shown
high photodynamic activity after irradiation and very low inherent toxicity of all studied
compounds. The most suitable properties were achieved with HK22Zn-COONa (EC50
= 0,306 £ 0,180 uM, TC50 > 1000 uM, TCs¢/ECsy > 3268). Uptake of the substances
into the cells was rapid in the first two hours than reaching stead-state. For all
investigated substances, photodynamic activation of PS resulted in significant

morphological changes indicating ongoing cell death.
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4 UVOD

Nasledujici diplomova prace na téma ,,Biologické hodnoceni fotodynamické
aktivity amfifilnich anionickych fotosenzitizérti* pojedndva v teoretické Casti obecné
o PDT, ale i o0 chovani nové zkoumanych latek. PDT je relativné nova vyvijejici se
terapeutickd metoda zabyvajici se 1é€bou riznych malignich 1 nemalignich stavil. Jedna
se o klinicky schvalenou neinvazivni metodu s minimalnim rizikem toxicity pro

organismus.

PDT zahrnuje podéani fotosenzitivni latky — PS, kterd se selektivné akumuluje
v cilenych bunikach. Nasledné pak dochazi k lokalnimu ozafeni dané léze viditelnym
svétlem o vhodné vlnové délce a intenzité. Za piitomnosti kysliku dojde ke vzniku
fotodynamické reakce, jez ma letdlni G¢inky na nador a sou€asné i jeho cévni systém.
Nezbytnym zakladem pro tuto metodu je tedy pfitomnost tii hlavnich slozek: PS, svétla

a kysliku.

Tato prace popisuje zakladni mechanismy Uc€inku, které umoznuji PDT
spolehlivou onkologickou 1é¢bu. Zabyva se obecnym principem reakce, jednotlivymi
slozkami terapie, biologickymi ucinky 1ibunénou smrti, apiedevSim vyvojem

a zkoumdanim dalSich PS.

Cilem mé prace bylo in vitro zhodnoceni fotodynamické aktivity nové
syntetizovanych PS ze skupiny (aza)ftalocyanini na bunécné urovni, urceni jejich
schopnosti cytotoxického plisobeni a detekce morfologickych zmén vyvolanych
bunécnou odpovédi na oxidacni stres. Vysledky této studie tak budou moci byt vyuzity

k podrobnéjSimu studiu aktivity téchto latek ¢i ptipadné k in vivo experimentim.

11



5 SEZNAM ZKRATEK
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hydroperoxyl radikal

superoxid anion radikal

hydroxylovy radikal

singletovy kyslik

5-aminolevulova kyselina (Aminolevulinic Acid)
azaftalocyanin

Bicinchoninic acid

kultivacni médium (Dulbecco s Modified Eagle’s Medium)
dimetylformamid

sttedni efektivni (terapeutickd) koncentrace
etylendiaminotetraoctova kyselina (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
elektronovy transportni fetézec (Electron Transport Chain)
fetalni bovinni sérum

peroxid vodiku

derivat hematoporfyrinu (Hematoporphyrin Derivative)
intenzivni pulzni zdroje svétla

svétlo emitujici diody (Light Emitting Diodes)
purifikovana ultracista voda

metatetrahydroxyfenylchlorin

blizké infracervena oblast svétla (Near Infrared Area)
nanocastice (Nanoparticles)

neutralni ¢erven (Neutral Red)



NRU test vychytavani neutralni ¢ervené (Neutral Red Uptake Assay)

P/S penicilin/streptomycin

PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

Pc ftalocyanin (Phtalocyanine)

PDT fotodynamicka terapie (Photodynamic Therapy)

PpIX protoporfyrin IX

PS fotosenzitizér (Photosensitizer)

ROS reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)
S;AlIOHPc¢ trisulfonovany hydroxyhlinity Pc

SCM kultiva¢ni médium — DMEM médium obsahujici sérum a dal$i suplementy

(Serum Containing Medium)
SFM DMEM médium bez obsahu séra (Serum Free Medium)

SODI1/2  superoxid dismutasa 1/2

T/E trypsin/EDTA
TB trypanova modt (7rypan Blue)
TCs stfedni toxicka koncentrace

TNF-a tumor nekrotizujici faktor-a

TPyzPz  tetrapyrazinoporphyrazin

ZnPc zinecnaty ftalocyanin
O kvantovy vytézek fluorescence
N kvantovy vytézek singletového kysliku
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6 TEORETICKA CAST

6.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Terapeutické vlastnosti svétla jsou znamy uz tisice let, ovSem teprve v minulém
stoleti se rozvinula tzv. fotodynamicka terapie. V soucasné¢ dobé je PDT klinicky
pouzivana v onkologii — k1ébé rakoviny hlavy akrku, mozku, plic, pankreatu,
intraperitonealni dutiny, prsu, prostaty a kiize (Dolmans et al., 2003). Je stale vice

uznavana jako atraktivni alternativni 1écba pro povrchové nadory.

PDT je minimalné invazivni 1écebnd metoda, ktera se skldda ze dvou relativné
jednoduchych procedur. Ty zahrnuji nejdfive podani exogenni fotosenzitivni latky,
ktera je selektivné zachycena malignimi ¢i premalignimi bufikami, a nasledné ozaieni
tumoru svétlem, jenz zpusobi aktivaci PS (Griffin & Lear, 2016; Triesscheijn et al.,

2006; Weijer, 2017).

Pro tuto terapii jsou nutné tfi zakladni elementy: PS + svétlo + kyslik. Pokud je
PS wvystaveny specifické vinové délce, dojde kjeho aktivaci anasledné reakci
s molekularnim kyslikem, coZ zptsobi lokélni produkci ROS, v¢etné€ vysoce skodlivého
singletového kysliku ('0,). To vytvaii stav oxidagniho stresu v tumoru, ktery vede ke
specifické destrukci neoplastickych bunck a k preruSeni (mikro)vaskuladrniho systému
nadoru. Timto tak dojde k vycerpani kysliku a zivin v tumoru a vyvolani protinadorové

imunitni odpovédi (Savoia et al., 2015; Weijer, 2017).

PDT je obecné dobie tolerovana, s minimalnimi vedlejSimi efekty. Selektivita
vychytavani PS plus trvani a hloubka plisobeni svételného zdroje minimalizuji
poskozeni okolni zdravé tkdné. Ve skutecnosti ma PDT maly potencial zptisobit

poruchu DNA, mutaci ¢i karcinogenezi (Savoia et al., 2015).

Utinnost je vysokd umalych povrchovych nadort a, s vyjimkou dolasné
fotosenzitivity pokozky, neexistuji dlouhodobé vedlejsi €¢inky (pokud jsou dodrzovany
ptislusné protokoly). Zotaveni nastava s malou nebo zaddnou jizvou a procedury mohou
byt opakovany bez kumulativni toxicity. PDT se vSak v soucasné dobé nabizi jen
v n€kolika vybranych centrech, ackoliv se pomalu stdva piijatelnou alternativou ke

konven¢ni 1é¢be¢ rakoviny (Triesscheijn et al., 2006).
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6.1.1 Fotodynamicka reakce

PDT vyzaduje ptitomnost tfi zdkladnich elementt: 1) PS, zodpovédny za
senzitivitu nemocné tkané, 2) zdroj svétla zplsobujici mobilizaci PS a 3) kyslik
rozptyleny v oSetiované tkani. Lze fici, Ze PDT spoléha na interakci mezi témito

slozkami a jeji u€innost je pfimo zavisla na jejich kooperaci (Oniszczuk et al., 2016).

Jestlize je PS podan pacientovi aléfené misto je ozafeno svétlem o vhodné
vlnové délce, dojde k aktivaci PS ze zdkladniho singletového stavu na singletovy stav
excitovany. Z tohoto stavu se latka mize rozlozit pfimo zpét na zdkladni stav vyzafenim
fluorescence, coz je vlastnost, kterd mize byt klinicky pouzita k fotodetekci. K dosazeni
terapeutického fotodynamického efektu vSak musi byt PS podroben elektronové spinové

konverzi do jeho tripletového stavu.
Excitovany tripletovy stav dovede vyvolat dva druhy reakci:

Typ I: V pfitomnosti kysliku, excitovand molekula miize reagovat piimo se
substratem (jako je bunéénd membrana ¢i molekula) a pfenaset vodikovy proton nebo
elektron za vzniku radikalt aradikdlovych iontl. Tyto radikaly rychle interaguji
s kyslikem, coz ma za nasledek produkci vysoce reaktivnich kyslikovych produkth

(superoxid anion radikal -O,", hydroxylovy radikal -OH, peroxid vodiku H,O5).

Typ II: Excitovany tripletovy PS mize pfenést jeho energii pfimo na kyslik za
tvorby '0,, coZ je nejvice skodlivy druh vznikajici bshem PDT. Je velmi obtizné rozlisit
dohromady tyto dva reakéni mechanismy (Dolmans et al., 2003; Khandge et al., 2013;
Triesscheijn et al., 2006). Reakce jsou zndzornény na Obr. 1 pomoci modifikovaného

Jablonského diagramu.
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Obr. 1 Fotochemické reakce typu I a II; SO zdkladni stav PS, S1/2 excitovany singletovy stav PS, T1
excitovany tripletovy stav PS, ISC mezisystémovy prechod (Zhang et al., 2017).

Tvorba ROS probihd pouze v ¢asti tkdni, kde je kumulativni hladina PS, svétla
a kysliku. Reaktivni molekuly napadaji nddorové bunky (¢i jiny typ malignich bunék),

coz ma za nasledek jejich poskozeni a smrt (Oniszczuk et al., 2016).

Oba typy reakei (I11II) se objevuji sou¢asné. Pomér mezi témito procesy zavisi
na typu pouzitého PS, koncentracich substratu a kysliku, jakoZ i na vazebné afinité¢ PS
k substratu. Vzhledem k vysoké reaktivité a kratké dobé zivota ROS, jsou uc¢inky PDT
ovlivnény pouze bunky, které se nachdzeji blizko oblasti produkce ROS (oblasti
lokalizace PS). Doba Zivota 'O, v biologickych systémech je < 40ns a polomér

pisobeni 'O je < 20 nm.

Vzhledem k tomu, Ze u€inky témét vSech fotodynamickych latek jsou zavislé na
kysliku, fotosenzibilita se obvykle nevyskytuje v anoxickych oblastech tkané. In vivo
studie ukazaly, Ze indukce tkanové hypoxie zamezila PDT u¢inku porfyrini (Dolmans

et al., 2003; Moan & Berg, 1991).

6.1.2 U¢inky PDT na nadory

V biologickém prostiedi mohou reaktivni molekuly vytvofené fotodynamickym
procesem reagovat s velkym mnoZstvim biomolekul, pfedevs§im s proteiny, nukleovymi
kyselinami a lipidy. Tti hlavni procesy, kterymi ROS pfispivaji k ni¢eni nadorti u PDT

jsou 1) ptfimé nevratné poskozeni nadorové burky, coz vede k nekrdze, apoptéze nebo
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autofagii, 2) ischemie nadorové tkané nésledujici po cévnim poranéni vyvolaném PDT,
a 3) aktivace imunitnich odpovédi namitfenych proti tumorovym antigentim (Dobson et

al., 2018; Zhang et al., 2017).

Ackoliv PDT miize indukovat mnoho bunéénych a molekuldrnich signalnich
drah v bunkéch, jeho hlavnim ucelem je vyvolat bunécnou smrt. Koncentrace,
fyzikalné-chemické vlastnosti a subceluldrni lokalizace PS, koncentrace kysliku,
vhodna vinova délka a intenzita svétla, stejné jako specifické vlastnosti bunééného typu

mohou vSechny ovliviiovat zplisob a rozsah bunééné smrti (Robertson et al., 2009).

6.1.2.1 Zpiisoby bunécné smrti

PDT je schopnd vyvolat tfi hlavni druhy bun&éné smrti: apoptézu, nekrozu
a s autofagii spojenou smrt builky (Agostinis et al., 2011). Nastésti se degradace nadora
muze uskuteCnit jak programovanymi (napf. apoptotickymi) cestami, tak
i neprogramovanymi (nekrotickymi) cestami, nebot nékteré tumory maji vyvinuté

genetické mutace eliminujici nebo minimalizujici apoptoézu (Allison & Moghissi, 2013).

Poskozeni DNA bylo prokdzdno v mnoha studiich pfti in vitro PDT, nicméné tato
porucha DNA nebyla pfimo spojena s letdlnimi u¢inky (Robertson et al., 2009). ROS
muze zpusobit oxida¢ni poskozeni DNA bazi, zlomy vldken a pficné vazby (cross-
links). AvSak poSkozeni DNA vyvolané PDT zavisi nejen na mnoha fotoreak¢nich
faktorech, ale také na bun&fnych mechanismech reparace a pfeziti. Ve srovnani
s ionizujicim zafenim, se nezdd byt porucha DNA vyvolana PDT letalni ato kvili
rychlé obnové lécenych bunék. Takze u¢inky PDT na bunéfnou smrt nejsou piimo

spojeny s timto poSkozenim DNA (Y. Liu et al., 2017).

Nekroza, znama jako ndhodnd bunéfna smrt zpisobend fyzikdlnim C¢i
chemickym poSkozenim, je prudkd arychld forma degradace postihujici rozsahlé
bunécné populace. In vitro je charakterizovana cytoplazmatickym otokem, devastaci
organel anaruSenim plazmatické membrany, coz ndasledné vede k uvolnéni
intracelularniho obsahu a v ptipad¢ in vivo také k zanctu (Y. Liu et al., 2017; Robertson
et al., 2009). Dtfive byla nekréza charakterizovana jako nefizeny proces, ovSem
dlouhodobé studie tuto teorii zménily. Jak Festjens et al. naznacuji, nekréza mize byt
dobie kontrolovana a programovana jako na kaspasach-zavisla apoptoza. Hlavni roli

v §ifeni aprovadéni nekrotické smrti bun€k maji vapnik aROS, které
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zpusobuji poskozeni proteind, lipidi a DNA, avedou tak knaruseni organel
a celistvosti bun¢k. Umirajici buiiky iniciuji prozanétlivé signalizacni kaskady aktivnim
uvolnovanim zanétlivych cytokinli a vyplavenim jejich obsahu pii lyze (Oniszczuk et
al.,, 2016). Tento unik poté zplsobi letdlni poSkozeni v okolnich bunkach a vytvori
mistni 1systémovou reakci. Obecné plati, ze pii pouziti vysoké intenzity svétla
podstupuji nadorové bunky rychle nekrézu. Destrukce bunééné a subcelularni

membrany je rychla (Allison & Moghissi, 2013).

Jiny typ bunééné smrti nazyvany apoptdza (nejznaméjsi typ programované
smrti), lze identifikovat v jednotlivych bunkéch, které jsou obvykle obklopeny
zdravymi sousednimi buiikami a jsou charakteristické smrStovanim bunék. Apoptoza
neni tak rychlé jako nekrdza, organely a plazmatickd membrana maji tendenci udrZzovat
svou strukturu po delsi dobu. Zakladem mechanismu je kaskada, ktera vede k poskozeni
dalsich neporusenych bun€k v okoli apoptotické buiiky. Tento typ bunécného poskozeni
znamena selektivni odstranéni jedinct bez kompletniho naruSeni tkané. In vitro jsou
apoptotické buiiky obvykle rozdéleny do sférickych vackia uzavienych vicendsobnymi
membranami — tzv. apoptoticka téliska. Ta jsou poté in vivo zachytdvana fagocyty, ¢imz
pfedchdzeji zancétu abuniky umiraji imunologicky fizenym zplsobem. Apoptdza
vyzaduje transkripcni aktivaci specifickych genu, zahrnujici aktivaci endonukleas,
s naslednou degradaci DNA na oligonukleozomalni fragmenty, a aktivaci kaspas.

v v

velkych nadori a nddorti mozku (Oniszczuk et al., 2016; Robertson et al., 2009).

Fotodegradace bunék muize také vést ke stimulaci autofagie. Jednd se
o specificky zpisob poskozeni bunék vyuzivajici degradaci piebyte¢nych ¢i porusenych
bunécnych elementl. Tento typ je zvlasté vyznamnym pro l1écbu nadori. Hlavnim cilem
autofagie je homeostdza, avSak v mnoha ptipadech miiZze tento proces vést ke zniceni
celé bunky. Jedna se o lyzosomalni drdhu pro degradaci a recyklaci intracelularnich
proteint a organel. Autofagie mlze byt stimulovana riznymi stresovymi signaly, v€etné
oxidac¢niho stresu. Tento proces mize mit jak cytoprotektivni tak i cytotoxickou roli po
nadorovych chemoterapiich, které zahrnuji ROS jako primdrni poSkozujici latky.
V z4jmu podpory pieziti bun¢k mize byt autofagie povazovana za obranny systém proti
PDT. Autofagie a jeji vzajemné vztahy s apoptézou je rozhodujici pro preziti bunék ¢i

naopak jejich smrt. Takto vyvoland bunéénd smrt miZze nastat, jestlize je inhibovana
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apoptdza nebo pokud se buiiky pokouseji recyklovat poskozené slozky nad radmec jejich

schopnosti regenerace (Agostinis et al., 2011; Oniszczuk et al., 2016).

Obecné se béhem PDT apoptdza vyskytuje témét soucasné s nekrézou a hlavni
zpusob bun&tné smrti zavisi na mnoha faktorech jako je koncentrace PS, lokalizace PS
a davky PDT. Napftiklad, pokud jsou PSs lokalizovany v endoplazmatickém retikulu
nebo mitochondriich, smrt bun¢k nastane pifes apoptotickou cestu. Zatimco u PSs
umisténych v plazmatické membrané¢ ¢i lyzosomech si bunky mohou ,zvolit*
alternativni cesty bunécné smrti — nekrotickd nebo autofagicka. A podobné, vyssi davky
PDT vedou spiSe k nekrotické bunécné smrti, kdezto unizSich davek se objevuje

apoptoza (Y. Liu et al., 2017).

Piedpoklada se, ze PS se prednostné soustfedi v rychle se dé¢licich malignich
bunkach, pfi¢emz okolni normalni tkéan si zachovava jen malé mnozstvi PS. V idealnim
piipad¢ je PDT smrtelnd pouze pro tumory bez ovlivnéni zdravé tkdné. OvSem ve
skuteCnosti muze byt jakakoli buiikka obsahujici PS (aktivovany) podrobena nekroze
nebo apoptoze. Pokud je tedy normalni tkan, obsahujici vyznamné mnozstvi PS,
vystavena pusobeni svétla, 1ze o¢ekavat zdvazné poskozeni tkané (napft. fotosenzitivitu

ktze) (Allison & Moghissi, 2013).
6.1.2.2 Cévni poskozeni

Zivotaschopnost nadorovych bunék zavisi také na mnozstvi zivin dodavanych
krevnimi cévami. Navic tvorba audrzovani krevnich cév je zavisld ina rlstovych
faktorech, které jsou produkovany nddorovymi nebo hostitelskymi buitkami. Zaméteni
na cévni systém tumoru je proto jednim z piiznivych pfistupi k 1écbé rakoviny
(Dolmans et al., 2003). Tento pfistup je ucinnéjsi, snadnéjsi v ptistupu k nddorovym
buitkkim ama niz§i pravdépodobnost rozvoje Iékové rezistence, ve srovnani

s konven¢nimi metodami, které jsou cilené na buiky.

Bylo prokazano, ze terapie zaméiena na cévy produkuje intravaskularné ROS,
zejména '0,. Ptredpoklada se, ze tato molekula je pfi¢inou naslednych strukturnich
a funk¢nich zmén cév. V piipadé nadorové terapie je hlavnim cilem vaskularniho
mechanismu maximalni bunééné usmrcovani, které je indukované prerusenim cévniho
systému tumoru. Vaskuldrni zaméfeni je zalozeno na mistné fizené dodavce PS do

cévniho systému, po kterém nasleduje svételné ozafeni pro vyvolani mistné
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specifickych vaskularnich fotosenzitivnich ucinkti. Aktivace PS v nadorové tkédni mulize
vést k pfimému poskozeni endotelovych bunék, po kterém nasleduje smrt tumoru skrze
nedostatek kysliku a Zivin. Jak zdlraziuji védci, objasnéni téchto mechanismi je velmi
komplikované, protoze zahrnuje mnoho cilii v krevnich bunikéach a cévach, které jsou
vzéajemné propojeny v komplexu kaskadovitych udalosti (Y. Liu et al., 2017; Oniszczuk

et al., 2016).

Stejné jako u nadoru, i v cévnim systému PS vytvoii fotodynamickou reakci, je-
li aktivovan svétlem o vhodné vinové délce. Jestlize jsou nekteré cilové molekuly, jako
je albumin nebo lipoprotein, vazany na PS, pak se stanou bliz§i cévnim endotelovym
buiikdm v tkani. Nastane nckolik udalosti. NaruSenim cévnich stén dojde k zastaveni
prutoku krve do tumoru a nastane zde nedostatek kysliku. Pokud k tomu dojde, Ize
ocekavat nekrézu jak u zucastnénych krevnich cév, tak i u okolnich nadorovych bunék.
Uvolnovani toxickych latek, pfebytku vapniku a dalSich intracelularnich zbytkta bunék
vede k zablokovani a zhrouceni cévniho zasobovani nadoru. Trombocyty se aktivuji
a agreguji. Celkové lze tedy fici, ze rychla ztrata ptivodu krve spole¢né s lyzou
nadorovych a endotelovych bunék se pro tumor stava letdlni. Mozna je také méné
intenzivni reakce, pfi niZz svétlo pronikd nizsi fluenci. V takovém piipadé se mohou
v cévnim systému objevit poSkozeni vedouci k apoptdza, coz opét usti v hypoxii
a destrukci nadoru, avSak bez cytokinové a imunitni aktivace (Allison & Moghissi,

2013; Y. Liu et al., 2017).

Klinicky dochazi v neovaskuldrnich cévéch jak k apoptoze, tak k nekroze. Tento
proces vyznamné piispiva k destrukei nddorovych bunék nejen pifimo nedostatkem krve
a hypoxii, ale také uvoliiovanim biologicky aktivnich latek jako jsou tromboxany, latky
zpusobujici agregaci trombocytll a cytokiny, které také aktivuji imunitni systém
(Allison & Moghissi, 2013). Poskozeni cév, které¢ se vyskytuje po ukonceni PDT,

pfispiva k dlouhodobé kontrole nadort.

Mechanismus, ktery je zakladem vaskularnich u¢inki béhem PDT, se velmi lisi
u riznych PS. Photofrin® vede ke konstrikci cév, uniku makromolekul z cév, adhezi
leukocytl a tvorbé trombt, vSe patrné spojené s aktivaci a uvoliiovanim tromboxanu.
PDT suréitymi ftalocyaninovymi  derivaty zpisobuje zejména  vaskularni
hyperpermeabilitu a PDT s mono-L-aspartyl chlorinem e6 vede ke staze krevniho toku

pfedev§im kvili agregaci krevnich desticek. VSechny tyto ucinky mohou zahrnovat
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komponenty souvisejici s poSkozenim cévniho endotelu. PDT muze také vést ke
konstrikci cév prostfednictvim inhibice produkce ¢i uvolovani oxidu dusnatého

endotelem (Dougherty et al., 1998).
6.1.2.3 Imunitni odpovéd’

PDT je Gzce spojena s imunitnim systémem. Lze fici, Ze PS, cévni a imunitni
systém vytvaii spole¢né skupinu bojujici s nddorovymi buitkami. Jak védci naznacuji,
PDT indukuje modulaci imunitniho systému, bud’ jeho stimulaci, zprosttedkovanou NK
bunikami a makrofagy, nebo potlacenim. Volné radikaly a oxidac¢ni stres objevujici se
béhem PDT vedou k signélni transdukci v bufice, kterd je zodpovédna za produkci
stresem indukovanych proteinti, aktivaci gent regulujicich apoptézu a genovou expresi
cytokinti (Oniszczuk et al., 2016). Je pravdépodobné, Ze dlouhodobé kontrola naddort je
kombinaci pfimych u¢inkit PDT na 1€zi ajeji cévni systém spole¢né s upregulaci

imunitniho systému.

Jakmile PDT indukuje nekrézu nadort a jejich cévniho systému, dojde k iniciaci
také imunitni kaskady. Z postizené oblasti dochazi k uvolnéni zanétlivych mediatort
(Allison & Moghissi, 2013). Tento zanétlivy proces je zprostitedkovan faktory, jako jsou
vazoaktivni latky, slozky komplementu a srdzeci kaskady, proteiny akutni faze,
proteinasy, peroxidasy, ROS, chemoatraktanty leukocytii, cytokiny, rastové faktory
a dalsi imunoregulatory. Bylo prokdzano, Ze v reakci na PDT je spusténa upregulace
zanétlivych cytokint interleukin IL-6 a IL-1, ale nikoliv tumor nekrotizujici faktor-a
(TNF-a)). Vroce 1996 Wil de Vree et al. také uvedli, ze PDT aktivuje akumulaci
neutrofill, kterd zpomaluje rast nadoru (Dolmans et al., 2003). Uvolnéni mediatort
stimuluje aktivaci rtiznych bilych krvinek, vcetné neutrofili a makrofagi, které se

shromazd’uji v oblasti 1éCby.

Pocatecni kriticky krok pro vyvoj nadorové specifické imunity muize byt
zprosttedkovan s nadory asociovanymi makrofagy a/nebo dendritickymi burikami, jako
antigen prezentujicimi buitkami. Tyto buiikky maji tendenci fagocytovat velké mnozstvi
zabitych nebo poskozenych nadorovych bunék a prezentuji specifické proteiny z téchto
tumortt CD4 pomocnym T-lymfocytim. Ty ndasledné aktivuji CD8 cytotoxické
T-lymfocyty. S generaci CD4 a CD8 T-lymfocyti mohou byt nadorové builky, jako

jejich cile, u€inn€ rozpozndvany pro aktivovanou imunoterapii nadora.
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Ackoliv 1écba PDT je lokalizovana v nddorové 1ézi, kterda mize piimo zabijet
nador, u¢inky PDT mohou mit i systémovou povahu kvili indukované imunitni reakci
rozpoznavajici a nic¢ici nddorové bunky béhem dlouhodobé destrukce tumoru. Tato
imunitni reakce se tedy muize objevit také v regiondlni a vzdalené lymfatické tkani.
Cytotoxické T-lymfocyty nemusi zpisobit pouze nekrézu, ale mohou také indukovat
apoptotické drahy vzdy, kdyz se objevi nddorové bunky, dokonce i po ukonceni PDT
(Allison & Moghissi, 2013; Y. Liu et al., 2017).

Klinicky, pacienti léeni pomoci PDT vykazuji zvySené hladiny rGznych
cytokinti. A také histologické hodnoceni lécenych nadord rutinné vykazuje infiltraci
imunitnimi bunkami, kterd opét ukazuje na imunomodulacni U¢inek PDT (Allison &

Moghissi, 2013).

6.2 SVETLO

Primérnim pozadavkem pii 1é¢bé 1ézi pomoci PDT je zajistit, aby cilovym
tkdnim bylo doddno dostatecné mnozstvi homogenniho svétla. Kazdy PS ma svou
optimalni vlnovou délku a intenzitu (fluenci) svétla nezbytnou pro aktivaci. Vybér
svételného zdroje by proto mél byt zaloZzen na absorpci PS, lokalizaci, velikosti
a dostupnosti 1ézi, a vlastnostech tkan¢. Klinicka ucinnost PDT zavisi na komplexni
dozimetrii, zahrnujici celkovou déavku, dobu expozice azpusob dodavani svétla.
Odpovéd PDT ovliviluje také tok svétla (Dobson et al., 2018), ktery byl identifikovan
jako dilezity modulator tkdnové oxygenace a vysledku lécby. Vliv toku svétla neni
omezen pouze cytocidnimi U¢inky, ale miize byt také pozorovan v subletilnich

podminkach, jako je tfeba permeabilita cév (Henderson et al., 2006).

6.2.1 ,,Fototerapeutické okno* tkané

VétSina PSs ma tendenci mit silnou absorpci ve viditelné oblasti. Nicméné nase
biologické tkan¢ smnoha endogennimi chromofory (hemoglobin, myoglobin,
cytochromy, HbO,, bilirubin, NADH, melanin a dalsi) mohou do zna¢né miry
absorbovat viditelné svétlo, ptfi vinovych délkach delSich nez 320 nm. Zatimco
nehomogenni struktury miizou mit vliv na $ifeni svételného paprsku a ztratu jeho sméru.

Rozptyleni svétla kolagennimi vldkny urcuje ptevazné hloubku, do které tyto vinové
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délky pronikaji do pokozky. Mezi 600 — 1300 nm existuje tzv. ,,optické okno* tkan¢,
které nabizi moznost oSetfeni velkych objemu tkani pomoci urcitych PSs s dlouhou
vlnovou délkou. Spravna volba vinové délky umoziuje urcity vybér tkanovych vrstev,
které maji byt pfimo ovlivnény (Anderson & Parrish, 1981; Y. Liu et al., 2017; Yoon et
al., 2013). Vlnova délka svétla pouzitd pro PDT je typicky v rozmezi 600 — 800 nm —
»terapeutické okno* (Obr. 2). V tomto rozsahu vlnovych délek je energie kazdého
fotonu (1,5 eV) dostacujici k excitaci PS a tvorb& 'O,, a ptesto dostate¢ns nizka k tomu,
aby svétlo proniklo do hloubky az 2 cm tkané (Dobson et al., 2018).
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Obr. 2 Absorpcni spektrum pro PDT (Banerjee et al., 2017).

6.2.2 Zdroje svétla

V PDT muize byt vyuzivano mnoho ruznych zdroja svétla. Mezi né patii
zejména Sirokospektralni svételné zdroje s kontinudlni vinou nebo lampy (bil¢, modreé,
cervené nebo zelené svétlo), lasery, intenzivni pulzni zdroje svétla (IPL), filtrové
xenonové obloukové lampy, kovové halogenidové nebo fluorescencni lampy, a novéji
také svétlo emitujici diody (LED) (Wen et al., 2017). Jednim zfejmym zdrojem je také

slunce, kdy nékolik nedédvnych studii prokézalo ti¢innost i denniho svétla u PDT.
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Lasery jsou jednim z hlavnich zdroji svétla pouzivanych pro PDT. Vyzatuji
svétlo o presnych vinovych délkach ve snadno zamétenych paprscich a jsou tak nejvice
koherentnimi zdroji svétla pro PDT. Moderni diodové lasery jsou kompaktni, ptenosné
a s vysokych vykonem. Nicméné tyto diodové lasery nabizeji pouze jednu vystupni
vlnovou délku, coz limituje jejich univerzalnost. Oproti tomu LED jsou levnéjsi, mensi,

lehké a vyzaduji podstatné méné energie nez lasery.

Dilezitou roli v PDT hraje také vyvoj technologie optickych vlaken. Usp&sna
PDT vyZzaduje pfesné¢ dodéani svétla ze zdroje do cile ajeho homogenni distribuci.
Optickd vldkna byla pfizplsobena tak, aby vyhovovala pozadavkiim na osvétleni
v ruznych lokalizacich (Dobson et al., 2018; Triesscheijn et al., 2006; Yoon et al.,
2013).

6.3 KYSLIK

6.3.1 Reaktivni druhy kysliku

PDT, jako na kysliku zavisla reakce, rychle spotiebovava velké mnoZzstvi
kysliku vtkani pro tvorbu ROS. To muze porusit endotelové buiky, coz vede
k ¢aste€nému nebo uplnému vaskuldrnimu poskozeni a poté k potenciaci hypoxie (Y.

Liu et al., 2017).

ROS hraji v organismu dvoji roli. Jsou potfebné jako signalni molekuly pro
mnoho dulezitych reakci pii udrzovani fyziologickych funkci, ale jsou také toxickymi
vedlejSimi produkty aerobniho metabolismu. Neddvné studie ukézaly, ze ROS jsou
nezbytné pro progresi n¢kolika zakladnich biologickych procesii vcetné bunécné
proliferace a diferenciace, metabolicka adaptace a regulace ziskané i vrozené imunity.
Krom¢ toho se nyni bunéénd smrt povazuje za vysledek fyziologické nebo
programované drahy smrti bun¢k spousténou prosttednictvim ROS. Za hlavni cile ROS
béhem oxidacniho stresu jsou povazovany DNA, RNA, proteiny a lipidy. Rizné ROS
maji odlisné stupné reaktivity vaci t€émto bunéénym slozkam. Dostupnost volného
eleza ve formé& Fe®' je povazovéana za nejvhodn&jsi pro ROS toxicitu vzhledem k roli
zeleza ve Fentonové reakei, kterda vede k tvorbé hydroxylovych radikalt (Glasauer &

Chandel, 2013; Mittler, 2017).
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ROS jsou reprezentovany jak volnymi radikdly, tak i neradikdlovymi
oxygenovanymi molekulami. Zahrnuji ‘O, , H,O,, ‘OH a 'O, znichz viechny maji
pfirozené chemické vlastnosti poskytujici reaktivitu k riznym biologickym cilim.
Mimo to se setkdvame také i s reaktivnimi druhy dusiku, uhliku, halogent, zeleza, médi
asiry. Oxidacni stres aporucha redoxni rovnovdhy mohou byt pfifazeny témto
radikdlovym druhtim (Lushchak, 2014; Pisoschi & Pop, 2015; Schieber & Chandel,
2014). Dva hlavni zdroje ROS spojené s bunécnou signalizaci jsou mitochondrie

a rodina NADPH-oxidas.

ROS signalizace je nezbytna pro homeostdzu a adaptaci na stres (Glasauer &
Chandel, 2013). V Zivych organismech za aerobnich podminek se vice nez 90 %
spotfebovaného kysliku redukuje pfimo na vodu pomoci cytochromoxidasy
v elektronovém transportnim fetézci (ETC) bez uvolnéni ROS. Cinnost ETC je spojena
s oxidac¢ni fosforylaci produkujici energii ve formé ATP. Mnohem méné nez 10 %
spotfebovaného kysliku je redukovano postupnymi jednoelektronovymi cestami, které
vedou k pfeméné molekularniho kysliku na -O,. Poté nasleduje jednoelektronova
redukce se souCasnym pfijetim dvou protonti za vzniku H,O,. Molekula H,O,, ktera
pfijme jesté jeden elektron, se rozStépi na -OH a OH'. Nakonec -OH interaguje s dalSim
elektronem a protonem, coz vede k tvorbé molekuly vody. ROS zahrnuje nejen vyse
uvedené molekuly, ale také rtizné peroxidy jako jsou lipidové peroxidy, peroxidy

proteinii a nukleovych kyselin (Lushchak, 2014).

6.3.1.1 Superoxid anion radikal

‘Oy" je vysledkem jednoelektronové redukce kysliku riznymi oxiddzami.
Superoxid miize byt tvofen také v mitochondriich ETC v pribéhu oxida¢ni fosforylace.
Ve vodnim prostiedi se -O, ukazal jako slabé oxidacni Cinidlo viici kyseliné askorbové
a thiolim, ale jako silné redukéni Cinidlo proti nékterym komplexim obsahujicich
zelezo jako tfeba cytochrom C a Fe-EDTA. Jeho protonovand forma, hydroperoxyl
radikdl (-HO;), je siln¢jSim redoxnim c¢inidlem nez -O,, ovSem je mnohem méné

stabilni.

Byl oznacen jako aktivni nukleofil schopny napadnout kladné nabitd centra
a jako oxidacni ¢inidlo, které miiZze reagovat s donory vodiku (Pisoschi & Pop, 2015).
V pfitomnosti enzymu superoxid dismutasa 1 nebo 2 (SOD1/2) je rychle pfeveden na

H,0; a kyslik:
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2:0, +2H — 0, + H,0,

SOD1 je primarné lokalizovdna v cytosolu a mezimembranovém prostoru
mitochondrii, zatimco SOD2 v matrix mitochondrii. SOD zabraiuji akumulaci
superoxidd, které mohou poskodit a inaktivovat proteiny obsahujici Zelezné a sirové

klastry (Jarrett & Boulton, 2012; Pisoschi & Pop, 2015; Schieber & Chandel, 2014).

6.3.1.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku miize byt generovan jakymkoliv systémem poskytujicim
superoxid, jelikoz tento radikdlovy aniont snadno dismutuje. Pfitomnost oxidas muze
vést k ptimé syntéze H,O, dvouelektronovou redukci molekuldrniho kysliku. H,O, je
schopny produkovat vysoce reaktivni radikély jako vysledek jeho interakce s kovovymi
ionty. V ptitomnosti Zeleznatych ¢i méd’natych ionti se H,O, mlze stat -OH, ktery je
velmi reaktivni a zpiisobuje oxidaci lipidl, proteini a DNA, coZz ma za nasledek
poskozeni bun¢k. Pfimy uc¢inek H,O, zahrnuje napadeni struktury hemovych proteinti
s uvoliovanim Zeleza, inaktivaci enzymi a oxidaci DNA, lipidi, -SH skupin
a ketokyselin. Na rozdil od ‘O, mize H,O, snadno difundovat pfes membrany

a v dusledku toho je idealni intracelularni signalni molekulou.

V cytosolu a mitochondriich je pfitomny dostatek peroxiredoxinli a glutation

peroxidas, které¢ prevadéji H,O, na vodu:
2 H202 — 2 H20 + 02

Katalasa je lokalizovana piedev§im v peroxisomech a odstranuje intracelularni
H,0,; bez kofaktorti (Glasauer & Chandel, 2013; Lushchak, 2014; Pisoschi & Pop,
2015).

6.3.1.3 Hydroxylovy radikal

‘OH je vysoce agresivni radikadlova forma zodpovédna za oxidacni poskozeni
vétSiny biomolekul. Jde o nejsilngjsi oxida¢ni agens, které mlze v misté jeho vzniku
reagovat s vétSinou organickych a anorganickych molekul — DNA, proteiny, lipidy,
aminokyseliny, cukry a kovy (Pisoschi & Pop, 2015). Ve skute€nosti neexistuje znamy
enzymaticky systém, ktery by vznikly -OH eliminoval, coz pravdépodobné souvisi
s jeho vysokou reaktivitou. Prevence tvorby -‘OH je nejlepsi zplsob, jak ochranit zivé
organismy pied jeho Skodlivymi u¢inky (Lushchak, 2014).
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Obvykle jsou -OH generovany z H,O, v pfitomnosti Zzeleznatych iontd —

Fentonova reakce, nebo Haber-Weissovou reakci za ucasti O,

Fe** + H,0, — Fe’" + «OH + OH"
H202 + ‘Oz_ — 02 + OH + «OH

Z toho diivodu maji buitky mnoho riznych mechanismt pro udrzeni homeostazy
zeleza, aby se zabranilo tvorbé toxickych hydroxylovych radikala (Mittler, 2017,
Schieber & Chandel, 2014).

6.3.1.4 Singletovy kyslik

'0, je nejnizsi excitovany stav molekularniho kysliku a oxidaéni &inidlo pro
sirokou §kalu organickych molekul. Produkce dostate¢ného mnozstvi 'O,
v biologickém prostiedi miize narusit bunééné procesy a nakonec zpusobit bunécnou
smrt prostfednictvim apoptoézy ¢i nekrozy. Jeho cytotoxicky efekt je tudiz pro PDT
velmi dulezity, jelikoz kontrolovana produkce 'O, vede k eradikaci nezadouci tkané.
Produkce 'O, také vytvaii soudast mnoha ptirodnich signalnich drah a je Gasto dileZitou

odezvou na stres v bunkach (Kuimova et al., 2009).

Oxidagni poskozeni zpisobené 'O, se vyskytuje v bezprostiedni blizkosti
subcelularni lokalizace PS, coz je velice dulezité, protoze urCuje misto primarniho
poskozeni a nasledného G&inku (Mitton & Ackroyd, 2008). Doba zivota 'O, je diky své
reaktivité velmi kratka (napt. v HO 3,5 ps, D,O 68 ps, v organickych rozpoustédlech
10 — 100 ps, v tucich 50 — 100 ps). V disledku vysoké reaktivity s biologickymi latkami
tato doba zivota dramaticky klesa na 0,2 pus uvniti bunék. Rychla reaktivita a kratka
doba Zivota omezuji distribuci 'O, v buiikach. Proto jsou 1é&by PDT lokalizovany
v mist& vzniku 'O, a maji praimér pouze 10 nm (tloustka bun&éné membrany) (Ormond

& Freeman, 2013).

6.3.2 Oxidacni stres

Oxidac¢ni stres je definovan jako porucha rovnovahy mezi vyskytem ROS
a schopnosti organismu neutralizovat jejich plsobeni antioxidaénimi ochrannymi
syst¢tmy. Dochdzi knému ze zvySené tvorby ROS nebo zporuchy antioxidacni

schopnosti, kterd je charakterizovana snizenou kapacitou endogennich systému v boji
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proti oxidativnimu utoku zaméfenému na cilové biomolekuly. Zvysené intracelularni
hladiny ROS nasledn¢ zpisobuji poskozeni lipida, proteini a DNA. Plsobeni
oxida¢niho stresu je spojovano s nékolika patologiemi, jako jsou kardiovaskularni
onemocnéni, rakovina a starnuti. Nicméné, zvySené hladiny ROS také pisobi jako
signalni molekuly v udrZzovani fyziologickych funkci a v biosyntetickych reakcich

(Pisoschi & Pop, 2015; Schieber & Chandel, 2014).

Zvyseni rovnovazného stavu ROS, které je vysledkem nerovnovahy mezi
generacnimi a eliminanimi procesy, miize ovlivnit mnoho, ne-li vSechny Zzivotni
procesy. Diusledky tohoto zvySeni se liSi a zavisi na Urovni a mist¢ vzniku ROS,
ucinnosti antioxida¢nich systému, dostupnosti energetickych zdroj a bunéénych cilech,
s nimiz se vzajemné ovliviiuji (Lushchak, 2014). Nadmérn€ nahromadéné ROS mohou
reagovat sriznymi bunéénymi slozkami, coZz zplsobi oxidacni poruchy bunky
a bundnou smrt. Piitomnost labilniho Zeleza (Fe*") v buiice znatné zvysuje riziko

vzniku oxidac¢niho stresu v disledku Fentonovy reakce (Mittler, 2017).

Oxidacni stres zptisobuje modifikace struktur i funkci v nukleovych kyselinach,
lipidech a proteinech. Oxida¢ni degradace lipidi vede k malondialdehydu a 4-
hydroxynonenalu ¢i isoprostanim z nenasycenych mastnych kyselin. PoSkozeni
proteini mize nastat ptfi oxidaci thiold, karbonylaci, oxidaci vedlejSich fetézcu,

fragmentaci, rozvinuti a nespravné skladbé vedouci ke ztraté aktivity.

Bylo potvrzeno, Ze poskozeni vyvolané volnymi radikdly béhem oxidac¢niho
stresu, se podili na patogenezi a patofyziologii mnoha chronickych zdravotnich
problémi. Jedna se zejména o neurodegenerativni stavy (Parkinson, Alzheimer,
Huntington choroby a amyotrofickd lateradlni skler6za), emfyzém, kardiovaskularni
a zanétliva onemocnéni, katarakt a rakovinu. Nevratna progrese oxidativniho rozpadu
zpusobeného ROS ma také sviij negativni vliv na stav biologie starnuti, kterd spociva ve
zhorseni fyziologickych funkci, podpofe vyskytu onemocnéni a zkraceni délky Zivota

(Pisoschi & Pop, 2015).
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6.4 FOTOSENZITIZERY

Nejvyznamnéjsi slozka majici zasadni vliv na PDT proces je PS. Vhodna volba
PS je zarukou tuspésné terapie. Fotosenzitizujici latky jsou ptirodni nebo syntetické
slouceniny, které pirendseni svételnou energii do sousednich molekul, coz je dilezité pro
rozpustény kyslik. Podané latky se akumuluji v nemocnych tkénich a nasledné ozatuji
viditelnym svétlem o vhodné vinové délce, obvykle v Cervené ¢i blizko infracervené
oblasti  a kompatibilni s absorpnim  spektrem  drogy. SpecifickdA mutace
v napf. rakovinnych tkanich poskytuje akumulaci PSs, coz vede k tvorbé volnych
radikdlti v této konkrétni ¢asti organismu. Nové reaktivni formy ndsledné¢ napadaji
nadorové buiky a vedou tak k jejich smrti (Dobson et al., 2018; Oleinick et al., 2002;
Oniszczuk et al., 2016).

Strukturni charakteristiky jednotlivych sloucenin maji velmi vyznamnou roli
(Banerjee et al., 2017). Vétsina PSs pouzivanych v nddorové terapii je zalozena na
tetrapyrolové struktuie, podobné jako protoporfyrin obsazeny v hemoglobinu (Dobson

et al., 2018). Piehled zékladnich struktur porfyrinoidnich PSs je zobrazeny na Obr. 3.

Porphyrin Chlorin Bacteriochlorin Pheophorbide Bacteriopheophorbide

=
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Texaphyrin Porphycene Phthalocyanine

Obr. 3 Zakladni struktury PSs (Ormond & Freeman, 2013).
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Dnes uz je znamo asi 400 rGznych PSs. Vé&tSina znich se pouziva napf.
v mediciné. Nejvyznamnéjsi skupinou latek jsou porfyriny a jejich derivaty — piedevsim
chloriny a ftalocyaniny (Pc). Neporfyrinové PSs zahrnuji: 5-aminolevulovou kyselinu
(ALA), xantiny, fenotiaziny, triarylmetany, kurkumin, hypericin a dals§i (Oniszczuk et

al., 2016).

6.4.1 Prvni generace PSs

Do PS prvni generace fadime porfyriny. Prvnim komercné dostupnym PS
a s nejvice klinickymi zkuSenostmi byl derivat hematoporfyrinu (HpD). Je smési
monomerl, dimerd a polymerti hematoporfyrinu, vSech pottebnych pro uspésnou PDT.
Tento PS je netoxicky a pfi aktivaci svétlem nezptsobuje bolest, coz umoziuje snadnou
a spolehlivou ambulantni 1écbu (Allison & Moghissi, 2013; Oniszczuk et al., 2016).
Bylo prokézano, ze HpD se pfednostné lokalizuje v nddorech a poskytuje dobré
protinadorové ucinky v kombinaci s ¢ervenym svétlem. Prvni klinickd PDT moderni
doby byla provedena u pacientii srakovinou mocového meéchyfe nebo klze, ato
s pouzitim pravé HpD. Purifikovana verze, porfimer sodny, se nachazi na trhu pod
obchodnim nazvem Photofrin® (Obr. 4) a vroce 1993 se stal prvnim PS schvalenym
pro PDT opakujici se povrchové papilarni rakoviny mocového méchyte. Je stale nejvice
pouzivanym a studovanym PS. Byl schvélen pro 1écbu €asného stadia rakoviny plic
u lidi v roce 1998 a pro Barrettiv jicen v roce 2003 (Banerjee et al., 2017; Dobson et al.,
2018; Triesscheijn et al., 2006).

NadyC COha

COsNa

NaC,C 0.
e 1B 5

i P

Photofrin n=1-§

|
R= HO-CH of —CH=CH,
CHy

Obr. 4 Struktura Photofrinu® (Yano et al., 2011).

Porfimer sodny je smés rtznych hematoporfyrinovych produkti s nékolika
absorp¢énimi piky. Absorpéni pik s nejdelsi vinovou délkou (630 nm) je také nejslabsi.

Nicméné svétlo o vinové délce 630 nm je nejcastéji pouzivanym v klinické praxi
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k aktivaci porfimeru sodného, protoze svétlo s delsi vlnovou délkou mize pronikat

hloubéji do tkan¢ (Triesscheijn et al., 2006).

I kdyz byl Photofrin® Siroce pouzivan k 16¢bé& riiznych typii rakoviny, klinicka
aplikace byla omezend jeho vlastnimi nevyhodami. Tyto nedostatky zahrnuji Spatnou
chemickou distotu usmeési vice nez 60 molekul, jeho dlouhy biologicky polocas
aintenzivni akumulaci v kizi zodpovédnou za indukci prodlouzené kozZni
fotosenzitivity. Ta nékdy pretrvava i 2 nebo vice neZ 3 mésice po podani Photofrinu®.
Dal8im problémem je jeho nizky moldrni absorp¢ni koeficient a jeho aktivacni vinové

délky jsou piili$ kratké pro dobry prinik tkani (Zhang et al., 2017).

6.4.2 Idealni fotosenzitizér

Velké mnozstvi PSs bylo testovdno in vivo ain vitro v PDT experimentech.
Nicméné stale neexistuje zadna latka, kterd by mohla byt kvalifikovana jako idedlni PS.
Proto se nedavné studie zaméfily na vyvoj a ucinnost novych PSs (Y. Liu et al., 2017;

Robertson et al., 2009).

V klinické praxi by mél mit usp&Sny PS vétSinu z nésledujicich vlastnosti:
netoxicky pokud neni aktivovan svétlem, hydrofilni pro snadnou systémovou aplikaci,
aktivovany klinicky vyhodnou vlnovou délkou svétla, a spolehlivé vytvarejici
fotodynamickou reakci. Mezi dalsi charakteristiky patii formace dlouhotrvajiciho
tripletového stavu v reakei k interakci s okolnim kyslikem ¢i dal§imi substraty pro ROS
produkci a vysoka chemicka Ccistota. Idedlné se také selektivné soustied’uje pouze
v nadorech, rychle opousti normalni tkdn aje relativné rychle eliminovan z tcla
pacienta, aje netoxicky produkt degradace s jednoduchou syntézou. Stejné tak je
jsou aktivacni vlnova délka s optimalni tkanovou penetraci (620 — 800 nm), kterad
dovoluje hlubsi prinik svétla tkanémi, a doba trvani fotosenzitivity (Allison &

Moghissi, 2013; Y. Liu et al., 2017; Oniszczuk et al., 2016).

Vzhledem k mnoha rozlicnym pozadavkiim nemuze zadny PS splnit vSechny
tyto vlastnosti. Stadle ovSem existuje mnoho PSs, které byly schvaleny pro klinické

pouziti diky jejich pribéznému objevovani a rozvijeni (Y. Liu et al., 2017). Za timto
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ucelem se v posledni dobé vyvinulo hodné novych PSs, které vstoupily do klinickych
studii (Dolmans et al., 2003).

6.4.3 Druha generace PSs

Druhd generace PSs obsahuje rozsdhlou skupinu sloucenin pouzivanych
v Sirokém spektru terapeutickych aplikaci. Nevyhody spojené s prvni generaci PSs
vedly k rozsdhlému vyzkumu zaméfenému na zlepSeni ucinnosti molekul PS ato
prostiednictvim zmén periferni funkcnosti porfyrinu nebo pifimé modifikace
porfyrinového jadra. Jsou specidlné navrzeny tak, aby mély minimalni vedlejsi uc¢inky
a pfekonaly neZadouci vlastnosti svych pfedchiidcti. Nasledujici klicové prace na prvni
generaci PS vedly k vyrobé nékolika novych molekul PS. Mezi né patii zejména
nasledujici: metaloporfyriny (Lutrin®, Lutex®), porfyceny, feoforbidy (Tookad®),
purpuriny (Purlytin®), Pc, chloriny (Foscan®™), prekurzory protoporfyrinu IX (Hexvix®,
Metvix®, Levulan®), fenothiaziny (metylenova modf, toluidinova modf), cyaniny
(merocyanin 540), dipyrrometeny, hypericin a xantany (Rose Bengal) (Banerjee et al.,
2017; Zhang et al., 2017).

Z hlediska samotné nadorové terapie zahrnuji ALA (Levulan®), kterd je
metabolizovana na porfyrinovy PS, a méné hydrofilni esterifikované derivaty ALA
(metyl a hexyl estery, Metvix®, Hexvix®). ALA je pfirozené¢ se vyskytujici pro-PS
a prekurzor pro biosytézu molekuly hemu. Pro terapeutické ucely se ALA podava
topicky, oraln€ nebo intraleziondln¢€. ALA vstupuje do vSech bunck, avsak jeji ptijem je
potencovan transportéry pro f-aminokyseliny a y-aminomaselnou kyselinu, které jsou
vysoce exprimovany na nékterych rakovinnych bunkach aneuronech. Poté se
metabolizuje na ¢ervené fluorescencni PS protoporfyrin IX (PpIX, absorpce pii 635 nm)
(Obr. 5) anakonec na nefluorescencni hem. Klinické vyhody lé€by ALA zahrnuji
rychly clearance PpIX ztkané béhem 12 hodin, coz vede ke kratkodobé kozni
fotosenzitivité¢. U lidskych pacienti byla ALA uzivana k 1é¢bé kozniho T-lymfomu,
bazocelularniho a spinocelularniho karcinomu a dalSich nadorti hlavy a krku (Banerjee

et al., 2017; Dobson et al., 2018).
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Obr. 5 Molekuldarni struktury PpIX a ALA (Ormond & Freeman, 2013).

Chloriny vykazuji dvé dulezité vlastnosti: vysoky kvantovy vytézek 'O,
a intenzivni absorpéni pasmo pii delSich vinovych délkdch ve srovndni s porfyriny
(650-660 nm). Patfi do hydrofilnich redukovanych porfyrint a jsou charakterizovany
dobrou rozpustnosti ve vodnych roztocich (Oniszczuk et al., 2016). Zahrnuji m-
tetrahydroxyphenyl chlorin (m-THPC, temoporfin, Foscan®), ktery byl schvalen v roce
2001 pro 1é¢bu nadort hlavy a krku (Obr. 6). Je mnohem uc¢innéj$im PS nez porfimer
sodny ¢i ALA, koZni fotosenzitivita je redukovana na 2 — 4 tydny a ma navic absorpcni
pik pfi 652 nm, coZz lehce zvySuje prlinik svétla do tkané (Dobson et al., 2018;
Triesscheijn et al., 2006).

Obr. 6 Struktura m-THPC - Foscan® (Yano et al., 2011).

Jednou z dalSich velice vyznamnych rodin sloucenin jsou Pc — makrocyklické
molekuly podobné porfyrinu, konkrétn¢ tetrabenzo[5,10,15,20]tetraazaporfyriny.

Priklady jejich struktur jsou zndzornény na Obr. 7. Pc se tradicné pouzivaji jako

33



barviva a fotovodivé latky v kopirovacich zafizenich, jako chemické senzory,
elektrochromické ¢inidla, molekularni kovy a tekuté krystaly. OvSem jednou z jejich
absorpci v blizké infracervené (NIR) oblasti, ve srovnani s ptivodnimi porfyriny, a to
diky jejich aromatické povaze. Vyhoda Pc je vysokd produkce ROS, vyjimecna stabilita
a absorpce svétla v ¢ervené nebo NIR oblasti (650 — 700 nm). Vyznamna nevyhoda
téchto latek je nizka rozpustnost v celé fadé rozpoustédel, dokonce i v organickych (W.
Liu et al., 2005; Oniszczuk et al., 2016). Jelikoz mnohé z nejefektivnéjsich PSs jsou
lipofilni a jsou aktivné pfijimany bunéénymi membranami (vcetné téch organelovych),
usiluje se o vyvoj novych transportnich systému k pifekondni Spatné rozpustnosti téchto
sloucenin ve vod¢. Prikladem je zine¢naty ftalocyanin (ZnPc), ktery byl nedavno pouzit
pro prozkouméni cest bunécné smrti v bunéénych liniich rakoviny prsu vystavenych
PDT. Pfi podani albuminovymi nanosférami se ukazal jako vhodné terapeutické ¢inidlo
s dobrou ucinnosti a bez nezadoucich Uc¢inkii (Banerjee et al., 2017). Z téchto sloucenin
patii mezi jedny z nejslibnéjSich PSs ve vodé¢ rozpustné Pc. Nicméné problémem je
agregace téchto molekul (zejména ve vodnim prostiedi) zplsobend jejich velkym
systémem konjugovanych m-vazeb. Agregace vyrazné snizuje jejich kvantovy vytézek
fluorescence, zkracuje Zzivotnost tripletového stavu a redukuje tak fotosenzitivni
ucinnost. Dulezitymi a potencidlné uziteCnymi materidly jsou proto hydrofilni a

neagregujici Pc (W. Liu et al., 2005).
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Obr. 7 Priklady ftalocyaninovych PSs: hlinity ftalocyanin tetrasulfondt AIPcS4 - Photosens® a kiemicity
ftalocyanin Pc4 (Ormond & Freeman, 2013).
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V porovnani s PSs prvni generace jsou hlavnimi pokroky druhé generace PSs
delsi absorp¢ni vinova délka v oblasti Cerveného svétla, zvySeni absorpcnich koeficientii
a kratS§i Cas tkanové akumulace. Navic, PSs opatfené nékterymi anionickymi nebo
kationickymi skupinami se ptednostné¢ miizou lokalizovat v riznych organelach, coz je

dilezity princip pro zlepSeni vyvoje PDT (Y. Liu et al., 2017).

Ackoliv PSs druhé generace uskuteCnily pro PDT obrovské pokroky, stéle
existuji n¢které klicové problémy jako je jejich selektivita pro nddorovou tkan, hloubka

priniku svétla a chemicka i fyzikalni stabilita (Y. Liu et al., 2017).

6.4.4 Treti generace PSs

Jesté néaslednym zlepSenim predchozich PSs je tfeti generace PSs, ktera klade
silny dtraz hlavné na jejich dodéani a cileni na nador. Hledani novych PS tieti generace
stale probihd, a to zvlasté u latek, které mohou byt aktivovany svétlem o delsi vinové

délce, coz vyvola kratsi generalizovanou fotosenzitivitu a ma lepsi naddorovou specifitu.

Velkou mérou podnitily vyvoj PSs také nové vznikajici nanotechnologie —
s nanocasticemi (NP) jako nosi¢i PSs ¢i donory energie, nebo s NP samotnymi jako
novymi PS pro prekonani nékterych nedostatkii konvencnich PSs. Z toho duvodu se
nanotechnologie mohou stat silnym nastrojem, ktery v budoucnu vyznamné povzbudi

dalsi vyvoj PSs (Y. Liu et al., 2017; Triesscheijn et al., 2006).
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7 CILE PRACE

=  Zhodnoceni fotodynamické aktivity noveé syntetizovanych PSs ZIP82Zn-
SO3;Na, HK18Zn-COONa a HK22Zn-COONa ze skupiny (aza)ftalocyanini

na bunéc¢né linii lidského cervikalniho karcinomu HeLa v in vitro podminkéch.
= Stanoveni fototoxicity zkoumanych PSs indukované aktivujicim svétlem (ECsp).

= Zjisténi miry vlastni toxicity zkoumanych PSs bez ptitomnosti aktivujiciho

svétla — tzv. dark toxicita (TCsp).
» Urceni ¢asového profilu prostupu danych latek do bunék.
= Stanoveni subcelularni lokalizace vybranych PS.

* Fotografickd dokumentace morfologickych zmén na HeLa bunikdch po svételné

aktivaci PS.

= Stanoveni typu bunécné smrti pritokovou cytometrii.
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8 METODICKA CAST

8.1

MANIPULACNI VYBAVENI PRO PRACI S BUNECNYMI
LINIEMI

sterilni plastové serologické pipety riizného objemu (TPP, Svycarsko)
pipetovaci nastavce Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko)

sterilni Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)

automatické pipety rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 50-1200 pl (BioHit, Finsko)
sterilni plastové Spicky riiznych rozsahi (Eppendorf, Némecko)

plastové sterilni inkubaéni nadoby T75 (TPP, Svycarsko)

96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky s plochym dnem (TPP, Svycarsko)
sterilni mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml a 5 ml (Eppendorf, Némecko)
sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, Cesk4 Republika)
sterilni plastové vanicky (Eppendorf, Némecko)

podlozni a kryci skli¢ka (Thermo Fisher Scientific, Ceskd Republika)
Biirkerova komtrka (Brand, Némecko)

sterilni mikroskopicka sklicka s kultivacnim ndstavcem vhodna pro konfokalni

mikroskopii (Eppendorf, Némecko)
sterilni plastové Petriho misky (TPP, Svycarsko)

sterilni Petriho misky vhodné pro konfokalni mikroskopii (WillCo Wells,

Nizozemi)
plastové sterilni centrifugaéni zkumavky o objemu 15 ml (TPP, Svycarsko)
sterilni Skrabky (Sigma, Némecko)
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8.2 PRISTROJOVE VYBAVENI PRO MANIPULACI
S BUNECNYMI LINIEMI

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

* vodni lazent (Memmert, Némecko)

= deskova tfepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)

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

Svycarsko)

= 450 W Xenonova lampa Newport s 9 cm vodnim a long-pass filtrem Newport

0G570 (Newport Corporation, USA)
= centrifuga Hermle Z 300
* invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)
* invertovany fluorescen¢ni mikroskop Nikon Ti E (Nikon, Japonsko)
» konfokalni mikroskop Nikon A1+ (Nikon, Japonsko)

* Juminiscen¢ni spektrometr AMINCO Bowman Series 2

8.3 REAGENCIE A CHEMIKALIE
» fetalni bovinni sérum (FBS, inaktivované teplem, Lonza, Belgie)

» kultivatni médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Lonza,

Belgie)
= HEPES pufr (1M, Sigma, Némecko)
= tablety pro fosfatovy pufr (PBS, Sigma, Némecko nebo MP Biomedicals, USA)
» roztok penicilin/streptomycin (P/S, 100x koncentrovany, Lonza, Belgie)

* roztok L-glutaminu (Lonza, Belgie)
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roztok trypsin/EDTA (T/E, 10x koncentrovany, Lonza, Belgie)

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

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

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

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

lyzacéni roztok pro NR (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% etanolu)

fotosenzitizér ZIP82Zn-SOs;Na (védecka skupina doc. PharmDr. Petra Zimcika,
Ph.D., Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, FaF UK)

fotosenzitizér HK18Zn-COONa (védecka skupina doc. PharmDr. Petra Zimcika,
Ph.D., Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, FaF UK)

fotosenzitizér HK22Zn-COONa (védecka skupina doc. PharmDr. Petra Zimcika,
Ph.D., Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, FaF UK)

purifikovana ultracista voda (MQ-voda, Millipore, USA)
fluorescenc¢ni sonda Actin Green (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)
fluorescencni sonda MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢nimi sonda MitoTracker Grenn FM (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢nimi sonda LysoTracker Blue DND-22 (Molecular Probes, USA)

ADS pufr (116 mM NaCl, 53 mM KCI, 1,2mM MgSO,-7H,O, 1,13 mM
NaH,P0,4-2H,0, 20 mM HEPES)

permeabiliza¢ni puftr (0,5% Triton X-100 v dPBS)
bovinni sérovy albumin
roztok BCA (Bicinchoninic acid)

4% roztok CuSO4-6H,0O
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* 4% roztok paraformaldehydu v dPBS (pH = 7,3)

* ProLong AntiFade reagencie (ThermoFisher Scientific)

8.4 ZKOUMANE FOTOSENZITIZERY

Testované PS (Obr. 8) pouzité pro veskeré experimenty byly ziskany piimo
jejich syntézou na Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové védeckou skupinou doc. PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D.

Latka HK22Zn-COONa je novym neagregovanym ve vod¢ rozpustnym
ftalocyaninem se 16 karboxylovymi substituenty a centralné¢ vdzanym atomem zinku.
Slouc¢enina nema strukturni isomery a obsahuje velké mnozstvi negativné nabitych
karboxylatovych skupin pfi deprotonaci. Tato vysoce negativné nabitd molekula se
muze zacilit na s nadory-asociovanymi makrofagy prostfednictvim scavenger receptorti
bez nutnosti konjugace jakychkoli biologickych ligandi. PS vykazuje nizkou dark
toxicitu, fototoxicitu pfi nizkych davkach svétla (1 J/em?), znaény uptake buiikami
a pfiznivou intracelularni lokalizaci. Vyznamné absorpéni spektrum vykazuje pfi
673 nm, emisi fluorescenéniho zdfeni pii 684 nm (Op=0,26) aje také uCinnym
generatorem 'O, (®x = 0,40) (Choi et al., 2004; W. Liu et al., 2005). Tato latka byla

podrobena experimentim v naSich podminkach jako jedna z referen¢nich latek.

Dalsi dvé  zkoumané  latky  (ftalocyanin HK18Zn-COONa a
azaftalocyanin ZIP82Zn-SO;Na) jsou nové navrzené a syntetizované, a doposud

nebyly publikovany.
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Obr. 8 Struktury zkoumanych latek
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8.5 BUNECNA KULTURA

8.5.1 Bunécna linie HeLLa

HeLa je nejrozsifenéjSi modelova bunécna linie pro studium lidské bunééné
a molekularni biologie. Bunéc¢na linie HeLa je odvozena z bun¢k lidského cervikalniho
karcinomu a jde o prvni lidskou kultivovanou bunéc¢nou linii pochazejici jiz z roku 1951

(Landry et al., 2013).

8.5.2 Kultivace

Kultiva¢ni médium pro HeLa buiiky obsahujici sérum (SCM, serum containing
medium) bylo pfipraveno ze zakladntho média DMEM, které bylo dale
suplementovano. Postupné bylo pfidano FBS (10 %), HEPES pufr (1 %), P/S (1 %) a L-
glutamin (2 %). Krom¢&¢ HEPES pufru, byly vSechny tyto roztoky ptfedem
vytemperovany ve vodni ldzni na 37 °C. Celd piiprava kultivaéniho média probihala za

sterilnich podminek v prostorach lamindrniho boxu.

V takto pripraveném SCM byly poté bunky kultivovany na sterilnich plastovych
inkubacnich lahvich T75 za standartnich podminek v bunééném inkubatoru pti 37 °C,
5% CO; akonstantni humidité. VeSkera manipulace s buné€nou linii probihala opé&t

steriln€ v laminarnim boxu.

8.5.3 Pasazovani

Bunky v kultiva¢nich nadobéach rostou az do doby, kdy dosdhnou vysokého
procenta konfluence (80 — 90 %), coz je stav, kdy buniky zaplni povrch dna a dostanou
se do vzajemného kontaktu. Tento stav se kontroluje mikroskopicky pied samotnym
pasazovanim atrvd obvykle 3 — 4 dny. V té dobé je potieba bunky zpasdzovat —

preneseni ¢asti bun¢k do nové kultivacni nadoby obsahujici ¢erstvé médium.

Proces zalind vzdy nejprve odebranim star¢ho média zldhve. Nasledné byly
bunky dvakrat oplachnuty PBS pufrem a poté byl ptfiddn 1 ml trypsinu a rovhomérné

rozprostien po celém povrchu ldhve. Uzaviend ldhev se vlozi na max. 5 minut pti 37 °C
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do inkubatoru. Nastdva proces trypsinizace, kdy jsou bunky plsobenim proteds
odlepeny ode dna lahve a stavaji se suspenznimi. Po této dobé bylo piidano 9 ml SCM,
ktery ihned zplsobil inaktivaci trypsinu. Poté byly bunky v lahvi dikladné

resuspendovany pomoci pipety.

Urcita cast takto vytvofené suspenze bun€k byla ptfenesena do nové sterilni
inkubac¢ni lahve s 15 ml Cerstvého média, opét disledné promichana a rozprostiena
rovnomérné po dné nadoby. Objem piendsenych bunék byl volen dle aktualniho stavu
konfluence ataké poméru z ptedchozi pasdze. Takto pfipravend ldhev s builkami se
uchovava za standartnich podminek v inkubétoru znovu az do dal$i pasidze. Zbytek

bunétné suspenze ze staré lahve byl vzapéti pouzit pro nasazovani na experimenty.

Vsechny pouzité roztoky byly pfedem vytemperovany ve vodni lazni na 37 °C.

Veskeré kroky tohoto procesu probihaly za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

8.5.4 Stanoveni poctu Zivotaschopnych bunék

Pocitani bunék bylo provadéno v Biirkerové komiirce pomoci mikroskopu. Pocet
zivych bungk se stanovoval po obarveni bunék trypanovou modii. Jedna se o barvivo
difundujici skrze plazmatickou membranu bunék, kdy zivé buiky jsou schopny toto
barvivo aktivné transportovat ven ze svého nitra, kdezto buniky mrtvé ho zadrzuji. Pod
mikroskopem tedy vidime zivé buniky jako svétlé sférické Utvary na jemné modrém

pozadi a mrtvé bunky obarvené modie.

Ptipravila se mikrozkumavka, do které bylo napipetovano 100 pul 0,4%
trypanové modii a 100 pl dobfe promichané bunétné suspenze. Obsah se fadné
promichal a nechal inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Po opétovném dikladném
promichani bylo odebrdno po 10 ul suspenze a aplikovano na kazdou polovinu
Biirkerovy komirky. Nasledné byl spocitan pocet zivotaschopnych bunck a vysledek

prepocitan na pocet bunck v 1 ml suspenze.
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8.6 STANOVENI CYTOTOXICITY

K nasazovani bun¢€k na experimenty byla ve sterilni vani¢ce smisena ¢ast fadné
promichané bunécné suspenze (zbylé po pasazovani) s Cerstvym vytemperovanym
médiem. Mnozstvi bylo voleno tak, aby bylo dosazeno vysledné pozadované
koncentrace 75 000 bun¢k/ml. Dutkladné promichand vysledna suspenze byla poté
pipetovana elektronickou multikandlovou pipetou do 96-jamkovych mikrotitra¢nich
desticek po 100 ul do kazdé jamky. Kazdd jamka tedy obsahovala pfiblizné
7 500 bun¢k. Takto ptipravené desticky byly uloZzeny na 24 hodin pii 37 °C do

bunééného inkubatoru.

Po uplynuti 24 hodin byly k buitkdm pfiddvany studované latky. Pottebné
koncentrace testovanych PSs byly pfipravovany sterilné ze zasobnich roztokl
nafedénim SCM v mikrozkumavkach a jednotlivé koncentrace poté nasazovany do
jednotlivych jamek opatrnou vyménou za médium. Vyjimkou byly zdsobni roztoky PSs
rozpusténych v bezsérovém médiu (SFM, serum free medium) u nichZ bylo nutné misto

SCM pouzivat SFM. Buiiky se s PSs nechaly 12 nebo 24 hodin inkubovat.

Veskera manipulace se zdsobnimi i pracovnimi roztoky PSs probihala za tmy,
aby nedoslo k pfedcasné fotoaktivaci PS. VSechny pouzité roztoky byly také predem
vytemperovany ve vodni 1azni na 37 °C a veskeré vySe popsané ukony byly provadény

ve sterilnim prostoru laminarniho boxu.

Experimenty byly provadény v SCM 1 SFM médiich. V zavislosti na tom, zda
mela byt hodnocena vlastni toxicita latek po aktivaci svétlem — fototoxicita, ¢i bez

aktivace svétlem — tzv. dark toxicita, se poté ubiral dalsi postup experimentu.

8.6.1 Fototoxicita

Po probéhlé zhruba 12 hodinové inkubaci ndsledovala sterilni vyména média
v celé desticce. Pomoci automatické multikandlové pipety bylo odebrano staré médium
a nahrazeno Cerstvym piedehfatym médiem bez testovanych latek. Toto se opakovalo
dvakrat, aby se odstranily veskeré zbytky PSs, které nejsou ptitomny v bunkéch. Thned
poté byla desticka pfenesena pod 450 W xenonovou lampu osazenou vodnim a long-

pass filtrem a ozafena svétlem z Cervené Casti viditelného spektra po dobu 15 minut
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(A>570 nm; 12,4 mW cm-2; 11,2 Jcm-2). Po skonceni doby ozafeni byla desticka
vracena zpét do inkubatoru na dalSich 24 hodin a néasledné byla hodnocena vysledna

zivotaschopnost bunék.

8.6.2 Dark toxicita

Pii stanovovani tzv. dark toxicity bylo zapotfebi pouzit vyrazné vyssi
koncentrace studovanych latek (az 1000 uM). Po nafedéni téchto potiebnych
koncentraci ze zasobnich roztokd PSs byly postupné nasazovany na desticku a poté
inkubovany po dobu 24 hodin v inkubatoru. Po skonceni inkubace byla stejnym
zpusobem vyhodnocena zivotaschopnost bun¢k. Cely proces musel probihat piisné ve

tmé, tedy za neptitomnosti aktivujiciho svétla.

8.7 URCENI ZIVOTASCHOPNOSTI BUNEK TESTEM
VYCHYTAVANI NEUTRALNI CERVENE

Test vychytavani neutrdlni cervené (NRU, neutral red uptake assay) je testem
chemosenzitivity viabilnich bunék zalozeny na schopnosti zivotaschopnych bunék
inkorporovat a vazat supravitadlni barvivo neutrdlni cerven. Jde o slabé kationické
barvivo, které snadno pronikd pies bunéné membrany pasivni difuzi a akumuluje se
intraceluldrn€ v lysozomech. Zmény, zejména v integrit¢ membran lysozom,
zpiisobené napiiklad plsobenim xenobiotik tak maji za nasledek snizeni absorpce
a vazani neutralni Cervené¢ buinkami. Z toho davodu je tedy mozné rozliSovat mezi
zivotaschopnymi buiikami a butikami poskozenymi ¢i mrtvymi. Testem ziskdvame
kvantitativni informaci o poc¢tu zivotaschopnych bunék, kdy mnozstvi absorbovaného

barviva je pfimo umérné poctu zivych bunck v bunééné kulture (Fields et al., 2017).

Po 24 hodinové inkubaci s testovanymi latkami byly buniky oplachnuty a byl
k nim pfidan pracovni roztok NR o koncentraci 80 pg/ml. Ten byl pfipraven nafedénim
zasobniho roztoku NR (3,3 g/l) pfislusSnym mnoZstvim média. Pracovni roztok NR byl
pipetovan po 100 ul do kazdé jamky. Vysledna koncentrace NR v kazdé jamce tedy
¢inila 40 pg/ml. Poté se buiky s barvivem nechaly inkubovat po dobu 2 hodin pfii

teploté 37 °C v inkubatoru.
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Nasledné bylo z desticek odstranéno veSkeré médium a nahrazeno fixa¢nim
roztokem (1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu) po 100 pl na kazdou jamku. Buiiky
se nechaly fixovat po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté. Po skonceni fixace byly
buiiky dvakrat oplachnuty PBS pufrem opét po 100 pl. Poslednim krokem bylo pfidani
100 pl lyzaéniho roztoku (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% etanolu) do kazdé
jamky. Desticky byly pfeneseny na deskovou tfepacku, kde se ponechaly lyzovat na

30 minut pii laboratorni teploté.

Po skonceni lyzace nasledovalo spektrofotometrické vyhodnoceni vysledk.
Absorbance byla méfena pomoci ¢teCky mikrotitraénich desti€¢ek Tecan Infinite M200
pii 540 nm. Celkova Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako procenta pozitivni

kontroly.

8.8 CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

Na experiment byly nasazeny Hela buiiky na sterilni plastové Petriho misky
o pruméru 6 cm v koncentraci 100 000 bun¢k o objemu 5 ml SCM. Po 24 hodinové

inkubaci byl zjistovan ¢asovy profil prostupu zkoumané latky do bun¢k — tzv. uptake.

Bunky byly oplachnuty a bylo pfidano cerstvé SFM nebo SCM médium.
Postupné v ¢asovych intervalech 12, 8, 6, 4, 2, 1, 2 a 0 hodin ptfed vyhodnocovanim
experimentu byly k buitkdm pfidavany hodnocené PS ve finalni koncentraci 4 uM. Po
dané ¢asové inkubaci byly burniky na Petriho miskach dvakrat oplachnuty PBS pufrem,
pifedem vytemperovanym ve vodni 14zni na 37 °C. Nasledn¢ bylo pfidano dalsich 5 ml
PBS a s vyuzitim Skrabky byly bunky dikladné seSkrabany ze dna misky. Obsah byl
pomoci Pausterovy pipety pienesen do 15 ml zkumavky. Dal§imi 5 ml PBS byly
oplachnuty zbylé buiikky a opét preneseny do téze zkumavky. Vzorky se nechaly
centrifugovat na 5 minut pfi 70% g. Supernatant byl odstranén a buiiky byly lyzovany
piidanim 500 pl purifikované ultraist¢ vody a vymrazovanim pii -80°C. Stanoveni
koncentrace latek ve vzorcich pak probihalo pomoci fluorescenéniho meéfeni
s piidavkem 10 pl 1M roztoku NaOH v piipadé laitek HK18Zn-COONa a HK22Zn-
COONa. V piipade latky ZIP82ZnSO;Na bylo ptidano 50 pl pyridinu.
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8.8.1 Stanoveni mnozstvi bilkovin

Stanoveni mmnozstvi bilkovin ve vzorku bylo provedeno metodou BCA
(Bicinchoninic acid). Rozpu$ténim bovinniho sérového albuminu v MQ-vodé byla
vytvofena koncentracni fada roztokli o koncentracich 0, 50, 100, 200, 400, 600, 800,
1000 a 2000 pg/ml k sestrojeni kalibraéni pfimky. Pracovni roztok BCA byl pfipraven
smichanim 4% CuSO4-6H,O a zasobniho roztoku BCA v poméru 1:50. Takto
pripraveny roztok byl nasledné ptfidan k 10 pl vzorku v 96-jamkové mikrotitraéni
desticce (200 pl/jamku) a inkubovan po dobu 30 minut pii 37 °C v bunécném
inkubétoru. Poté byla méfena vyslednéd absorbance pii 562 nm na ¢tecce mikrotitracnich

desti¢ek Tecan Infinite M 200.

8.9 VYHODNOCENI DAT

Pii vyhodnocovani fototoxicity byla ukazdé latky uréena hodnota stfedni
efektivni (terapeutické) koncentrace ECsg - koncentrace testované latky zptsobujici po
aktivaci svétlem sniZeni viability bun¢k na 50 % vzhledem k neovlivnénym bunikdm.
Stejné tak u dark toxicity byla u kazdé latky uréena hodnota stiedni toxické koncentrace
TCsy — koncentrace testované latky zptisobujici 1 bez aktivace svétlem snizeni viability
bun¢k na 50 % vzhledem ke kontrole. Ze ziskanych hodnot byl néasledné vypocitan
index TCs¢o/ECsg, ktery znac¢i pomér mezi vlastni a svétlem indukovanou toxicitou
studované latky. Je vyhodné, aby studované latky mély tento index co nejvyssi. Cim je
totiz hranice toxicity vyssi oproti efektivni 1é¢ebné davce, tim lepsi vlastnosti a méné

negativnich G¢inkd bude dand latka mit.

Vysledky cytotoxicitnich experimentii byly zpracovany v programu Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA). Pomoci softwaru GraphPad Prism
verze 7.04 (GraphPad Software, USA) bylo provedeno grafické zpracovani vysledk,
zjisteniECsy a TCsy a statistickd analyza dat. Statistické hodnoceni bylo provedeno
jednofaktorovou analyzou rozptylu (one-way ANOVA) s Bonferroniho post hoc
metodou vicenasobného porovnavani. Vysledné hodnoty byly povazovany za
signifikantni, jestlize *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001. Data jsou uvadéna jako
prumérné hodnoty se smérodatnou odchylkou. VSechny uvedené experimenty byly

uskutecnény minimalné€ ve 3 opakovanich (n > 3).
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8.10 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Fotografickd  dokumentace byla pofizovana pomoci invertovaného
fluorescen¢niho mikroskopu Nikon Eclipse Ti E (Nikon, Japan) s chlazenou sCMOS
kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvi) a LED
fluorescenénim zdrojem (CoolLED pE-300white, CoolLED Ltd., Spojené Kralovstvi),

piipadné laserovym rastrovacim konfokalnim mikroskopickym syst¢émem Nikon Al+.

Buniky byly nasazeny na sterilni plastové Petriho misky pro konfokalni
mikroskopii o priméru 3 cm po 2 ml a o koncentraci 30 000 bun¢k/ml SCM, eventudlné
na sterilni 8-jamkovd mikroskopicka sklicka s kultivaénim nastavcem po 0,5 ml

v koncentraci 45 000 bunék/ml SCM.

8.10.1 Subcelularni lokalizace

Ke zjiStovani subcelularni lokalizace latek v buiikdch byly Hela bunky
nasazeny na sterilni plastové Petriho misky urené pro konfokalni mikroskopii. Buniky
se nechaly 24 hodin inkubovat, poté k nim byl pfidan zkoumany PS v koncentraci
10 uM a nechaly se inkubovat 12 hodin pii 37 °C v inkubatoru. Po probéhlé inkubaci
byly bunky znaceny fluorescencnimi sondami 2 pM MitoTracker Grenn FM a 2 pM
LysoTracker Blue DND-22 po dobu 15 minut a nasledné dvakrat oplachnuty ADS
pufrem s obsahem vapniku (I mM CaCl,). Za vyuziti fluorescen¢nich filtrd pro DAPI,
FITC a Cy5 a 60x olejovém objektivu byly zhotoveny mikrofotografie bunék na

fluorescen¢nim mikroskopu Nikon Eclipse Ti E.

8.10.2 Morfologické zmény

Pro sledovani morfologickych zmén byly buiky nasazeny na sterilni
mikroskopicka sklicka s kultivacnim nastavcem. Po 24 hodinové inkubaci byl k buitkkdm
piidan vybrany PS a to v koncentracich odpovidajicich hodnotdam EC;s a ECss.
Inkubace probihala 12 hodin, poté byly buiikky oplachnuty a 2 ml ¢erstvého SCM bylo
pfidano. Nasledn¢ byla piipravena sklicka ozafovana po dobu 15 minut a vracena zpét
do inkubatoru na 24 hodin. Po inkubaci probihalo oplachnuti bun¢k, ptidéani 0,3 uM
MitoTracker Red CMXRos v SCM a 30 minut inkubace. Po barveni byly bunky
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inkubovany 5 min v ¢istétm SCM pro odstranéni zbytkd nenavazané sondy. Fixace
bunck byla provedena 15 minut za pouZiti predehfatého 4% paraformaldehydu v SCM
(pH ="17.,3), poté byly bunky tfikrat oplachnuty dPBS (celkovy €as 5 min). Na dalSich
15 minut byl pfidan permeabiliza¢ni puftr, znovu tfikrat oplachnuty dPBS a blokovany
pfidanim 3% BSA v dPBS (60 minut). Nasledovalo oplachnuti bunék, barveni Actin
Green po dobu 30 minut, opét oplachnuti a nakonec barveni Hoechst 33342 (1 pg/ml)
kapka/ml, 30 minut). Po oplachnuti dPBS byly béhem 5 minut z preparatu odstraiiovany
ionty v MQ-vod€. Zcela suché zhotovené preparaty byly montovany na podlozni
sklicko pomoci ProLong AntiFade reagencie (ThermoFisher Scientific).
Mikrofotografie byly pofizeny dals§i den na laserovém skenovacim konfokalnim
mikroskopu Nikona Al+ s objektivem 20x%, kdy probihalo snimani vzdy 7 konfokalnich

tezll v celé tlouStce daného preparatu bez pouziti konfokalniho zoomu.
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9 VYSLEDKY

9.1 STANOVENI CYTOTOXICITY

9.1.1 ZIP82Zn-SO;Na

Utinnost daného PS na HeLa buiiky byla sledovana v §irokém rozsahu
koncentraci. Zjisténa fototoxicita latky v SFM odpovidda ECso=0,833 £0,312 uM a
v SCM ECsp = 99,80 + 23,47 uM. Vlastni toxicita této latky bez ozafeni svétlem byla
vy$si neZ nejvyssi pouzita koncentrace (TCso> 1000 uM). Experimentaln€ ziskana data

jsou znazornéna na Obr. 9.
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Obr. 9 Zivotaschopnost HeLa bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci ZIP82Zn-SO;Na: po ozdieni
svetlem v SFM (®) a v SCM (), a bez ozareni aktivujicim svetlem (e).
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9.1.2 HK18Zn-COONa

Uginnost daného PS na HeLa buiiky byla sledovana v rozsahu koncentraci 0,1 —
1000 uM. Zjisténa fototoxicita latky v SFM je ECs0=0,817+£0,113 uM a v SCM
ECso=10,31 £ 1,02 uM. Vlastni toxicita této latky bez ozafeni svétlem je
TCso=1043 + 169 pM. Experimentalné ziskand data jsou znazornéna v nasledujicim

grafu (Obr. 10).
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Obr. 10 Zivotaschopnost HeLa bunék v zavislosti na stoupajici koncentraci HK18Zn-COONa: po ozdieni
svetlem v SFM (®) a v SCM (), a bez ozareni aktivujicim svetlem (e).
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9.1.3 HK22Zn-COONa

Uginnost daného PS na HeLa buiiky byla sledovana v rozsahu koncentraci od

0,005 do 1000 uM. Toxicita latky po ozafeni aktivujicim svétlem v SFM je
ECs0=0,306 + 0,180 uM a v SCM ECsy = 5,402 + 1,417 pM. Vlastni toxicita této latky

bez ozafeni byla vyS§i nez nejvysSi pouzitd koncentrace (TCso> 1000 uM).

Experimentalné ziskana data jsou zndzornéna na Obr. 11.
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Obr. 11 Zivotaschopnost HeLa bunék v zavislosti na stoupajici koncentraci HK22Zn-COONa: po ozdieni
svétlem v SFM (o) a v SCM (®), a bez ozareni aktivujicim svétlem (e).
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9.1.4 Porovnani ucinki zkoumanych PSs

K porovnani cytotoxického pusobeni anionickych PSs byl ze vSech
experimentaln¢ ziskanych hodnot TCsy a ECsg vypocitan index TCso/ECso. V nasledujici

tabulce jsou uvedeny vysledné hodnoty v jednotlivych médiich (Tab. 1).

Tab. 1 Shrnuti vyslednych hodnot u jednotlivych PSs.

TC5()/EC5() v SCM TC5()/EC5() v SFM

ZIP827Zn-SO;Na > 10 > 1200
HK18Zn-COONa 101 1277
HK227Zn-COONa > 185 > 3268

Vyrazné¢ lepSich vysledkl bylo u vsech latek dosazeno v SFM. Nejvyhodnéj$im
PS zdanych latek se jevi byt HK22Zn-COONa, jelikoz vykazuje nejvyssi hodnotu
TCso/ECs. Tato latka dosdhla v experimentech velmi dobré Gc¢innosti po ozafeni jiz pfi
nizkych koncentracich a zaroven si zachovala nizkou toxicitu v absenci aktivujiciho
zateni. Latky ZIP82Zn-SOs;Na a HK18Zn-COONa prokazaly dobrou uc¢innost, avSak
diky vys$§im hodnotdm obou toxicit ECsg byla jejich hodnota TCs¢/ECs indexu vyrazné

nizsi.
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9.2 CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

U testovanych PS byl sledovan casovy profil prostupu latek do bunék, a to
v ¢asovych intervalech 1, ', 1,2, 4, 6, 8 a 12 hodin. Casovy prostup zkoumanych Pc do
bunek byl rychly béhem prvnich dvou hodin a u latek HK18Zn-COONa a HK22Zn-
COONa bylo poté dosazeno platé faze kolem 12 hodiny. Vysledné hodnoty byly
zpracovany graficky (Obr. 12, 13, 14) jako zavislost mnozstvi latky na ¢ase. MnoZzstvi
latky ve vzorku bylo odecteno z kalibracni piimky vytvorené piiddvanim zndmého
mnozstvi PS k bunéénému lyzatu a nasledné vztazeno na mnozstvi bilkoviny v kazdém

vzorku.
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Obr. 12 Casovy prostup HK18Zn-COONa do HeLa bunék po inkubaci s 4 uM koncentraci PS v SFM (m) a
SCM (o).
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Obr. 13 Casovy prostup HK22Zn-COONa do HeLa bunék po inkubaci s 4 uM koncentraci PS v SFM (m) a

SCM (o).
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Obr. 14 Casovy prostup ZIP82Zn-SO;Na do HeLa bunék po inkubaci s 4 uM koncentraci PS v SFM (m) a
SCM (o).
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9.3 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

Fotografickd dokumentace byla provedena u vSech zkoumanych anionickych
PSs na nddorové bunécéné linii HeLa. Bunky, ke kterym nebyla pfidana hodnocena

latka, jsou oznaceny jako kontrola.

9.3.1 Subcelularni lokalizace

Subcelularni lokalizace PSs uvnitt bun€k byla hodnocena pomoci
fluorescencnich sond, které jsou specifické pro riizné organely. Pro mitochondrie byla
pouzita sonda MitoTracker Green FM a pro lyzosomalni kompartmenty sonda
LysoTracker Blue DND-22. U vSech hodnocenych latek byly pofizeny mikrofotografie
za vyuziti fluorescencnich filtra pro Cy5, DAPI a FITC (Obr. 15, 16, 17).

Cilem lokalizace PSs vykazujicich ¢ervenou fluorescenci v buitkdch byl urcen
endolyzosomalni systém, coZ se vzhledem k povaze PSs dalo ocekavat — jde totiz o
latky velké molekulové hmotnosti nesouci nékolik nabitych skupin. Piedpokladdme
tedy endocytoticky zptisob prostupu do bunék. Po inkubaci testovanych latek
s fluorescenéni sondou LysoTracker nebyl viditelny téméf Zadny signal, jelikoz
LysoTracker pravdépodobné vytvari komplexy s anionickymi PSs a nasledné tak vede
ke vzidjemnému zhéaSeni fluorescence téchto sloucenin (Machacek et al., 2016b).
Charakter a lokalizace vlastni fluorescence PSs vSak odpovidd endolyzosomalnimu
kompartmentu. Prekryv se signalem MitoTrackeru nebyl pozorovan. Primarni cil tvorby

'0, a dalsich ROS tedy predstavuji lyzosomy.
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Obr. 15 Subcelularni lokalizace HK18Zn-COONa v Hela burikach: zelend fluorescence — mitochondrie,
FITC; cervend fluorescence — PS, Cy5; modra fluorescence — lyzosomy, DAPI; vpravo dole je
zobrazeny prekryv fluorescencnich kandlii. Méritko odpovida 20 um.
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Obr. 16 Subcelulirni lokalizace HK227Zn-COONa v HelLa buinikdach: zelena fluorescence — mitochondrie,
FITC; cervena fluorescence — PS, Cy5; modra fluorescence — lyzosomy, DAPI; vpravo dole je
zobrazeny prekryv fluorescencnich kanalii. Méritko odpovida 20 um.
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Obr. 17 Subcelularni lokalizace ZIP82Zn-SO;Na v HelLa bunkdch: zelend fluorescence — mitochondrie, FITC;
cervena fluorescence — PS, Cy5; modra fluorescence — lyzosomy, DAPI; vpravo dole je zobrazeny
prekryv fluorescencnich kanalii. Méritko odpovida 20 um.
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9.3.2 Morfologické zmény

Rozsahl¢ morfologické zmény na HelLa builkach, které byly zpisobeny
pusobenim PS po jeho svételné aktivaci, byly sledovany s vyuzitim fluorescencnich
sond MitoTracker Red CMXRos pro mitochondrie, Hoechst 33342 pro bunécnd jadra a
fluorescencné znaceného faloidinu (Actin Green) pro znaceni aktinového cytoskeletu.
Mikrofotografie bunék byly potfizeny s pouzitim laseri 405, 488 a 561 v kombinaci
s prislusnymi emisnimi filtry (FITC, DAPI a Cy3).

Bunky, které nebyly vystaveny cytotoxickému plsobeni PS (kontrola), mayji
normalni tvar s vietenovitymi az vlaknitymi mitochondriemi. Buné¢na struktura jader je
beze zmén tvaru 1 chromatinu. Aktinovy cytoskelet ma charakteristickou vldknitou

strukturu. Buniky kontroly jsou zobrazeny na Obr. 18.

Cytotoxicitni experimenty ke sledovani morfologickych zmén bunék byly
hodnoceny u vSech zkoumanych latek ve dvou koncentracich, EC,5s a ECgs. Komplexni
morfologické zmény se projevily u nizs$i fotodynamické davky zakulacenim bunck,
tvorbou membranovych blebll a pyknozou — tedy morfologické znaky apoptozy.
Mitochondrie ztraci svlij typicky tvar a postupné se stavaji sférickymi utvary
s fragmentaci a u ECgs koncentraci tento signdl zanikd. Zmény na jadie se projevuji
fragmentaci jadra (zminénad pykndza, pozorovano piedevsim u EC;s) a kondenzaci
jaderného chromatinu a celého jadra (u ECgs). Dochazi k reorganizaci aktinového
cytoskeletu (niz§i fotodynamicka davka) az kompletni ztratou signalu u vyssi
fotodynamické davky. Morfologické zmény bunék pro jednotlivé latky a koncentrace

jsou zobrazeny na mikrofotografiich na Obr. 19-24.

60



Obr. 18 HeLa buiniky neovlivnéné kontroly beze zmén bunécnych struktur. Jednotlivé snimky zobrazuji:
aktinovy cytoskelet (zelena fluorescence, FITC); mitochondrie (Cervend fluorescence, Cy3);

bunécna jadra (modra fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv fluorescencnich
kanaliy (FITC, DAPI, Cy3). MéFitko odpovida 50 pum.
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Obr. 19 Morfologické zmény na HeLa burikdach zpiisobené aktivovanym HK18Zn-COONa v koncentraci ECs.
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelend fluorescence, FITC),; mitochondrie (Cervend
fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modra fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv
fluorescencnich kandlu (FITC, DAPI, Cy3). MéFitko odpovida 50 um.
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Obr. 20 Morfologické zmény na HeLa bunkdch zpiisobené aktivovanym HK18Zn-COONa v koncentraci ECgs.
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelena fluorescence, FITC); mitochondrie (Cervena
fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modra fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv
fluorescencnich kanalii (FITC, DAPI, Cy3). MéFitko odpovida 50 um.
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Obr. 21 Morfologické zmény na HeLa bunkdch zpiisobené aktivovanym HK22Zn-COONa v koncentraci EC ;.
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelend fluorescence, FITC); mitochondrie (Cervena
fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modrd fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv
fluorescencnich kanalii (FITC, DAPI, Cy3). Méritko odpovida 50 pm.
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Obr. 22 Morfologické zmény na HeLa buiikach zpiisobené aktivovanym HK22Zn-COONa v koncentraci ECgs.
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelend fluorescence, FITC); mitochondrie (Cervend

fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modrad fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv
fluorescencnich kanalii (FITC, DAPI, Cy3). Méritko odpovida 50 um.
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Obr. 23 Morfologické zmeény na HeLa burikach zpiisobené aktivovanym ZIP82Zn-SO3Na v koncentraci EC .
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelend fluorescence, FITC); mitochondrie (Cervena
fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modrd fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny prekryv
fluorescencnich kanalii (FITC, DAPI, Cy3). MéFitko odpovida 50 pm.
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Obr. 24 Morfologické zmény na HeLa buisikach zpusobené aktivovanym ZIP82Zn-SO3Na v koncentraci ECgs.
Jednotlivé snimky zobrazuji: aktinovy cytoskelet (zelend fluorescence, FITC),; mitochondrie (Cervena

fluorescence, Cy3); bunécna jadra (modrd fluorescence, DAPI); vpravo dole je zobrazeny piekryv
fluorescencnich kanalii (FITC, DAPI, Cy3). Méritko odpovida 50 um.
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10 DISKUZE

Nadorova onemocnéni patii mezi hlavni pfi¢iny morbidity a mortality na celém
svété. Vroce 2012 bylo diagnostikovano pfiblizné 14 miliond novych piipadi
nadorovych onemocnéni a pocet snimi souvisejicimi Umrtimi ¢inil 8,2 miliond.

Predpoklada se, ze tyto hodnoty se v pfisStich dvou desetiletich zvysi asi o 70 %.

Soucasna klinickd 1écba zahrnuje chirurgické zakroky, radioterapii,
chemoterapii, imunoterapii a dalsi terapie, spolu s kombinaci téchto strategii. Nicméné
tyto terapie jsou casto spojeny s vaznymi vedlejSimi ucinky a vysokymi ndklady na
1é€bu. V piipad€ selhani téchto konvencnich terapii lze tedy s vyhodou pouzit
alternativni terapie jako je PDT. Proto je dilezity zejména vyvoj novych pfistupti

k 1é¢bé, které jsou bezpecné, u€inné a nakladove efektivni.

PDT, zalozena na fotoaktivaci PSs, se stala dobfe studovanou lé¢ebnou metodou
pro nadorova onemocnéni. Jednd se o minimalné invazivni lécebnou metodu, kterd
zahrnuje poddni PS a ozafeni PS-nasyceného tumoru laserovym svétlem. Takto
aktivovany PS reaguje s molekularnim kyslikem, coz zplsobi lokéalni produkci ROS
v nddorové tkani, vCetné¢ vysoce Skodlivého 102. V nadorové tkani tak nastane stav
oxida¢niho stresu vedouci ke smrti nadorovych bunc¢k a poskozeni cévniho systému
nadoru. V diasledku toho dojde k vycerpani kysliku a zivin z naddorové tkané a tim
vyvolani mistni protinddorové imunitni odpovédi. VSechny tyto faktory pfiispivaji

k odstranéni nadoru (Weijer, 2017; Zhang et al., 2017).

Na rozdil od chirurgickych zakrokl ¢i radioterapie nema PDT vliv na okolni
extracelularni matrix a jen zfidka zplisobuje jizvy. Toto, v kombinaci se snadnou
svételnou aplikaci, déla PDT popularni terapeutickou metodou pro nadorové a
prekancerozni stavy u lidi. Navic, protoze fotosenzitivni barviva jsou fluoreskujici a
selektivné se akumuluji v nddorovych tkanich, mohou byt dodateéné pouzity

k vizualizaci a rozliSovani nddori od normadlnich tkani, ¢imz se zlepsi ptesnost

nadorové chirurgie (Dobson et al., 2018).

Photofrin®, patiici do prvni generace PS, je stale Siroce pouZivan pro 16¢bu
riznych druhi nddorovych onemocnéni. M4 vSak nékolik nevyhod, které vyznamné
omezuji jeho obecné klinické pouziti. V disledku toho byl proveden rozsahly vyzkum

navrhu novych molekul PS s optimalizovanymi farmaceutickymi vlastnostmi a s cilem
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piekonat nevyhody tradi¢nich PS, jako jsou Spatnd chemicka Cistota, dlouhy biologicky

polocas, nadmérna akumulace v kiizi a nizké absorp¢ni koeficienty.

Pc patii do velmi slibné rodiny PSs s vysokou produkci 102, silnou absorpci nad
680 nm a Sirokou variabilitou moznych substituci, které mlzou definitivné nastavit
pozadované fotofyzikdlni a fyzikalné-chemické vlastnosti (Machacek et al., 2016a).
Jejich blizsi klinickou aplikaci ovS§em omezuji jejich nizkd rozpustnost a m-m vazby
v molekulach. Strategie k pirekonani téchto nevyhod mohou zahrnovat inkorporaci
kationickych nebo anionickych skupin, peptidd, B-cyklodextrinli, makrocyklickych
polyeterd, glycerin a tak dale (Zhang et al., 2017).

ZnPc splituji vétsinu fotofyzikalnich kritérii véetné velmi vysokého @, Na druhé
stran¢ jsou vSak Spatné rozpustné ve vodé a maji silnou agregaci v tomto polarnim
médiu, coz ¢ini molekuly Pc fotodynamicky neaktivni. Z toho divodu je neustéle
pirezkoumavano né€kolik syntetickych pokusti o zvySeni rozpustnosti ve vodé pomoci
vhodné periferni substituce. Agregace ZnPc ve vodé bez ptidavku povrchové aktivnich
latek nebo organickych rozpoustédel nebyla ve vétSin€é ptripadt doposud uspokojive

vyieSena (Makhseed et al., 2013).

Tato prace se zabyvala studiem fotodynamické aktivity dvou nove
syntetizovanych PS ze skupiny (aza)ftalocyanini a jedné jiz dfive publikované latky na
lidské nadorové bunécné linii HeLa. VSechny zkoumané PSs byly syntetizovany na
Katedie farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
védeckou skupinou doc. PharmDr. Petra Zim¢éika, Ph.D. Uvedené PSs jsou silné
anionické povahy, rozpustné ve vodé a nesou centralni atom zinku. Jedinou dfive
publikovanou latkou ze zde studovanych byla HK22Zn-COONa, kterd je zaporné
nabitym ftalocyaninem obsahujicim 16 karboxylovych substituent (Choi et al., 2004).
PSs HK18Zn-COONa a ZIP82Zn-SOs;Na byly zcela nové navrzené a testované v in
vitro podminkach. Aktivita latek se zkousela v SCM i1 SFM médiich, znichz

mnohonasobné¢ lepsSich vysledkli bylo dosazeno s pouzitim SFM.

Vroce 2016 byly publikovany vysledky in vitro studovaného a ve vodé
rozpustného anionického hexadekakarboxylového tetrapyrazinoporfyrazinu (TPyzPzs).
TPyzPzs jsou velmi slibnymi aza-analogy Pc (AzaPc), které ziskaly svou pozornost
hned v n¢kolika aplikacich. Piikladem je vyuziti jako fluorescen¢ni senzory nebo

zhéaSece fluorescence u DNA hybridiza¢nich sond, a samoziejmé jejich pouZiti v PDT.

69



Tento anionicky zinecnaty TPyzPzs nesouciosm 3,5-dikarboxylatofenylovymi
substituent na periferii (tedy 16 nabojii) byl vytvoien k dosazeni uplné inhibice
agregace ve vod¢ prostifednictvim elektrostatickych odpudivych sil. Toto uspofadani
v nedavné studii prokézalo uplné zablokovani agregace planarniho hydrofobniho jadra
TPyzPzs ve vod¢ nebo pufru o pH>5,7. Latka vykazovala na Hela buikéch
fotodynamickou aktivitu in vitro s hodnotami ECso =5,7 = 1,1 uM a 0,55 £ 0,09 uM (v
SCM a SFM médiu) a nizkou vlastni toxicitu (TCso= 154 £+ 8,5 uM), coz vykazuje
terapeuticky pomér TCso/ECso > 27 (Machacek et al., 2016b). Ve srovnani s latkami
zkoumanymi v této praci vSak vykazuje srovnatelnou fotodynamickou G¢innost v SFM.
V pfitomnosti séra je aktivita této latky srovnatelnd s fototoxicitou latky
HK22Zn-COONa (ECsy = 5,402 = 1,417 uM). Bohuzel, HK18ZnCOONa ma polovi¢ni
aktivitu  (ECso=10,31+1,02uM) a ZIP82ZnSO;Na dokonce o tad nizsi
(ECso=99,80 + 23,47 uM).

Latka s naSim oznacenim HK22Zn-COONa byla jiz difive publikovana a autofi
porovnavali jeji fotodynamickou aktivitu s jejim bezkovovym analogem. Zine¢naty PS
v této studii vykazoval vysokou a selektivni fototoxicitu proti bunkam makrofdgového
puvodu J774 prostfednictvim receptorem-zprostiedkované endocytézy bez potieby
jakékoliv biokonjugace. Ob¢ latky jsou G&innymi generatory 'O,, aviak @, zine&natého
analogu projevil vyznamné vyssi hodnotou (0,40 v DMF) neZ u jeho prot&jsku bez
centralniho atomu kovu (0,27). Fotodynamicka aktivita byla studovana na dvou riznych
bunéénych liniich (mySi makrofigova J774 a buiky lidského hepatoceluldrniho
karcinomu HepG2), kdy HepG2 byla odolnd viici fototoxickému efektu obou latek
v koncentraci pod 4 uM, zatimco J774 byla velmi citlivd. Fotodynamicka aktivita
bezkovového analogu s hodnotou ECsy asi 4 uM byla niz§i nez u ZnPc, kde byla
pozorovana ECsgjiz kolem 1 uM (Choi et al., 2004).

Jednou =z dalSich latek ztad zine¢natych Pcs nesoucich ziporny naboj je
amfifilni zineC¢naty tetrakarboxyoktafluoroftalocyanin. Jeho fotodynamicka aktivita byla
experimentdlné hodnocena na bunécné linii Hela a srovndvana s hydrofobnim
zineCnatym hexadekafluoroftalocyaninem a hydrofilnim zine¢natym nefluorovanym
oktakarboxyftalocyaninem. Tento amfifilni PS dosahl nejvyssi aktivity (ECso ~ 0,5 uM)
v ramci této studie. Tento efekt je zplisoben zjevné tim, Ze PS je akumulovan pievazné
v hydrofobni lipidové membrané a v HeLa bunkach se vyskytuje ve své fotoaktivni

monomerni formé¢ (Oda et al., 2000).
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U anionickych PS probéhlo také in vitro hodnoceni toxicity bez pfitomnosti
aktivujiciho svétla na nadorové bunécné linii HelLa. VSechny anionické a ve vodé
rozpustné latky vykazovaly velmi nizkou vlastni toxicitu. Latky ZIP82Zn-SO;Na a
HK227n-COONa byly téméf netoxické s hodnotou TCso> 1000 uM. Vlastni toxicita
HK18Zn-COONa byla také velmi nizkd TCso= 1043 +169 uM. V porovnani
s anionickym hexadekakarboxylovym tetrapyrazinoporfyrazinem je u zde studovanych

PSs tato toxicita vyrazné nizsi.

Vysledky této diplomové prace vypovidaji o tom, ze vSichni tfi zdstupci
studovanych anionickych (Aza)Pcs nejsou piili§ nad€jnymi PSs pro PDT nadorovych
je 3268. Tato hodnota je vSak stanovena za pouziti média neobsahujiciho sérum.
V ptitomnosti séra tento pomér klesl na hodnotu 185. Zvlasté v kontextu extrémné
vysoké aktivity neagregujicich kationickych derivati je tato hodnota velmi nizké
(Ghazal et al., 2017; Machacek et al., 2016a). Klicovou roli zde pravdépodobné hraje
vazba na bilkoviny séra, jako tomu bylo u publikované¢ho anionického PSs (Machacek
et al., 2016b). V budoucnu by meéla byt veénovana pozornost ptiprave dalSich
anionickych derivati schopnych predchazet interakci s proteiny a zaroven si zachovat

monomerni stav pii nizkém pH.

Zkoumané anionické (Aza)Pcs vykazovaly ucinné fotodynamické aktivity na
nadorové bunécéné linii HeLa s efektivnimi vyslednymi hodnotami ECsy pod 1 pM
pouze v SFM. Tyto vysledky byly lepsi nez hodnoty ECs, ziskané pro klinicky
schvéleny (Rusko od roku 2001) PS trisulfonovany hydroxyhlinity Pc (Photosens®).
Photosens® byl hodnocen za stejnych experimentilnich podminek kolegy z nasi
védecké skupiny. Fotodynamicka aktivita Photosens® byla ECsy=2,07 £ 0,29 uM
v SCM a vlastni toxicita vykazovala hodnoty TCso =127 + 7,8 uM. Z poméru téchto
hodnot tedy vyplyva, Ze index TCsi/ECsy u latky Photosens® je tfadové podobny
(TCso/ECso = 60) jako u latek podrobenych experimentim v této praci (Machacek et al.,
2016a).

Casovy prostup viech zkoumanych anionickych derivath Pc do bundk
z nadorové linie HeLa byl zpoc¢atku v prvnich dvou hodinach velmi rychly s dosazenim
plat6 faze kolem 12 hodin ve findlnim mnozstvi do 0,40 nmol/mg proteinu (SFM) resp.

0,2 nmol/mg proteinu (SCM; u latky HK22Zn-COONa dokonce pod 0,03 nmol/mg
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proteinu). Ve srovnani s nékterymi agregujicimi kationickymi Pc je prostup anionickych
Pc pfiblizn€ 2,5 ndsobn¢ nizsi (Machacek et al., 2016b). Bylo prokazano, ze relativni
uptake ftalocyaninovych slou¢enin v kultivovanych bunkédch je vyznamné ovlivnén
polaritou makrocyklickych substituentti, povahou centralné chelatovaného iontu kovu

popt. axidlnimi ligandy (W. Liu et al., 2005).

Mistem subcelularni lokalizace studovanych latek byl ur€en endolyzosomalni
kompartment, coz se predpokladalo vzhledem k nabitému anionickému charakteru
téchto sloucenin a jejich velké molekulové hmotnosti. Nicméné po spolecné inkubaci
PS s fluorescencni sondou LysoTracker nebyl viditelny Zadny signal této sondy. Toto
zjisténi lze vysvétlit obdobnym chovanim hexadekakarboxylovym TPyzPz — bazicka a
v lyzosomech protonovand sonda LysoTracker vytvaii komplexy v zdkladnim stavu
s anionickym PS, coz vede ke vzdjemnému statickému zhaSeni fluorescence. Coz je
potvrzeno zménami absorpcnich spekter a intenzit fluorescence, které byly pozorovany
pii smichdni obou latek. Pro vizualizaci anionickych Pc uvnitt téchto organel tedy
nemusi byt vhodné pouziti takovych bazickych sond pro lyzosomy, ale jinych ptistupt
jako je mnapf. transfekce bun€k fluorescenénimi proteiny specifickymi pro
endolyzosomalni cestu (Machacek et al., 2016b). Vzhledem k fotodynamickému
pusobeni latek probihajicich po jejich aktivaci svétlem byly u vSech studovanych
anionickych zastupcii pozorovany komplexni morfologické zmény bun€k — struktury
jader, mitochondrii, plazmatickych membran 1 celého aktinového cytoskeletu
poukazovali na prob¢hlé bunééné smrti. U nizkych fotodynamickych davek doslo
k nartistu mnozstvi apoptotickych bunc€k (zakulacené, pyknotické jadro, membranové
bleby), ale vysoké davky vedly pravdépodobné k nekrotické bunécné smrti
(kondenzovany chromatin a zmensSené jadro, vymizely signal mitochondrii a aktinu,

bunécna torsa).

Amfifilni anionické PSs pro PDT zkoumané v této studii projevily velmi dobrou
fotodynamickou aktivitu 1 vyhodné vlastnosti, které byly experimentaln€ hodnoceny na
nadorové bunécné linii HeLa v in vitro podminkach. Experimentdlné ziskané vysledky
by urcité mely byt do budoucna diivodem k hlubSim in vitro, poptipadé pozdéji také in
vivo, studiim téchto latek. Uginky latky HK22Zn-COONa byly jiz diive hodnoceny a
publikovany. Bylo zjisténo, Ze tato ve vod¢ rozpustna sloucenina vykazuje vici
fibroblastim V79 kieckl a lidskym HEp2 velmi nizkou vlastni toxicitu a je fototoxicka

jiz po vystaveni nizké davce svétla (1 J/em?) s hodnotou ECso = 4,5 uM. (W. Liu et al.,
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2005), coz je v souladu s nami ziskanym vysledkem (ECso= 5,402 £ 1,417 uM) na
HeLa bunkach. Nové navrzené a syntetizované latky HK18Zn-COONa a ZIP82Zn-

SO;Na byly studovany poprvé a jejich vysledky budou soucasti dalSi pfipravované
publikace.
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11 ZAVERY

=  Experimentalné¢ hodnocené anionické (Aza)Pcs HK18Zn-COONa, HK22Zn-
COONa a ZIP82Zn-SO;Na dosahly po aktivaci svétlem na bunééné linii HelLa
dobrych vysledkii fotodynamické aktivity. Nejlepsi ucinnost prokéazala latka
HK22Zn-COONa v SFM s ECsp = 0,306 £+ 0,180 uM.

» Dark toxicita bez aktivace svétlem byla u vSech anionickych derivati velmi

nizkd s TCso> 1000 uM.

= Casovy prostup jednotlivych anionickych zastupcti do bunék byl rychly kratce
po podéni s dosazenim platod faze béhem 12 hodin. Vyjimkou byl pouze AzaPc
ZIP827n-SO;Na, jehoz mnozstvi v buiikach dle pribéhu grafu s Casem stale

mirné nartsta.
*  Cilovou strukturou zkoumanych latek v HeLa buiikach byly lyzosomy.

»  Fotodynamicky ucinek latek zplsobil vyrazné morfologické zmény bunécénych
struktur. Byly pozorovany zmény tvaru 1 struktury celych bunék, mitochondrii,
jader, dale poskozeni membran a reorganizace aktinového cytoskeletu. Tyto
zmény naznacuji, Ze pii nizkych koncentracich dochéazi k apoptoze, kdezto pfi

vysokych pravdépodobné k nekroze.

* Typ bunécné smrti nemohl byt stanoven z divodu dlouhodobé nefunkénosti

pratokového cytometru.

= Testované anionické latky ukazaly velmi vyhodné vlastnosti, coz je diivodem
k jejich podrobnéjsimu studiu. Nejvyhodnéjsich vlastnosti z hodnocenych latek
doséhl Pc HK22Zn-COONa (TCsy/ECsyp=3268) pievazné diky jeho velmi

dobré ucinnosti po ozafeni a zdroven nizké vlastni toxicite.
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