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1 Abstrakt

Medzi ochorenia na svete s najvac¢Sou incidencioupatria nadorové ochorenia. Ich vyskyt
sa pomaly presuva z vyspelych krajin do krajin treticho sveta, a preto predstavuji
najrozsirenejsie zdravotné problémy, Casto konc¢iace imrtim pacientov. Prave kvoli rozsirenosti
a umrtnosti tychto ochoreni je v dnesnej dobe venované znaéné usilie vyskumu a vyvoju
novych a efektivnych protinddorovych lieCiv a spdsobov liecby. Jednou z skumanych
modernych metdd je fotodynamickd terapia (PDT) s vyuzitim fotosenzitizérov (PSs). Pre
zabezpecenie maximalnej uc€innosti, efektivite PDT a maximalizacii vysledku je potrebné
dodrzat’ tri zdkladné parametre a to pritomnost’ uc¢inného PS, svetla a kysliku. Tieto jednotlivé
parametre pre pacienta nepredstavuju riziko, ale ich vzdjomna a vhodna kombindcia prinasa
pozitivny efekt vrameci terapie nadorovych ochoreni. Principom metddy je podanie neaktivne;j
formy lieciva s obsahom PS pacientovi, a jeho naslednému oZiareniu svetlom o vhodnej vinovej
dizke. Po oziareni dochadza k aktivacii PS a reakciou s pritomnym kyslikom spdsobuje vznik
fotochemickej reakcie s tvorbou a vznikom vysoko reaktivnych foriem kyslika (ROS). ROS
posobi toxicky na cielové bunky a vedie k ich zdniku v postihnutom tkanive.

Vramci PDT je dolezity vyvoj PS a samotné testovanie ich ucinnosti v boji proti
malignym aj nemalignym formam nddorov. Cielom mojej prace bolo zistenie Cinnosti
a ucinnosti dvoch novych amfifilnych kationickych PS na bunkovej linii HeLa v rdéznych
casovych intervaloch od aplikécie po samotné oziarenie (0, 4 a 12 h). Nasledne potom overit’
ucinnost’ aj na d’alSich malignych bunkovych linidch (MCF-7 a HCT-116) a bunkovej linii
I'udskych endotelidlnych buniek EA.hy926. V praci sa taktiez zaoberam témou bunkovej smrti,
ktord je zalozena na detekcii apoptickych procesov v bunkdch formou vystavenia
fosfatidylserin (PhSer) na vonkaj$iu cast’ membrany, s vyuZitim detekénych cinidiel na
hodnotenie luminiscencného a fluorescenéného signalu.

Vysledky mojej prace preukazali najlepSiu u€innost’ latky P41 s DLI=4 h (ECs0= 0,037
+ 0,009 uM) na bunkovej linii HeLa s obdobne sI'ubnymi vysledky v inkuba¢nom ¢ase 12h.
V porovnani so Studovanou latkou P39, ktord ma hodnoty o nieco vys$S§imi ako P41, sa obe
latky ukdzali ako ti¢inné porovnanim na bunkovych linidch MCF-7, HCT-116 a EA .hy926.

Krlucové slova: fotodynamicka terapia, fotosenzitizér, bunkova smrt, cytotoxicita,
ftalocyaniny



2 Abstract

Tumor diseases represent on of thelargest group of malignant illnesses in the world.
Their incidence is slowly shifting from developed countries to third world countries and
therefore they represent the most widespread health problems, often leading to the death of
patients. Intensive research and development of new and effective anticancer drugs and
treatment methods is devoted because of the spread and mortality of these diseases. One of the
intensively researched modern method is photodynamic therapy (PDT), which is utilizing
photosenzitizers (PSs). To ensure the maximum -efficiency, effectiveness of PDT and
maximalization of results, it is necessary to observe three basic parameters — effective PS, light
and oxygen. These individual componentsdo not represent danger to the patients on their own,
but their combination brings positive effect in the cancer treatment. The principle of the method
is administration of an inactive PS to the patient with subsequent irradiation by light of suitable
wavelength. PS is activated during the irradiation and the reaction with oxygen leads to
a photochemical reaction with the formation of highly toxic reactive oxygen species (ROS).
ROS are toxic to the target cells and trigger cell death in irradiated tissues.

Development ofnovel PSs and testing their effectiveness in the fight against malignant
and non-malignant forms of tumor is important. The aim of my work was to determine the
activity of two novel amphiphilic cationic PSs on HeLa cell line at different drug-light intervals
(0, 4 and 12 h). Subsequently, the efficacy was also furthere valuated on additional malignant
cell lines (MCF-7 and HCT-116) and on the human endothelial cell line EA.hy926. Evaluation
of cell death pathway was performed as well — the method is based on the continuous detection
of cell death processes by exposure of phosphatidylserine (PhSer) on the outer leaflet of the
membrane using luminescent and fluorescent detection reagents.

The results of my work show that compound P41 with DLI =4 h (ECso= 0,037 &+ 0,009
uM) is the most effective from the studied compouds on HeLa cell line with analogous
promising results at DLI = 12h. In comparison with P39 compound, with the results a little bit
highert than P41, both of the studied compounds shown their efficiency as well on the MCF-7,
HCT-116 and EA.hy926 cell lines.

Key words: photodynamic therapy, photosenzitizer, cell death, cytotoxicity, phtalocyanines
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Uvod

V téma ,,Experimentalne stanovenie fotodynamickej u¢innosti derivatov ftalocyaninov
a stanovenie bunkovej smrti“ sa na zaciatku mojej bakalarskej prace venujem podstatou
vzniku fotodynamickej terapie (PDT), mechanizmu jej G¢inku, vyuzitiu v praxi, d’alej sa
zaoberam hlavnymi zlozkami PDT ako je svetlo, kyslik a  fotosenzitizér (PS)
a v neposlednom rade téme bunkovej smrti ako jednou z moznych indika¢nych ciest

apoptdzy a nekrézy buniek.

Experimentalna ¢ast’ mojej prace obsahuje struény popis metodik v ramci pripravy
jednotlivych krokov k stanoveniu PDT a bunkovej smrti spolu s vysledkami, ktoré na zaver
porovnavam s doposial podobne vykonanymi experimentidlnymi stanoveniami vo

vedeckych ¢lankoch.

Tému PDT som si vybrala pre jej pozitivne uplatnenie v rdmci terapie nddorovych
a nenadorovych ochoreni a jednak kvoli jej minimalnej invazivnosti a toxicite pre
organizmus s minimom neziaducich vedlajSich u¢inkov pre pacienta. Ide o sl'ubnu
a perspektivnu metodu vyuZivajicu vhodni kombinéaciu svetla, kysliku a PS veducich
k fotochemickej reakcii v tkanive so vznikom cxtotoxickych produktov pdsobiacich na

nadorové bunky a okolité tkanivo spolu s navodenim imunitnej reakcie organizmu.

V samotnej tému a experimentdlnej Casti praci sa z najvicsej Casti venujem PSs ako
fotosenzitivnym latkam, ktoré zohravaji jednu z primarnych uloh v PDT. Ich aplikacia
k bunkam, oZiarenie svetlom vhodnej intenzity a vinovej dizky v kombinacii so svetlom
a kyslikom s néaslednym vyhodnotenim umoZiluji postdenie a ucinok ich toxicity na

skimanych bunkovych kultarach.

Cielom tejto prace bolo vyhodnotenie ucinku spolu s fotodynamickou aktivitou
vybranych PS v podmienkach in vitro, postdenie subcelularnej lokalizacie a detekcii
morfologickych zmien ako odpovede buniek na rozvrat vntitorného prostredia. Vyuzitim
vysledkov zistenych v tejto prace je mozné rozsirit’ terajSie Stidie PSs a ich aplikaciu

a optimalizaciu v d’alSich Studidch.



5 TEORETICKA CAST

5.1 Fotodynamicka terapia

Fotodynamickaterapia (PDT) je ablacnou metdédou lokalizujicou nador na zaklade
cielenej aktivacie fotosenzitizéra (PS), ¢o vedie k tvorbe reaktivnych foriem kyslika (ROS) s
naslednym usmrtenim nddorovych buniek. PDT m4 Siroké uplatnenie v zachyte a klinickej
terapii benignych, malignych aj premalignychstavov. Najvac¢si prelom v stadiu PDT nastal v 20.
storo¢i, kde v Institate pre rakovinu v Roswell Parku v roku 1978 Dougherty a jeho kolegovia
nezacali rozsiahli vyskum a klinické série skimajice mnohé faktory, ktoré si dnes povazované
za kritické determinanty davky, toxicity a uc¢innosti PDT v lie¢be nadorov. Tento prelomovy
vyskum priniesol otazky tykajice sa novych technoldgii, diagnostiky a terapie nddorovych
ochoreni s vyuzitim PDT v kombindcii s rddioterapiou, chemoterapiou ¢i imunoterapiou

(Cengel et al., 2016, Kleinovink et al., 2016).

Vyhodou metddy je jej neinvazivna aplikdcia a vysokd selektivita v ramci liecby
nadorov so zachovanim susedného tkaniva. Podstatou metody PDT je aktivacia vysoko
bezpeéného PS $pecificky akumulovaného v nadorovych bunkach vhodnou vlnovou dizkou
svetla, s naslednym generovanim prechodnych hladin ROS. Vyskumom sa preukézal
fotochemicky ucinok reakcii sposobujuci priamé poSkodenie nadorovych buniek tkaniva s
naslednou indukciou bunkovej smrti v dosledku pdsobenia toxického singletového kyslika
(!02) a inych ROS, spojeného s upchavanim ciev trombami po poskodeni endotelu

a sekundarnym zvySenim imunity pacienta (Akimoto, 2016).

Obmedzenim vo vyuziti PDT v niektorych pripadoch je, Ze pritomny tumor je
lokalizovany hlboko v tkanive, kde prenik4 nedostatocné mnoZzstvo svetla a taktieZ dochadza k
poSkodeniu periférneho tkaniva. Preto sa dalSie Stidie zamerali na skimanie kombinacie
fotodynamickej terapie s inymi uZz znamymi metodami ako je chemoterapia, radioterapia,
imunoterapia a iné. Kombindcie tychto metdd s PDT priniesli pozitivne vysledky, kedy doslo

k zvySeniu efektivity samotnej lie¢by (Zhang & Li, 2018).
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Obrazok 1 PDT terapia. Prevzaté z (Obaid ef al., 2016).

5.2 Historia

Od nepamiti sa slne¢né svetlo povaZuje za najpristupnejsi a najlacnejsi zdroj liecby.
Medzi najstarSie zaznamenané sposoby liecby s vyuzitim slnec¢ného svetla sa pred viac ako
3000 rokmi vyuzivala zelenina a rastliny, ktoré sluzili ako latky na vznik fotoreakcii
v koZi s naslednym terapeutickym uc¢inkom. Liecba koznych ochoreni ako psoridza alebo
vitiligo, pomocou fototerapie, bola vyuzivana $tatoch starovekého Grécka, Ciny ¢&i Indie. Ranni
Egyptania vyuzivali fotodynamickych U¢inkov aj na bielenie latok ¢i formou celotelového
vystavenia slnku oznacované¢ho ako helioterapia, podl'a svojho autora, znameho Gréckeho
lekara Herodota pre svoje blahodarne uc¢inky (Rkein & Ozog, 2014, Ackroyd et al., 2001,
Kessel, 2015).

Zakladny koncept fotodynamickej terapie bol objaveny pred viac ako sto rokmi,
presnejSie v roku 1900 nemeckym Studentom mediciny Oscarom Raabom. Nahodnou
inkubaciou mikroorganizmov s akridinami po ich vystaveni svetlu sa zistilo, Ze doslo k ich
usmrteniu. Dal§im §tdiom sa zistila potreba pritomnosti kysliku zo vzduchu, aby nastal tento
smrtiaci efekt. Po tomto zisteni sa prvykrat zaviedol termin fotodynamického posobenia a po
kratkej dobe sa zacali prvé Usilia o liecbu nadorov, a to presne natieranim farby na povrch
koznych nadorov s néslednym vystavenim svetlu. Cely koncept skiumania PDT bol ale
spomaleny az zastaveny kvoli prebiehajucej druhej svetovej vojne (Abrahamse & Hamblin,

2016).
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Objav z roku 1960 vytvoril zdklady dnesnej PDT, kedy Lipson et al. v Mayo Clinic
aplikovali surové pripravky hematoporfyrinu, ktoréviedlipocas chirurgickych zakrokov k
vizualizacii neoplastickych 1ézii vd’aka ich fluorescencii. Po uprave hematoporfyrinu kyselinou
octovou a kyselinou sirovou sa ziskala porfyrinova zmes, ktord oznacili ako derivat
hematoporfyrinu (HpD) vyuzivant ako lokalizator tumoru. Dal$imi Gpravami HpD sa ziskal
pripravok komer¢ne oznacovany ako Photofrin®, o je najbeznejsie pouzivany PS vyuzivany
v klinickej PDT. Vyvojom HpD sa d’alej zaoberal Dougherty et al., ktori sa venovali $tudiu
koznych nadorov pomocou PDT a laseru na bazy argénového farbiva (Dougherty et al.,1998,

Kato, 1996).

5.3 Mechanizmus

Ako uz bolo spomenuté, PDT je zaloZena na aplikovani PS, ktory sa lokalizuje v nddore
a jeho ¢&innost' je aktivovand svetlom o uréitej vinovej dizke. Vo vysledku sa sleduju
fotochemické a fotobiologické procesy spdsobujuce ireverzibilné poskodenie nadorového
tkaniva. Na rozliSenie pojmu fotodynamického pdsobenia ako fotocitlivej reakcie v biologii od
fyzikalno-chemickych procesov prebiehajicich v emulziach fotografickych filmov sa prijal
navrh, ktory definuje fotodynamické posobenie ako fotochemické reakcie, pri ktorych sa
spotrebuva kyslik. Tieto reakcie sa taktieZ oznacuji ako fotocitlivé procesy typu I a typu II
vzhl'adom od pociato¢nych krokov ako je zapojenie radikalovych medziproduktov, ktoré st
zachytené kyslikom alebo od syntézy vysoko cytotoxického 'O» preneseného energiou

z fotoexcitovaného PS (Dougherty ef al., 1998).

,/"' ;I;ype I . %
reaction

Singlet Triplet
excited PS Intersystem crossing excited PS
S ~
('PS*) ~ (PSY) Free radicals L Lcl.l.i:.lcalh |
; : 7 2 Typell
Light I |  Fluorescence J% Imaging reaction PDT
WV
Ground state
PS Singlet oxygen

Obrazok 2 Mechanizmus PDT. Prevzaté z (Sun et al., 2018).

V zékladnom singletovom stave md molekula PS dva elektrony s opa¢nym spinom,
ktoré su lokalizované na ¢o najvyhodnejSom energetickom orbitéle. Po absorpcii fotonu svetla

o prislusnej kvantovej energii (vinovej dizke) dochadza k excitacii jedného z elektronov na
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orbital s vySSou energiou vid’ Obr.3. PS v takomto singletovom excitovanom stave je vel'mi
nestabilny a svoju prebyto¢nu energiu straca bud’ emisiou svetla (fluorescencia) alebo vyrobou
tepla (vnltorna premena). Jednou z d’alSich moznosti je prechod excitovaného singletového PS
procesom oznacovanym ako ,,medzisystémovy prechod®, kde vytvara stabilnejsi excitovany
tripletovy stav s paralelnymi ota¢aniami. Dlhd Zivotnost’ tripletového stavu, v porovnani so
singletovym stavom, mu umozni dostato¢ne dlhy ¢as nato, aby doslo k zrazke s molekularnym
kyslikom (*02) a prenosu jeho energie. Prenos energie sposobi vznik 'O a zakladného stavu
PS. Tento proces vzniku !Ozje oznadovany ako fotochemicka reakcia typu II. Pri fotochemicke;
reakcii typu I je PS v excitovanom stave a podlieha reakciam s prenosom elektronov, ktoré vo
finale tvoria ROS. ROS moze d’alej zahtiat’ bud’ ziskanie alebo darovanie elektrénu. Reakciou
radikdlového aniénu s kyslikom vznikd superoxidovy radikilovy anién (-O,7). Dalsimi
reakciami vznikd peroxid vodika (H202) a silny oxidacny hydroxylovy radikdl (HO-)
(Abrahamse & Hamblin., 2016).

Singlet excited state

'ps*,
y VR Type | reaction
i i jl R"_’ HZOQ. 02*. HO,
(e
P Oxidative stress
; Vg Triplet excited state
'ps A -
e ?— T
o o Cellular damage
Absorptior e -
i 1+ Fluorescence | | :Phosphorescence |
H E 0 Cell death
¥ L Type Il reaction
it .
PS : . : : ;
- Y ] Apoptosis or Necrosis

Ground state

Obrazok 3 Jablonskiho diagram zobrazujuci proces fotodynamickej terapie. Prevzaté z (Debele
etal., 2015).

5.4 Vyuzitie

Zaciatok Stadia PDT, tiez znameho ako fotoradiacna terapia ¢i fotochemoterapia, sa
zacali pisat’ priblizne od roku 1900 vd’aka objavu Studenta mediciny Raaba. Jeho objavom sa
stalo toxické pdsobenie akridinu v kombinécii s viditelnym svetlom v pritomnosti kyslika, ¢o
malo za nésledok usmrtenie skimaného mikroorganizmu (Paramecium caudatum). PDT sa

prvykrat vyuzilo v roku 1904 v lieebnej terapii, kedy bola pomocou svetla indukovana
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inaktivacia buniek, mikroorganizmov a molekul. O par rokov neskor sa nemeckému lekarovi
Friedrichovi Meyer-Betzovi podarilo prvé klinické testovanie, vtedy nazyvané ako fotoradiacna
terapia (PRT) s porfyrinmi, kedy testoval u¢inky hematoporfyrinu-PRT na vlastnej kozi (Malik
etal., 2010).

Vdaka prelomovému kroku Johna Totha, ktory uznal ,,fotodynamicky chemicky
ucinok® terapie pomocou klinickych laserov na bazy argéonovych farbiv a premenoval terapiu
na ,,Fotodynamicka terapiu“ sa zacali pisat’ prvé klinické Stadie PDT. Zasluhou Thomasa
Doughertyho, ktory v Kanade v roku 1993 uskuto¢nil stadium PDT vramci prevencie recidivy
rakoviny moc¢ového mechura sa zacalo klinické testovanie t¢inkov PDT. Nasledovali d’alsie
klinické $tadie zamerané na rakovinu pluc, Zaludka, paZerdka alebo maternice. Urad pre
kontrolu potravin a lie¢iv (ang. Food and drug Administration; FDA) schvalil v roku 1999
vyuzitie PDT ako lieCby pre predrakovinové kozné 1ézie tvare a pokozky hlavy. Ako ucinna
a bezpec€na terapia hradenda zdravotnym poistenim bola schvalena v Eurdpe, Spojenych Statoch
¢i Japonsku. PDT sa Coraz vo viacSej miere vyuZziva pri liecbe nddorov a taktiez sa jej ucinky
a to hlavne neinvazivna terapeutickd aplikacia vyuziva v lieCbe roznych infekcii baktériami,

hubami ¢i virusmi (Malik et al., 2010, Akimoto, 2016).

Vyuzitie PDT ako globalne uznavanou terapiou eSte nenastalo, kvoli roznym
problémom a negativam spojenych s touto metédou. Medzi prvé patri slaba selektivna
akumuldcia porfiméru sodného (Photofrin®, derivat hematoporfyrinu), nutnost” velkého
a drahého laserového systému pre excitaciu a postterapeutickd ochrana pred svetlom
vyzadovand od pacientov po dobu minimalne 1 mesiaca, aby sa zabranilo fotocitlivym reakciam
na pokozke. Tieto obmedzenia su charakteristické predovsetkym pre 1.generaciu PS. Dal§im
vyvojom a vyskumom sa vytvorila 2. a 3. generdcia PS (napr. ftalocyaniny), ktoré sa
zameriavajl na zlepSenie relativneho kvantového vytazku 'Os, fotochemickych a spektralnych
vlastnosti spolu s fotodynamickou terapeutickou u¢innost’ou (Akimoto, 2016, Mfouo-Tynga &

Abrahamse, 2015).

5.5 Svetlo

Mechanizmus u¢inku PDT predstavuju tri hlavné komponenty a to svetlo, *O, a PS.
Svetelny zdroj ako jedna z hlavnych st¢asti PDT terapie je dolezitym prvkom, vd’aka ktorému
dochadza k aktivacii PS. K jeho aktivacii je potrebné vystavenie sa viditel'nému svetlu s nizkou

spotrebou energie a pri konkrétnej vlnovej dizke. U vi&iny fotocitlivych latok dochadza
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k aktivacii pomocou ¢erveného svetla v rozmedzi 630 az 700 nm, ¢o predstavuje prienik svetla
tkanivom do hibky 0,5 az 1,5 cm. Dal$imi zdrojmi svetla vyuZzivanych v siasnosti su napriklad
hélium-nednové lasery (633 nm), galium-hlinik-arzenidové lasery (630-690, 830 alebo 906 nm)
a argonove lasery (488-514 nm). V poslednej dobe sa taktiez testuje ucinok nelaserového zdroja
ziarenia ako napriklad svetelné LED diddy, ktoré su v porovnani s tradicnymi lasermi

kompaktnejsie, prenosnejsie a lacnejSie (Kumar et al., 2015).

Vyskum sa d’alej zameriava na problematiku hibky prieniku svetla tkanivom, ktory je
obmedzujtci hlavne v ramci terapie nadorov vo vicsej hibke, preto sa terapia v su¢asnosti
zameriava skor na povrchové nadory a to hlavne koZe, pazeraka, sietnice ¢i krku. Stadiom sa
zistilo, ze biologické zlozky tkaniva maji mensiu absorpciu v oblasti 600 — 1200 nm, ¢im svetlo
z tejto oblasti prenikd do hlbsich lokalit tkaniva s lepSou fotochemickou uc¢innostou. Pri
konvenénej PDT dochadza k aktivacii PS vinovou diZkou svetla v rozmedzi od 600 — 700 nm,
o mé za dosledok nizku hibkovu penetraciu s obmedzenim lie¢by iba povrchovych nadorov.
V poslednych rokoch sa teda skima pouzitie rontgenového zdroja svetla, dvojfotonovej
excitacie (TPE) ¢ autoluminiscencie, ktoré maji neobmedzent hibku prieniku Fudskym telom

(Sivasubramanian et al., 2019).

Beini PDT Hibova PDT

e ——y
NIR XJ§ay
Prenikmutie

______ B =T Slabe

_Self-
luminescence

—————————————— == Hlhoks

Nekonetne

Obrazok 4 Porovnanie tkaniva po prechode roznych zdrojov Ziarenia. Prevzaté z
(Sivasubramanian et al., 2019).

15



5.6 Kyslik

Tkanivovy 2O, spolu so svetlom a PS tvoria tri najdoleZitejsie faktory G¢innosti PDT
veducej k produkcii ROS, ktorych pdsobenim su priamo ni¢ené nadorové bunky, dochadza
k poskodeniu cievneho zasobenia tkaniva a stimulacii imunitnej odpovedi tela. ROS vd’aka
tomu, Ze su produkované po interakcii so spominanymi tromi hlavnymi zlozkami PDT, je
najlepSim ukazatelom davky v predikcii vyslednej liecby. Jeho samotné meranie je vSak
naro¢né vzhl'adom na jeho kratku zivotnost’ a kvoli jeho extrémne slabému signalu (Ong et al.,

2020).

ROS su chemicky reaktivne radikaly alebo neradikalové molekuly kyslika odvodené od
30,, vratane 'O, ‘02", H202 a HO-20O,, obsahujlici dva neparové elektrony s paralelnym
otaCanim, je reaktivny a citlivy na tvorbu radikalov. ROS sa stali neoddelitel'nou sti¢astou
pozemského zivota ako vedlajsi produkt pocas fotosyntézy a aerébneho dychania rastlin
ainych zivocichov. Vyskytuje sa v organelach ako st mitochondrie, chloroplasty, peroxisomyci
v cytosole buniek. Jeho pritomnost’ v bunkéch cicavcov je lokalizovand v mitochondridch, kde

sa generuje ako odpoved’ na znizené mnozstvo kyslika v tkanive (Zhou et al., 2016).

A préave hypoxicky stav (zniZené mnozstvo kyslika v tkanive) v mikroprostredi nddoru
obmedzuje terapeuticktl i¢innost’ PDT z dévodu potreby *O» v ramci terapeutického procesu.
PDT tkanivovy kyslik vyuziva ako degradacného prvku spdsobujiceho znicenie vaskularity
nadoru, ¢o vedie k zhorSeniu jeho vlastnej u¢innosti pri podpore nadorového rastu. Tento stav
je sposobeni rychlym metabolizmom buniek a nedostatoénym prisunom kyslika, preto sa d’alSie
Studie zamerali prave na zvySenie ucinnosti protinddorovej liecby s vyuZzitim nanocastic PLAG
(kopolymér kyseliny maslovej a glykolovej) a enzymu katalasy (CAT). Zistilo sa, Ze v nddoroch
je zvySené mnozstvo H2O2 v porovnani s normalnym tkanivom, ¢o predstavovalo potencialny
zdroj pre zvySenie koncentracie kyslika v tkanive. S vyuzitim CAT a pritomného H20: sa
efektivne generoval 02 a doslo k zvyseniu jeho lokalnej koncentracie. Nevyhodou bola l'ahka
deaktivacia CAT pomocou proteas in vivo, ¢o stazovalo jeho akumulaciu vo vnutri nadorového
tkaniva a samotnu produkciu *0,. Vyskum sa d’alej zameral na vyuZitie nano¢astic ako nosi¢ov,
ktoré zabezpecia biologicku stabilitu pre PS a CAT bez ovplyvnenia ich funkcie. Ako nosic¢ sa
testovaliCastice tvorené¢ PLAG, ¢o je polymér schvaleny FDA vyznacujtci sa vynikajucou
biokompatibilitou, biologickou odburate'nost'ou a 'ahkou modifikaciou. S vyuZitim kyseliny

hyalurénovej, ktora modifikovala povrch nanocastic na zlepSenie schopnosti zamerania
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nadorovych buniek, sa inkorporovali nanocastice do nadorovych buniek, kde vd’aka posobeniu

CAT doslo k produkcii >0z a prekonaniu hypoxie nadoru (Yang et al., 2019, Hou et al., 2020).

5.7 Fotosenzitizéry

PDT vyuziva kombinéciu netoxického PS a neskodného viditelného svetla spolu s O
ako generatora cytotoxickych ROS spdsobujtcich zni¢enie malignych buniek apoptickym
pripadne nekrotickym dejom. Sprievodnym znakom je tiez prerusenie mikrovaskularneho
zéasobenia nadorového tkaniva, spolu s aktivaciou imunitného systému (akatny zapal, expresia
proteinov tepelného Soku, invézia a infiltracia leukocytmi, prezenticia antigénov nadorovych

buniek do T buniek) (Castano et al., 2006).
Pre u¢innost’ PS sa zohl'adnuju dve dolezité vlastnosti a to:
A) netoxické posobenie na normale tkanivo v tme
B) spdsobuju spolu s vhodnym zdrojom svetla fotoposkodenie

Tieto dve vlastnosti urcuju cielovll cytotoxicitu po oziareni. Kazdy pouzivany PS ma
svoje excitatné svetlo s optimalnou vinovou dizkou. Po naslednom vystaveni sa tomuto svetlu
sa elektrony PS dostavaji zo svojho zakladného singletového stavu na orbitaly s vysSou
energiou, kde st v excitovanom stave. Elektrony v tomto excitovanom stave maju tendenciu sa
spontanne vracat’ do svojho zakladného stavu a to formou prenosu energie na int1 molekulu v jej
blizkosti. V procese teda nastava transformacia svetelnej energie na energiu chemickl a to

prave indukciu prostrednictvom PS (Yu et al., 2017).

Velké mnozstvo PS vyuzivanych v terapii rakoviny ma ako zaklad tetrapyrolovi
Struktaru podobnt protoporfyrinovej Struktire obsiahnutej v hemoglobine. PSs podliehaju
poziadavkam ako napriklad &istota zIuGeniny, ktora umozni kontrolu kvality, d’alej budi spinat
dobru stabilitu pri uskladneni a taktieZ by malimat’ vysoky absorpcny vrchol v rozmedzi od 600
do 800 nm (&ervend az tmavolervena &ast’ spektra). Absorpcia fotonov vinovych dizok dlhsich
ako 800 nm vedie k nedostatoénej produkcii energie potrebnej na excitaciu O a jeho prechodu
do singletového stavu. Produkcia ROS po oZiareni a penetracia tkaniva svetlom so zvySujicou
sa vinovou diZkou je taktiez nedostatoéna. Preto sa pre zlep3enie procesu PDT vyuzivaja latky
so silnou absorpciou v tmavocervenej oblasti spektra, ako su chloriny, bakteriochloriny

a ftalocyaniny (Pc), ktoré napomahaju lepSej kontrole nddoru (Agostinis ef al., 2011).
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Obrizok 5 Protinadorovy efekt roznych vinovych dizok svetla. Prevzaté z (Yu et al., 2017).

5.8 Delenie fotosenzitizérov

PS st ¢inidla prirodného ¢i chemického pdvodu zaloZzené na prenose svetelnej energie
medzi susednymi molekulami a to hlavne na rozpusteny *O.. Idealna PDT okrem produkcie
ROS je uréena aj stupiiom selektivity PS k ciePovym tkanivam. Stadia PSs sa preto zameriavaji
na ich vlastnosti s cielom zvySenia tkanivovej selektivity, obmedzenia vysokej toxicity ako
vedl'ajSieho ucinku ¢i zlepSenia Specifity zamerania a v neposlednom rade taktiez ovplyvnenia

koncentracie v nadoroch a ich eliminacia z tkaniv (Shi ef al.,2019, Dobson et al., 2019)

5.8.1 Prva generacia

Prvou generaciou PSs bol derivat hematoporfyrinu, znami pod obchodnym nazvom
Photofrin®. Ide o zmes porfyrinovych monomérov a oligomérov, ktoré su ¢iastocne Cistené
a findlnym produktom je komer¢ne dostupny produkt, porfimér sodny. Bol schvaleny na liecbu
vcasného Stadia rakoviny pltic a Barrettovho pazeraku. Jeho klinické pouzitie je limitované
dvoma faktormi a to: A) hlavné absorpéné pasy v nizkych vlnovych dizkach a niz§i absorpény
pas pri 630 nm a B) vedie ku koznej precitlivelosti po dobu trvajucu az Sest’ tyzdiov (Zhu &
Finlay, 2008, Dobson ef al., 2019).
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5.8.2 Druha generacia

Vznik druhej generacie PSs bol podmieneny nedostatkami prvej generdcie ako maly
vrchol absorpcie dlhej vinovej dizky, ¢i nedostatoéne rychle odstranenie z pokozky. Z prvych
PSs bol vyvinuty derivat benzoporfyrinu (BpD) znami akoverteporfin (Visudyne®),
m-tetra(hydroxyfenyl)chlorin (m-THPC) komeréne oznaceny ako Foscan®. Z dalSich
sl'ubnych vyvojov bola kyselina d-aminolevulova (ALA) ako prelieciva, ked’ze v ramci PDT
nie je samostatne ako PS. Po absorpcii bunkami sa z ALA prirodzenym biosyntetickym

procesom stane protoporfyrin IX (Zhu & Finlay, 2008).

5.8.3 Tretia generacia

Tretia generacia PS sa zamerala na prekonanie nevyhod spojenych s 1. a 2. generaciou
PS. Cielovou stratégiou tychto PS bolo zvySenie afinity PS k nddorovému tkanivu
prostrednictvom vizby s biomolekulami (LDL, protilatky apod.) ¢i spojenim molekul PS
s nosi¢ovymi systémy lieciv. Konjugéaciou PS s niekol’kymi aminokyselinami (zvysky glycinu,
serinu, tyrozinu a metioninu) sa zistila vysoka fotostabilita, dobrd rozpustnost’ vo vodnych
roztokoch ¢i vysoky prijem nadorovymi bunkami. Podobnym syntetickym pristupom boli
pripravené konjugaty porfyrinu a ich derivaty s l'udskym a bovinnymsérovim albuminom
preukazujice Specifickost voc¢i bunkdm podobnym nadorovym bunkdm v porovnani
s nadorovymi bunkami. Spojenie PS s cielovo Specifickymi protildtkami (monoklonélne
protilatky) umoznuje efektivne dodanie PS k cielenym typom bunkém. TaktieZ prepojenie PS
s nanotechnologiami (napr. liposomy, polymérne a kovové nanocastice) by umoznili zlepsSenie

biodistribtcie hydrofébnych lie¢iv (Gomes et al., 2018).

5.8.4 Ftalocyaniny

Tetrapyroly patria medzi jedny z najvacSich a prvych predstavovanych skupin PSs.
Zakladna tetrapyrolova Struktira sa vyskytuje ako prirodzend sucast’ niektorych Zivotne
dolezitych biomolekul (hemoglobin, chlorofyl, bakteriochlorofyl) a vdaka jej pomerne
velkému zastipeniu v prirode ziskala pomenovanie ako ,,pigment zivota®. Existuje velké
mnozstvo tetrapyrolovych zlu€enin vyuZzivajicich sa ako PS v PDT (chloriny, bakteriochloriny,

porfyriny, ftalocyaniny), ale naj€astejSie pouzivané su porfyriny a ftalocyaniny (Pc). Pc spolu
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s inymi PSs obsahujucimi tetrapyrolovi $truktiiru maji tendenciu produkovat’ prevazne 'O,

II.typu v porovnani s ROS typu I. (Abrahamse & Hamblin, 2016).

Pc boli jedny z prvych Studovanych zlacenin PS v 80. a 90. rokoch. Ide o syntetické
farbiva, ktorych zékladna Struktura je tvorend tetrapyrolovym jadrom. Pc sa vyvinuli
z porfyrinov (1.generacia PSs) kvoli ich obmedzeniam v ramci fotochemickej a fotodynamicke;j
ucinnosti. Ich neimyselnym objavom v roku 1928 pri priprave ftalimidu z anhydridu kyseliny
ftalovej sa Pc a ich derivatom zacala venovat vécSia pozornost.Su oznacované ako
tetrabenzotetraazaporfyriny, makrocyklické Strukturované zluceniny s izoindolovymi
a dusikovymi atbmami v mezopolohach s absorpénym maximom v Cervenej oblasti pri vinove;j
dizke 670 nm. Predbezné studie viedli k zisteniu, ze PDT sprostredkovana Pc zvySuje autofagiu,
aktivaciu kaspas-3 a zvysuje bunkovu smrt’. Pozitivnymi vlastnostami Pc v rdmci PDT je nizka
cytotoxicita v tme, vysoka fototoxicita pri aktivacii svetlom, vysoka Specificita a selektivita pre
cielovy nador, rychly clearance z tela ¢i ich dobra stabilita za fyziologickych podmienok

(Ghorbani et al., 2018, Abrahamse & Hamblin, 2016, Mfouo-Tynga & Abrahamse, 2015).

Obrazok 6 Syntéza ftalocyaninov. Prevzaté z (Mfouo-Tynga & Abrahamse, 2015).

V poslednych desatrociach sa skimali systematicky rézne spdsoby syntézy derivatov
Pc a ich modifikédcie tykajuce sa fotofyzikalnych a fotobiologickych vlastnosti. Medzi
najbeznejsie upravy makrocyklu Pc patri zavedenie skupin rozpustajucich vodu, zlepsSujucich
optické vlastnosti ¢i pripojenie jednotiek zabezpedujucich akumulaciu v bunkach a predizenie
terapeutickej funkcie. Zmeny sa tykaji hlavne v substitucii v periférnych alebo neperiférnych
polohdch ¢i zédmena centralneho atomu kovu (metaloftalocyaniny), pripadné zavedenie

substituentov do axidlnych poloh (Galstyan, 2021).
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5.8.4.1 Azaftalocyaniny

Pcs st zname syntetické organické farby a pigmenty umoziujice zameny ich periférnych
¢ineperiférnych substituentov, a taktiez modifikaciu centralne viazanych uhlikov za iné atomy.
Zamena uhlikou v Pcs za iné heteroatomy vedie k Specifikym zmendm v ich chemickych alebo
fyzikalno-chemickych vlastnostiach. Zamenou uhliku za dusik ziskame skupinu latok
oznacovanu ako azaftalocyaniny (AzaPc). Podl'a poctu a lokalizacie takto zamenenych uhlikov
mozeme hovorit o makroheterocykloch oznacovanych ako tetrapyridoporfyraziny,
tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPzs), tetrapyridazinoporfyraziny alebo
tetrapyrimidinoporfyraziny (Miletin ef al., 2018, Kostka ef al., 2006).

Ide o chemicky, termicky a fotostabilné molekuly so schopnostou produkovat’ !O2 po
oziareni, ¢o je vyuzivané v rdmci PDT nadorov alebo vo fotoaktivnych materialoch
(fluorescencné znacky a senzory). Z d’al§ich vel'mi sl'ubnych vlastnosti Pcs a AzaPcs je ich
siln& absorpcia v rozmedzi od 600-800 nm, nizka toxicita za tmy ¢i flexibilita v Strukturalnych
zmenach. Ich vyskum pokracuje aj nad’alej, pricom hlavnym zameranim su vo vode rozpustné
kationické a anionické derivaty (Novakova et al., 2015, Makhseed et al., 2012, Kollar et al.,
2020).

5.9 Bunkova smrt’

Bunkova smrt’ zohrdava ddleziti ulohu v procese udrziavania stalosti vnutorného
prostredia organizmu a tkaniv. Predstavuje charakteristicky znak chorob ako napriklad srdcové
ochorenia, rakoviny, neurodegenerativne ochorenia alebo autoimunitné choroby, pri¢om prave
pri infarkte myokardu alebo mozgove] mftvici moze byt stupenn apoptéozy a nekrozy
signifikantny a spolu s postdenim mechanizmov bunkovej smrti mdéze poskytnit cenné
informacie tykajuce sa diagnostiky a rozsahu poSkodenia tkaniva. V pripade skorého zobrazenia
a reakcii nadoru na liecbu by viedlo k lepSej a efektivnejSej lieCbe pacienta s minimalizaciou
vedl'ajsich ti¢inkov lie€by a zniZenim ndkladov na zdravotnu starostlivost’. Bunkové cesty smrti
(apoptdéza a nekroza) a molekularne zmeny s nimi spojené ako ciele pri zobrazovani
biomarkerov, predstavuje vyznamnu rolu v sledovani vyvoja, rozsahu poskodenia a odpovedi

na lieCbu chemoterapiou, radioterapiou ¢i hormonalnou liecbou (Neves & Brindle, 2014).
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5.9.1 Cesty bunkovej smrti

Apoptoéza je fyziologicky naprogramovany spdsob bunkovej smrti, ktord zohrdva
dolezita tlohu v homeostdze tkaniv. V procese dochadza k biochemickym a morfologickym
zmenam (kondenzécia chromatinu, nuklearna fragmentacia zmensenie objemu buniek a tvorbe
vezikul), a to hlavne v zmene DNA buniek faktormi, ktoré ovplyviiuji jadro a nakoniec aj
samotni  bunku. DNA ako hlavny reguldtor bunkovych dejov, predstavuje jednu
z najdolezitejSich biomolekul, ovplyviujucej bunkovy rast, bunkovi smrt, migraciu ci
diferencidciu buniek. Vdaka pochopeniu zékladnych mechanizmov odohravajiacich sa
v procese apoptoze je mozné ziskat' nové ciele terapeutickej liecby ochoreni a to formou
vizualizacie zmien prebiehajucich v jadre, kde je ulozena DNA, pre lepSie pochopenie

patofyziologie bunkového procesu ( van Engeland ef al., 1998, Atale et al., 2014).

Naprogramovanie bunkovej smrti je vyvolané niekolkymi signalnymi molekulami
stresu a bunkovej smrti a prebieha formou dvoch hlavnych drdh, a to vonkajSou alebo
receptorom smrti (napriklad sprostredkovany tumor nekrotizujiicim faktorom) a vnatornou
oznacovanou tieZ ako mitochondridlna. Obe zo spominanych apoptickych ciest sa svojimi
molekula ovplyviiuji navzajom. Inicidtorové molekuly kaspas sa Stiepia v sériach
proteolyticky, spustajuce aktivaciu inych kaspas, veducich k fragmetacii DNA, degradacii
cytoskeletu a jadrovych proteinov, ¢o nakoniec vedie k tvorbe apoptickych teliesok (Atale et

al., 2014).

Bunky zomierajui aj inymi mechanizmami ako je napriklad nekréza, ktora patri medzi
neregulované, patologické a zapalové reakcie organizmu na ohromny stres sposobeny nahlou
abnormalnou zmenou prostredia, nefyziologickym pH, extrémnymi teplotami alebo
osmotickym tlakom, vratanie vplyvu tvrdych vonkajSich fyzikalnych ¢i chemickych faktorov
poskodzujuce bunky a tkanivo. Bunky v procese nekrézy na rozdiel od apoptdzy odumieraji
auvolnuju vysoko skodlivy obsah lyzosomalnych proteolytickych enzymov, ktoré posobia na
iné bunky a spust’aju kaskadu dejov bunkovej smrti v jej okoli (Neves & Brindle, 2014, Atale
etal., 2014).

Apoptdza a nekrdza sa navzajom nevylucuji, ale na konci oboch drah bunkovej smrti,
ktoré¢ st vysoko regulované, su navzajom prepojené. Prikladom modze byt proces, kedy
apoptické bunky v neskorom §tadiu nie st odstranené imunitnymi bunkami podliehaji prave

sekundarnej nekroze. S pokrocilym Stadiom boli identifikované d’alSie formy regulovanej
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bunkovej smrti ako autofagia, nekroptoza, mitoticka katastrofa ¢i lyzosoméalnesprostredkovana

naprogramovana bunkova smrt’ (Neves & Brindle, 2014),

5.9.2 Techniky stanovenie bunkovej smrti

V priebehu rokov sa vyvinuli r6zne techniky umoziujice hodnotenie zmien v DNA
formou nuklearneho farbenia napriklad pomocou jodidu propidia, Hoechst 33342, DAPI, ¢i
farbenie akridinovou oranzou alebo bromidom ethidia. Z technik, ktoré nefarbia jadra, ale
napomahaji s identifikdciou udalosti spdsobenych zmenou DNA zahajujicou apopticku
bunkovll smrt’ je farbenie pomocou zna¢eného Annexinu V. Tieto techniky umoziujuce okrem
rozliSenia bunkovych a jadrovych fenotypov, sposobenych poskodenim DNA, aj uplatnenie
v procese rozliSenia skorej a neskorej apoptoézy a nekrdzy spolu s identifikéciou jadrovych

deformacii vo vnutri bunky (Atale ef al., 2014).

Hlavnym skiimanym procesom apoptdzy je strata asymetrie plazmatickej membrany,
ktory predstavuje jeden zo skorych prejavov, veducich k odhaleniu a vystaveniu zvyskov
fosfatidylserinu (PhSer) na vonkajsej strane plazmatickej membrany. PhSer je hlavny anionovy
fosfolipid, ktory predstavuje priblizne 2-10 % celkového bunkového fosfolipidu. Jeho
expozicia na povrchu buniek nastava v priebehu niekol’kych hodin po apoptickom stimule

procesom aktivneho transportu (van Engeland ef al., 1998, Neves & Brindle, 2014).

Annexin V je endogénny l'udsky protein s molekulovou hmotnostou 36 kDa, beZne
znaceny fluorescenénymi markermi na detekciu in vitro a kvantifikaciu apoptickych buniek.
Intracelularne je exprimovany v mnohych tkanivach, ale jeho vyskyt bol zachyteni aj
v extracelularnom prostredi a to hlavne v leukocytoch, lymfocytoch a monocytoch a inych
bunkich imunitného systému. V Struktire obsahuje Styri podobné domény s obsahom
70-80 aminokyselin usporiadanych do kompaktnej vo vode rozpustnej Struktare. Ma
reverzibilni na vapniku zavislu afinitu k membranovému aminofosfolipidu Ps. Vyznacuje sa
taktiez vel’kou afinitou k apoptickym bunkam, Ziadnou imunogenicitou a nespdsobuje toxicitu
in vivo, ¢o z neho robi jednu z dominantnych sond k detekcii a zobrazeniu apoptozy. Klinicka
aplikacia zobrazovania Annexinu V sa vyvija hlavne v oblasti onkologie, pri transplantacii
organov a kardiovaskularnych ochoreniach (Hu ef al., 2012, Post et al., 2002, Tait et al., 2005,
Bollinger et al., 2020).
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Mechanizmus detekcie je zalozeny na fluorescencne zna¢enom Annexine V, napriklad
pomocou fluorescein isothiokyanatu (Annexin V-FITC), vd’aka ktorému je mozné zaznamenat’
a kvantifikovat’ mnozstvo apoptickych buniek. Fosfatidylserin ako neoddelitel'na stcast
plazmatickej membrany, ktory je aktivne viazany na vnutorni membranu v zdravej bunke je
v procese apoptozy translokovany na vonkajsiu vrstvu plazmatickej membrany. Jeho hodnoty
su zaznamenavané vdaka luminiscenéne znaCenému konjugitu Annexin V, ktory je
preferovanou sondou pre fosfatidylserin vzhl'adom na jeho vysoku afinitu ku vapniku
a selektivite k lipidom. Luminiscenény signal je umerny expozicii fosfatidylserinu
a fluorescen¢ny signal je generovany ako nasledok straty integrity membrany a vdzby na
jadrové Struktury. Luminiscen¢ny signdl je mozno zaznamendvat’ na ¢itacke mikrotitraénych
dosti¢iek, mikroskopicky, ¢i pomocou prietokovej cytometrie a vysledné tidaje sa vyuzivaju

k sledovaniu kinetiky a rozsahu apoptickej odozvy (Tavakoli et al., 2015, Kupcho et al., 2019).

Z d’alsich molekuldrnych zmien vyskytujuce sa v umierajicich bunkéach pocas apoptdzy
je aktivécia kaspadz (kaspaza-3 a kaspaza-7), depolarizicia plazmatickej a mitochondrialnej
membrany a strate integrity plazmatickej membrany, ku ktorej dochadza pocas nekrozy (Neves

& Brindle, 2014).
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6 CIELE PRACE

e Stanovenie fotodynamickej aktivity vybranych derivatov Pc na nadorovej bunkove;j

linii 'udskych HeLa buniek po rd6zne dlhej inkubacnej dobe (0,4 a 12 h).

e Overenie fotodynamickej aktivity na d’al§ich bunkovych liniach - MCF-7, HCT-116 a
EA.hy926.

e Subcelularna lokalizacia Studovanych PS v HeLa bunkéach.

e Stanovenie bunkovej smrti.

e Zhodnotenie a porovnanie u¢inku studovanych latok na bunkovej liniu.
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7 EXPERIMENTALNA PRACA

7.1 Zakladné vybavenie pre pracu s buneénymi liniami

e 96-jamkové mikrotitraéné dosticky s plochym dnom (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné plastové pipety rozneho rozsahu (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné Pasteurove pipety (Brand, Nemecko)

e sterilné plastové Spicky rozneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e sterilné plastové inkubaéné nadoby T75 (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné mikroskimavky r6zneho objemu (Eppendorf, Nemecko)

e sterilné laboratorne sklo (Simax, Ceska republika)

e sterilné plastové vanicky (Eppendorf, Nemecko)

e Petriho misky so sklenenym dnom vhodné pre konfokalnu mikroskopiu (WillCo Wells
B.V., Holandsko)

¢ Biirkerova komorka (Brand, Nemecko)

e 96-jamkova biela mikrotitracné dosticka s ¢irym dnom na stanoveni luminiscence

a fluorescence (Corning Incorporated, USA)

7.2 Pristrojové vybavenie

e pipetovaci nadstavec Biohit Midi Plus (BioHit, Finsko)

e automatické pipety r6zneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e 8-kanalova elektonickd pipeta e-PET BioHit 50-1200 pl (BioHit, Finsko)

e Dbunkové¢ inkubatory s termostatom a regulaciou koncentracie CO> (Sanyo a Esco)
e boxy s laminarnym pridenim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Taliansko)

e vodny kupel’ (Memmert, Nemecko)

e 450 W xenonova lampa Newport (Newport Corporation, USA)

e dostickova trepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Nemecko)

e Citatka mikotitraénych dosti¢iek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Svajéiarsko)
e (itatka mikotitraénych dosti¢iek Tecan SPARK (Tecan Group Ltd., Svajéiarsko)
e centrifuga Hermle Z 300 (Hermle Labor Technik, Nemecko)

e konfokalny laserovy rastrovaci mikroskopicky systém Nikon A1+ (Nikon, Japonsko)
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7.3 Chemikalie a reagencie

e kultivatné médium DMEM (Lonza, Belgicko)

e kultivaéné médium CO; Independent Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)

e ultraglutamin I (Lonza, Belgicko)

e penicilin/streptomycin (P/S, Lonza, Belgicko)

e HEPES pufor (Lonza, Belgicko)

e fetalne bovinné sérum (Sigma-Aldrich, Nemecko)

o fosfatovy pufor, tabletky (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e trypsin/EDTA (T/E, Lonza, Belgicko)

e HAT suplement (Thermo Fisher Scientific, USA)

e trypanova modra, 0,4% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e roztok peroxidu vodika, 3% (Fluka, Sigma, Nemecko)

e roztok neutrdlnej Cervene, 3,3mg/ml (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e fixacny roztok pre neutralnu Cerven (roztok 1% CaCl, v 0,5% formaldehyde)

e lyzacny roztok pre neutralnu ¢erven (1% roztok l'adovej kyseliny octovej v 50%
etanole)

e dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, Nemecko)

e fotosenzitizér P41-1Zn-Me (d’alej v praci uvadzana ako ,,P41%; vedecka skupiny prof.
Zimcika, FaF UK)

o fotosenzitizér P39-1Zn-Me (d’alej v praci uvadzana ako ,,P39%; vedeckd skupina
prof.Zim¢ika , FaF UK)

e Digitonin (EMD Millipore Corp., USA)

e FasL(Sigma-Aldrich, Nemecko)

e Bortezomib (EMD Millipore Corp.,USA)

e RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (Promega, USA)
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7.4 Bunkova kultura

7.4.1 Bunkova linia HeLa

Na experimentalne stanovenia sa pouzila kultura 'udskych buniek Hela, oznacena
podl’a jej drzitel'ky Henrietty Lacksovej, ktorej bola diagnostikovana rakovina kréku maternice.
Po jej smrti v roku 1951 sa bunkova linia stala najpouzivanejSou liniou v biomedicinskom
vyskume tvoriaca zlaty Standard vd’aka nepretrzitému deleniu jej buniek. Bunkova linia HeLa
bola vyuzitd v mnohych stadiadch a vyskumnych pracach po celom svete a prave zasluhou tejto
HeLa linie sa podarili vel'ké vyskumy v oblasti diagnostiky 'udského papilomavirusu (HPV),
rakoviny krcka maternice, vratane vyvoja vakciny proti obrne v roku 1952 (Mittelman &

Wilson , 2013).

Vyskumy a experimentdlne prace na bunkovej linii pokracuju aj nad’alej vd’aka stabilite
gendmu obsiahnutému v HeLa bunkach a umoznuju diagnostiky numerickych a Strukturalnych
chromozomovych aberécii identifikovanych pomocou metdd ako SKY (spectral karyotyping),
CGH (comparative genomic hybridization) a FISH (fluorescence in situ hybridization)

(Macville et al., 1999).

V néviznosti na tieto metddy diagnostiky genomovych aberacii v roku 2013 nadviazal
Landry et al. vyskumnou pracou zameranou na sekvenovanie DNA a RNA bunkovej linie HeLa

Kyoto so zameranim na mutacné portfolio a profil génovej expresie (Landry et al., 2013).

V naSich experimentoch sa pouZzivala bunkova linia HeLa ziskana od Americkej banky

bunkovych linii (ATTC, USA).

7.4.2 Kultivaéné médium

Kultivaéné médium pouZivané pre HelLa bunky sa pripravilo z DMEM (Dulbecco’s
modifield Eagle’s medium) bez fenolovej cervene,do ktorého sa dalej postupne pridal
ultraglutamin I (2%), P/S (1%), HEPES pufor (1%) a FBS (10%). Médium obsahujuce FBS sa
oznacuje tieZ ako sérum obsahujiice médium (SCM, serum-containing medium) a je pripravené

ku samotnej kultivacii a experimentom.

28



Priprava kultivaéného média prebiehala v sterilnych podmienkach, ktoré boli
dosiahnuté v lamindrnom boxe. Po pridani jednotlivych latok bolo potrebné pripravované
médium dokladne zamiesat. Hotové médium sa skladuje v chladnicke a pred jednotlivymi

pouzitiami sa nechalo vytemperovat’ vo vodnom kupeli na 37°C.

Bunkové¢ linie MCF-7 a HCT116 boli kultivované v rovnakom médiu ako HeLa. Bunky
EA_.hy926 potrebovali suplementovat’ médium este 2% HAT.

Na experimentalne stanovenie bunkovej smrti sa pouzilo médium nezavislé na CO»
(COz independent medium) suplementované 10 % FBS, 1 % P/S a 2 % ultraglutaminom I, ktoré
bolo pripravované v sterilnych podmienkach, a taktiez d’alej uchovavané v chladnicke

a temperované vo vodnom kupeli pred experimentalnou pracou.

7.4.3 Kultivacia buniek

Kultivécia buniek prebieha vo vopred pripravenom SCM médiu konkrétne v sterilnych
plastovych inkubacnych kultivaénych fl'aSiach T75. VSetka praca prebiehala za Standardnych
podmienok v sterilnom lamindrnom boxe. Takto pripravené médium s bunkami bolo

uchovavané v bunkovom inkubatore pri teplote 37°C, 5% CO; atmosfére a konsStantnej vlhkosti.

Kultivacia HeLa buniek na stanovenie bunkovej smrti prebieha v inkubéatore pri teplote
37°C v médiu, ktoré bolo nezavislé na CO; bez kontroly humidity a atmosféry. Médium v tejto

kultare bolo nutné vymienat’ kazdy druhy den.

7.4.4 Pasazovanie buniek

K pasadzovaniu buniek dochadza po dostato¢nej dlhej dobe rastu v kultivacnej nadobe,
teda po dobu, kedy bunky zaplnia 80-90% povrchu dna a dostavaji sa do vzajomného kontaktu.
Tento proces sa kontroluje a trva priblizne 3-4 dni, kedy sa mikroskopicky sleduje morfologicky
tvar buniek a pripadna pritomnost’ kontaminacie. Tento ¢as bol zvoleny preto, aby sa zamedzilo

neziaducim morfologickym zmenam,zmeném vlastnosti a Zivotaschopnosti bunkovych kultuary.

Proces samotného pasdZovania, taktiez oznaCovany ako proces subkultivacie, je
metodika prenesenia Casti vykultivovanych buniek do cerstvého média v novej fTasi.
PasaZovanie sa vyuZiva hlavne kvoli udrzaniu zivotaschopnosti bunkovych kultar pripravenych

v in vitro podmienkach a je potrebné ho vykondvat v pravidelnych intervaloch.
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Ako prvym krokom pri pasdzovani sa zaCina odobratim starého média z pdvodne;j
nadoby. Nasleduje oplach bunkovej kultiry roztokom sterilného nahriateho PBS pufru v poradi
dvakrat za sebou. K takto pripravenych bunkam sa priddva rovnomerne 1 ml roztoku trypsinu
s EDTA (T/E), ktorého hlavnou néapliiou je oddelenie buniek od dna nddoby. Nadoba sa vklada
do inkubéatora nahriateho na 37°C po maximalnu dobu maximalne 5 minut. V tomto casovom
intervale sa kontroluje pod mikroskopom oddelenie buniek od spodku nadoby. Nasledne sa do
nadoby pridava 9 ml SCM, ktoré spdsobi inaktivaciu pritomného trypsinu v nadobe, aby

nedoslo k znaénému poskodeniu pritomnych buniek.

Bunky s inaktivovanym trypsinom su dokladne resuspendované a oplachnuté procesom
opatovného nasatia a vypustenia obsahu nadoby do pipete proti spodku nddoby, aby sa docielilo
homogénnej suspenzii bez pritomnosti zhlukov buniek. Cast tejto suspenzie sa odoberie do
novej sterilnej kultivacnej nadoby, do ktorej sa predtym napipetovalo 15 ml nahriateho nového
cerstvého média. Mnozstvo odobratej suspenzie sa voli vzhladom na ich aktualny stav
konfluencie a stavu z predchddzajicich pasazi. Suspenzia v novej nadobe sa rovnomerne
premiesa a rozprestrie na spodok fl'ase znovu opdtovnym nasatim a vypustenim suspenzie.
Takto pripravené bunky sa kultivuja za standardnych podmienok v inkubéatore do d’alSej pasaze.
ZvySok pritomnej bunkovej suspenzie v povodnej starej nadobe sa pouzije na nasadzovanie

buniek na experiment.

Bunky HelLa pripravované k stanoveniu bunkovej smrti bolo potrebné pripravit’ na iné
kultiva¢né podmienky, t.j bez atmosféry CO,, preto pasdZovanie prebiehalo v prvy den
spasdzovanim buniek v pomere 1:1 do CO; independentného média a poévodného média
DMEM. Na druhy dent sa bunkdm vymenilo médium za Cist¢ CO> independentné médium,

v ktorom st d’alej uchovavené v inkubatore pri 37°C bez atmosféry CO; a zvySenej vlhkosti.

Vsetky kroky zahfilajlice pasdZovanie buniek sa uskutocnuju za prisne sterilnych
podmienok v lamindrnom boxe a jednotlivé vyuzité roztoky st vopred vytemperované na

teplotu 37°C vo vodnom kupeli.
7.4.5 Stanovenie poctu Zivotaschopnych buniek
Stanovenie poctu Zivotaschopnych buniek sa uskuto¢iiovalo v Biirkerovej komorke

mikroskopicky pomocou suspenzie buniek v trypanovej modrej. Vd’aka schopnosti buniek

absorbovat’ farbivo, trypanova modré difunduje cez membranu do vnutra bunky. V zivych
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bunkach dochadza k aktivnemu transportu farbiva opiatovne von, kde u mftvych buniek je tato
funkcia bunky poruSend a farbivo je zadrziavané vo vnutri bunky. Mikroskopicky nasledne
pozorujeme dva typy buniek a to svetlé sférické bunky, ktoré su zivé a bunky s absorbovanou

modrou farbou ¢o su bunky mrtve.

Z pracovnych pomdcok sme vyuzili ako prvi mikroskiimavku, kde sme si napipetovali
0,4% roztok trypanovej modrej. V pomere 1:1 sme k tomuto roztoku pridali dostato¢ne
premieSanii bune¢nu suspenziu, ktorda nam zostala v povodnej nadobe z pasdzovania.
Mikroskiimavka s farbou a suspenziou sa nésledne poriadne premiesala na vortexe a nechala
inkubovat’ pri laboratornej teplote po dobu 5 minut. Pred aplikaciou do Biirkerovej komorky sa
zmes opdtovne premiesSala. Na kazda polovicu komorky sa aplikovalo 10 pl tejto zmesi a pod
mikroskopom prebiehalo hodnotenie. Hodnotil sa pocet Zivych neofarbenych buniek na kazdej
polovici komorky. Ziskany pocet zivotaschopnych buniek sa nésledne prepocital na 1 ml

suspenzie.

7.4.6 Nasadzovanie buniek na experiment

Nasadzovanie buniek na samotny experiment prebiehalo za sterilnych podmienok
v lamindarnom boxe. Ako prvé sa pripravila do sterilnej vanicky suspenzia Cerstvého vopred
vytemperovaného SCM média vo vodnom kupeli s bunkovou suspenziou ziskanou zo starej
nadoby po pasdzovani. Objem SCM a mnozstvo odobratej bunkovej kultury sa ziskalo
vypoctom vysledného poctu Zivych buniek v suspenzii trypanovej modrej. PoZadovana
koncentracia 75 000 buniek/ml zabezpecila konstantné podmienky pre hodnotenie vysledkov

a zabezpecila taktieZ ich reprodukovatel'nost’ v ramci sé€rie merani.

Pre nasadzovanie buniek sa pouZili rovnaké kultivaéné nadoby a zachovavala sa
rovnaka koncentracia bunkovej suspenzie. Vo vanicke sa zmes média a bunkovej kultury
poriadne zamieSala a pomocou elektrickej multikanalovej automatickej pipety sa suspenzia
aplikovala na 96-jamkovli mikrotitraénti dosticku v objeme 100 pl na kazdu jamku dosticky,
ktora tak obsahuje priblizne 7 500 buniek. Takto pripravené dosti¢ka bola vloZena na 24 hodin

do bunkového inkubdatora s vhodnymi Standardnymi podmienkami.

Pre bunkovu smrt’ bol zachovany rovnaky postup prace stanovenia zivotaschopnosti
buniek trypanovou modrou spolu s nasadenim buniek (v tomto pripade sa pridaval objem 200

ul bunkovej suspenzie) na experiment do bielej 96-jamkovej dosticky s prehladnym dnom,
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ktora sa v tomto pripade liSila od beznej dosticky pouzivanej na stanovenie fotodynamicke;j

toxicity. Inkubdécia prebieha 24 hodin pri 37°C v prostredi bez pristupu CO; a vlhkosti.

7.5 Pouzité fotosenzitizéry

PS pouzivané vramci experimentalnej Casti bakalarskej prace boli syntetizované na
Farmaceuticekej fakulte v Hradci Kréalové, Univerzity Karlovy, konkrétne na katedre
Farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy. Ich vyvinom a syntézou sa zaoberala vedecka

skupina pod vedenim prof. PharmDr. Petra Zimcika, Ph.D.

\
-
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P39-1Zn-Me P41-1Zn-Me

Obrazok 8 Struktiry skimanych PS —azaftalocyanin P39 a ftalocyanin P41.

Obe zo Studovanych latok obsahovali centralne koordinovany atom zinku a su taktieZ
nositelom kladného naboja. Zaklad oboch spominanych latok je tvoreny ftalocyaninoveé (Pc)
jadrom, ku ktorému st d’alej naviazané rézne substituenty. U latky P39 doslo k nahradeniu
jedného z uhlikov v Strukture Pc za atom dusiku, takZe sa tato latka radi do dusikatych izosterov
Pc, teda do skupiny AzaPc. Obe Studovany latky su amfifilnej povahy — na jednu Stvrtinu
molekuly je naviazany hydrofilny (nabity) substituent, priCom zvySné tri Stvrtiny su
substituované cez sirny mostik lipofilnymi funkénymi terc-butylovymi skupinami (Obr.8).

Zasobné roztoky o koncentraci 10 mM boli pripravené rozpustenim PS v sterilnom DMSO.
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7.5.1 Nasadenie latok na kultiva¢nu doSticku

Proces nasadzovania latok prebiehal v sterilnom prostredi laminarneho boxu a samotna
manipulacia so Studovanymi latkami v zasobnych ¢i pracovnych roztokoch prebichala za
prisnych podmienok bez pristupu svetla, vzhladom na moZznost’ predCasnej fotoaktivacie

pouzitych PSs.

Po 24 hodinéch sa k narastenim bunkam na dosticky pridali Studované latky o roznych
koncentraciach, ktoré sa pripravovali v mikroskimavkach nariedenim SCM so sterilnym
zasobnym roztokom latky. Jednotlivé koncentracie boli potom nasadené do danych jamiek
dosticky. Okrem buniek s pridavkom PSs sa na dosticke ponechala Cast’ buniek, ktora slizila
ako neovplyvnena kontrola (negativna kontrola). K d’alSej Casti buniek sa pridalo letalne
mnozstvo H>O2, Co sluzilo ako kontrola umrtnosti buniek (pozitivna kontrola). Dosticky
s nasadenymi latkami sa nasledne vlozili do bunkového inkubatora podl'a potrebného ¢asového
intervalu bud’ na 12 hodin alebo 4 hodiny. S vynimkou ,,inkubécie” 0 hodin, kedy doslo

k okamzitému oZiareniu buniek.

Pri nasadzovani latok na bunkovi smrt’ bol postup podobny s experimentalnym
stanovim PDT s tym rozdielom, Ze stanovované latky boli pripravované v CO; independent
médiu. Mikrotitratna dosticka d’alej obsahovala bunky neovlyvnené, sliZiace ako kontrola,

a kontrolu bez buniek, ktoré sa pouzila ako hodnota blanku pozadia.

7.5.2 Fototoxicita

Po skonceni potrebného intervalu doslo v priestoroch laminarneho boxu bez pristupu
svetla k vymene starého média s novym sterilnym médiom. K vymene sa pouZivala automaticka
multikanalova pipeta v objeme 100 pl a dany objem Cerstvého vopred nahriateho média sa
v dosticke vymenil dvakrat, aby sa v dostatoénom mnozstve odstranili zvySkové PSs, ktoré sa

nedostali do buniek.

Dosticka s takto vymenenym médiom sa hned’ prenaSala k 450 W xenonovej lampe
osadenej vodnym a long-pass filtrom (A>570 nm; 12,4 mW/cm?), kde sa po dobu 15 mintit cela
dosticka oziarila (11,2 J/cm?). Vkladanie dosti¢ky s bunkami a samotné oZiarenie prebiehalo
dvoma sposobmi vzhl'adom na Casovy interval inkubédcie s PSs. Prvym spdsobom bolo

vkladanie dosticky pod zdroj ziarenia, Cize oZiarenie dosticky prebiehalo zo zhora. Tento
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spOsob sa vyuzival pre dosticky inkubované v intervale 12 a 4 hodiny. Druhym spo6sobom bolo
vkladanie dosticky nad zdroj Ziarenia, kedy bola dosticka s bunkami oZarovana zo spodu a tento
postup bol vyuzivany pre bunky inkubované s PSs v intervale 0 hodin (k odvratenie negativneho
vplyvu tzv. ,,inner-filter* efektu na aktivitu Studovanych latok). Po skonceni doby Zziarenia sa
dosticka vracala opat’ do inkubatora, kde za Standardnych podmienok bola inkubovana d’alSich
24 hodin. Nasledujucim krokom bola stanovenie Zzivotaschopnosti buniek metdédou

vychytévania neutralnej ¢ervene (NRU; z ang. Neutral Red Uptake assay).

Kultiva¢na dosticka s latkami na stanovenie bunkovej smrti bola ozarovand zo spodu
(rovanaka vinova dlZka a Cas oziarenia) s pouzitim média CO; independent vymenou za 200 pl.

Experiment d’alej prebiehal podla postupu v casti 7.7.

7.6 Stanovenie Zivotaschopnosti buniek pomocou neutralnej ¢ervene

NRU patri medzi testy zivotaschopnosti buniek, kedy sa in vitro kvantitativne hodnoti
pocet zivych buniek v kultire po xenobioticky indukovanej cytotoxicite. Patria medzi
najpouzivanejsie testy cytotoxicity vo farmaceutickom, kozmetickom, biotechnologickom
alebo tabakovom priemysle. Su zaloZené na schopnosti Zivotaschopnych buniek inkorporovat’
a viazat' supravitdlne farbivo neutrdlnej cervene (NR), slabé kationové farbivo,
v lyzosomocha endosomoch buniek. Lyzosomyst kyslé bunkové organely s obsahom
hydrolytickych enzymov katalyzujicich trdvenie makromolekul pripadne recyklaciu
bunkového materialu, zatial’ co endosomy funguju ako intracelularny transportny systém pre
endocytozu produktov lyzosomdlnej degradacie. Pri cytotoxickych testoch sa vyjadruje
koncentracne zavislé zniZenie absorpcie neutrdlnej cervene po vystaveni skimanému
xenobiotiku. Vo vyslednej interpretacii sa predpoklad4, ze mnozZstvo absorbovaného NR
farbiva bunkami je priamo umerné celkovému poctu zivotaschopnych buniek (Repetto ef al.,

2008, Cudazzo et al., 2019).

Principom stanovenia je schopnost’ NR ako slabého kationického farbiva prechadzat
cez bunkovi membranu a difundovat do bunky v nenabitej forme a nahromadit’ sa
v lyzosomoch. Vd'aka tomu, Ze vo vnutri lyzosomov je udrziavané kyslé pH a teda stabilny
protonovy gradient, ktory vedie k protonizécii inkorporovanej NR, nasledne nie je mozny
prestup NR spét’ do cytoplazmy cez intaktné membrany, ¢o je indikéciou Zivotaschopnosti
buniek. Naopak u buniek s naruSenou integritou membrany lyzosomov spdsobenou

xenobiotikom alebo bunkovou smrt'ou sa NR vyplavuje z buniek von (Fields et al., 2017).
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Pred pridanim pracovného roztoku NR bolo potrebné v celej dosticke pomocou
multikanalovej pipety v objeme 100 pl vymenit médium buniek dvakrat za sebou. Oplach
buniek ¢istym predhriatym médiom sluzi hlavne kvoli tomu, aby sa odstranili zvysky PSs, ktoré
by pri naslednom vyhodnocovani mohli sposobit’ faloSne zvySenu absorbanciu NR. Pracovny
roztok NR sa pripravil nariedenim zasobeného roztoku NR s prisluSnym mnozstvom média.
Pomocou automatickej multikanalovej pipety sa do jednotlivych jamiek dosticky napipetovala
90 ul pracovného roztoku o findlnej koncentracii 30 pg/ml. Dosticka s bunkami a pridanym

roztokom NR sa potom vlozila do inkubatora na 2 hodiny s teplotou 37°C.

Po 2 hodinovej inkubacii sa odstranilo z dosticiek vSetko médium s NR a bunky v kazdej
jamke sa fixovali ku spodku mikrotitra¢nej dosticky roztokom 1% CaClz v 0,5% formaldehyde.
Fixa¢ny roztok sa do kazdej jamky pridaval v objeme 100 pl pomocou automatickej

multikanalovej pipety, a bol inkubovany pri laboratérnej teplote po dobu 15 minut.

Po inkubacii sa fixa¢ny roztok odstranil a jednotlivé bunky v jamkach boli dvakrat
oplachnuté 100 pul PBS. Nakoniec sa do jamiek s bunkami pridalo 100 pl lyza¢ného roztoku
(1% roztok l'adovej kyseliny octovej v 50% etanole). Dosticky sa vlozili na 30 min0t na

dostickovu trepacku. Bunky sa nechali lyzovat’ na trepacke pri laboratornej teplote.

Po uplynuti 30 minut sa dosticky s lyzovanymi bunkami hodnotili spektrofotometrom
Tecan Infinite M200. Cita¢ka mikrotitradnych dostigiek bola nastavena na meranie absorbancie
pri vinovej dizke 540 nm . Vysledné hodnoty merania sa zaznamenévali v programe Microsoft
Office Excel a spracované vysledky predstavovali percento pozitivnej kontroly, ciZe

zivotaschopnost’ buniek na dosticke.

7.7 Stanovenie bunkovej smrti

Annexin V je beZne pouzivany k S$tadiu buniek na zdklade stanovenia ich
zivotaschopnosti, apoptézy alebo nekrozya to vdaka sledovaniu rozdielov v integrite
a permeabilite plazmatickej membrany. Apoptoza ako naprogramovana, fyziologicka bunkova
smrt’ spolu s nekrézou hrajii doleziti ulohu v homeostaze tkaniva. S pochopenim zékladnych
mechanizmov veducich k tymto dejom je mozné uplatnit’ nové ciele terapeutickej lieCby
ochoreni sledovanim nerovnovahy medzi proliferaciou a stratou buniek. Asymetria
plazmatickej membrany, ako jednym z prvych prejavov apoptézy, s odhalenim zvyskov PhSer

na vonkaj$ej membrane, spdsobuje silné a Specifické naviazanie Annexinu V, ktoré umoziuje
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detekciu straty asymetrie plazmatickej membrany pri apoptickom deji (Rieger et al., 2011, van

Engeland et al., 1998).

Ku stanoveniu bunkovej smrti sa pouzil test apoptézy a nekrozy RealTime-Glo™
Annexin V (Promega Corporation, USA). Ide o test merania Zivotaschopnosti (nelyticky)
buniek v redlnom case (kineticky), zalozeny na merani expozicie PhSer na vonkajSom povrchu
plazmatickej membrany v apoptickom procese. Meranim expozicie PhSer ide o velmi
spolahlivu a validovanui metodiku na stanovenie hodnoty apoptozy. V teste RealTime-Glo ™
je viazba Annexinu V detekovana luminiscenénym signdlom ako prejavom apoptdzy, a pre
nekrozu ide o detekciu fluorescencného signalu. Samotné meranie signalu prebieha na Citacke

mikrotitraénych dosticiek.

Healthy Cell Early Apoptosis Secondary Necrosis

LgBiT SmBIT
. NanoBiT®
Luciferase

Annexin ¥ Annexin V
Necrosis

Detection
Reagent

e e e "R gly
L A4 Phosphatidyl L L4
Sorme A 1) e
PS confined to inner leaflet PS translocation to outer leaflet PS on inner and outer leaflet
Cell membrane intact GCell membrane intact Cell membrane compromised
Luminescence (RLU) negative Luminescence (RLU) FOSITIVE Luminescence (RLU) POSITIVE
Fluorescence (RFU) negative Fluorescence (RFU) negative Fluorescence (RFU)

Obrazok 9 Bioluminiscencnd detekcia expozicie fosfatidylserinu v apoptickych bunkach
v redlnom Case (prevzaté z RealTime-Glo Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay Technical

Manual, Promega).

Detekény reagent v RealTime-Glo ™ Annexin V obsahuje ekvimolarny pomer dvoch
Annexin V flznych proteinov (Annexin V-LgBiT a Annexin V-SmBiT) obsahujucu
komplementarne podjednotky NanoBiT® luciferasy. Cinidlo taktiez obsahuje Gasovo
uvol'novany luciferasovy substrat, ktory je stalym zdrojom substratu pocas experimentalneho
stanovenia. Luciferasové proteinové podjednotky maji vel'mi slabu vzdjomnu afinitu ak st
vol'ne v roztoku. Luminiscencia zostava nizka, az do momentu expozicie PhSer, na ktory sa
molekuly Annexinu viazu a tieto dve podjednotky sa prinesu do svojej blizkosti. Sucast'ou testu
je tiez test bunkovej nepriepustnosti, pomocou profluorescenc¢ného farbiva s afinitou k DNA,

ktoré umoziuje detekciu nekrozy.
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Zakladné kroky a podmienky stanovenia bunkovej smrti na bunkovej linii HeLa
procesmi pasazovania, stanovovania zivotaschopnosti buniek pomocou trypanovej modre;j,
nasadzovanim buniek na experiment a samotného nasadzovania latok na dosticku su opisané

v predchéadzajucich castiach.

Hlavnym rozdielom v porovnani s experimentalnym stanovenim PDT je v pouZitej
mikrotitacnej dosticke a kultivaénym médiom. Na experimentalne stanovenie bunkovej smrti
sa pouzivaju biele sterilné¢ 96-jamkové mikrotitracné dosticky s priehl'adnym dnom, aby sa
minimalizoval medziprechod fluorescencie a luminiscencie v ramci jamécok. Dalsim
dolezitym vybavenim pre stanovenie je CitaCka mikrotitratnych dosti¢iek so schopnostou
merat’ luminiscenciu spolu s fluorescenciou. HeLa bunky museli byt naviac pred experimentom

navyknuté na Specialne kultivacné médium nezéavislé na COs.

Samotny kit pre stanovenie bunkovej smrti sa uchovava v mraznicke v teplotnom
rozmedzi od -10°C do -30°C. Pred samotnym pouzitim sa substraty nechali rozpustit' pri
laboratérnej teplote. Fuzne proteiny sa dodavaju skladované v 50% glycerole a skladujt sa pri
nizkych teplotach. V pripade pouZitia jednotlivych komponent stipravy je odporucané ich
rozmrazenie a rozdelenie na viac objemov a nevyuzité alikvoty d’alej skladovat’ v mraze. Takto
pripravené detekcné ¢inidla je mozné skladovat pri izbovej teplote, 4°C alebo 37°C az 18 hodin,
ale je odporucané ich okamzité vyuzitie. Annexin V NanoBiT® substrat je rozpustny vo vacsine
médii pre rast a udrZanie buniek, ale jeho rozpustnost’ je moZné potencovat’ pridavkom
sérovych doplnkov (napr. 10% FBS ¢i 10% konské sérum). Substrat je vhodné pridavat’ do
vopred nahriateho média a nésledne hned’ vortexovat do Uplného rozpustenia substratu.
K zlepSeniu vizobnej interakcie medzi Annexinom V a PhSer sa odporic¢a pridanie Ca®"
(CaClp), na ktorom je tato vdzba zdvisld. Pri samotnom staveni sa odporuca zaradit’ v rdmci
stanovovania kontroly so substratmi a bez substratov, aby bolo moZzné potvrdit’ znaSanlivost’
reagencii. DoSticky sa inkubujupri 37°C s nasadenym vekom, aby sa prediSlo teplotnym

rozdielom medzi testovacimi bunkami a ¢inidlami a minimalizovalo sa riziko kontaminacie.
V ramci stanovenia sa odporacaju 3 typy kontrol:

A. Kontroly bez buniek, ktoré budi sluzit na detekciu generovaného
luminiscencného a fluorescencného pozadia. Priemerné hodnoty pozadia

luminiscencie a fluorescencie v kontrolach bez buniek sa od¢itaji od vsetkych
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testovanych vzoriek na normalizéciu tdajov testu. Do jamiek sa prida 100 ul
kultivaéného média a 100 pl detekéného cinidla.

B. Kontroly bez zlucenin (iba s bunkami), do ktorych sa pridava 50 ul kultivaéného
média a 50 ul buniek, a nasledne 100 ul detekéného Cinidla. Tieto kontroly budu
sluzit’ na porovnanie s testovanymi vzorkami v priebehu merania.

C. Pozitivne kontroly so zliceninou obsahujuce 50 pl zluceniny indukujucej
apoptézu (pripadne nekrozu) so znamymi koncentraciami, 50 ul nasadenych
buniek a pridavok 100 pl detek¢ného cinidla. Tieto jamky budt vyuzité pre
preukdzanie pozitivnej kontroly ¢inidla a na stanovenie relativnej velkosti

odozvy pri skimani neznamych zlucenin.

Pred samotnou pripravou detekéného reagentu je potrebné substrat Annexin V
NanoBit®, CaCl a detekéné ¢inidlo pre nekroézu rozmrazit’ pri izbovej teplote a Annexin V-
SmBiT spolu s Annexin V-LgBiT umiestnit’ na I'ad. Po rozmrazeni je vhodné aj kratke
scentrifugovanie vSetkych komponent. Po stanoveni potrebného objemu detekéného reagencia
sa do sterilnej plastovej skumavky s uzaverom pridd potrebné mnozstvo predhriateho
kultivaéného média. Nasledne sa prida potrebné alikvotné mnozstvo AnnexinNanoBit®
substratu a cely objem sa zvortexuje. V d’alSich krokoch sa podobnym spésobom postupne prida
CaCly, nekrozu detekujuce €inidlo, Annexin V-SmBiT a Annexin V-LgBiT. Po pridavku

poslednych dvoch substratov je potrebné opatrné premieSanie, tak aby nevznikli bublinky.

Na pripravent dosti¢ku s bunkami sa podobnym sposobom ako pri nasadzovani PSs
aplikovalo detekéné Cinidlo v objeme 100 ul a kultiva¢na dosticka sa vloZila na trepacku na
dobu 30s pri 500-700 rpm, aby dosSlo ku kompletnému a rovnomernému rozlozeniu latky
v jamkach dosticky. Takto pripravena dosti¢ka sa inkubuje za Standardnych podmienok
v bunkovom inkubatore. Nésledne st v 15 minatovych intervaloch v priebehu 24 hodin
zaznamenavané hodnoty luminiscencie a fluorescencie na ¢itacke mikrotitraénych dosticiek

Tecan SPARK.

7.8 Vyhodnotenie vysledkov

Vysledné hodnoty fototoxicitnych experimentov predstavovali ziskané hodnoty stredne;j
efektivnej (terapeutickej) koncentracie (ECso) vztahujice sa pre kazdl z stanovovanych PSs
latok. Kazda hodnota ECso pre danu Studovanu latku udévala koncentraciu, ktora po oZiareni

svetlom spOsobi pokles vo Zivotaschopnosti buniek na 50 % so zretelom na neovplyvnené
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bunky. Vysledky fototoxicitnych testov sa spracovavali pomocou programu Microsoft Office
Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA). Pomocou programu GraphPad Prism (GraphPad
Software, USA) sa z dat ziskanych pri experimente Studovanych fototoxickych latok vytvorili
grafy a zistila sa hodnota ECso. Data sa vyhodnocovali analyzou jednofaktorového rozptylu
(one-way ANOVA) s post hoc metodou viacnasobného porovnania podl'a Bonferonniho.
Vysledky experimentov, ktoré sa dali pokladat’ za signifikantné, boli predstavované hladinou
rozptylu (p) *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001. Vo vysledkoch sa uviedli data ako priemerné
hodnoty so smerodatnou odchylkou. Experimenty prevadzané pri cytotoxickych stanoveniach

sa uskuto¢novali minimalne v 4 opakovaniach.

Ziskané data zo stanovenia bunkovej smrti sa zaznamenévali do programu Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) v priebehu 24 hodinového merania hodndt
luminiscencie a fluorescencie na citacke mikrotitraénych dosti¢iek Tecan SPARK. Pre
jednotliva ziskanu veli¢inu sa vysledné data merané v 15 minttovych intervaloch prepocitali
na hodnoty priemerov a smerodatnych odchyliek. Vysledné data sa spracovavali v programe

GraphPad Prism (GraphPad Software, USA).

7.9 Subcelularna lokalizacia Studovanych latok

K stanoveniu subcelularnej lokalizacie sa pouzila bunkova linia HeLa, sledovana
fluorescen¢nou mikroskopiou. Bunky boli nasadené na Specialne sterilné Petriho misky so
sklenenym dnom vhodné pre konfokalnu mikroskopiu o koncentracii 10 000 buniek/ml SCM
po 0,5 ml. Bunky sa inkubovali 24 hodin, nasledne k nim po tomto ¢ase bol pridany skiimany
PS s poZzadovanou koncentraciou vo 2 ml SCM a inkubécia prebiehala d’alej po dobu 12 hodin
pri 37°C v COz inkubdtore. Po inkubécii sa bunky znacili Styrmi fluorescenénymi sondami a to
A) 20 min inkubécia s 0,4 uM MitoTracker™ Green FM ako mitochondridlnou sondou a
0,4 uM LysoTracker™ Blue DND-22 oznacujlica kysly organely (lyzosomy) alebo B) 10 min
inkubaciou s sondou 10 nM Hoechst 33342 pre znadenie jadier a 1xCellMask™ Green sondou
oznacujucou membrany. Po oplachu doslo k samotnej detekcii fluorescencie s vyuzitim filtrov

pre kanaly DAPI, FITC a Cy5 pomocou fluorescenéného mikroskopu Nikon Eclipse Ti E.
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8 Vysledky

8.1 Cytotoxicitné experimenty

8.1.1 P39
8.1.1.1 HelLa

Cytotoxicita latky P39 po 12 h inkubacii pred oziarenim (DLI; z angl. drug-light
interval) bola skimana na bunkovej linii HeLa v rozmedzi koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna koncentracia (ECso). ECso podla

ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 10 odpoveda 0,105 + 0,034 pM .
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Obrazok 10 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HeLa na koncentrécii latky P39 v SCM
(DLI=12 h).*, p <0.05; **, p<0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P39 s DLI = 4 h bola skimané na bunkovej linii HeLa v rozmedzi
koncentracii 0,005 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vyledkov sa stanovila strednéd efektivna
koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 11
odpoveda 0,064 = 0,020 uM.

P39 (DLI=4 h, HelLa)
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Obrazok 11 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek Hela na koncentracii latky P39 v SCM
(DLI=4 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P39 bez predchadzajucej inkubécie (DLI = 0 min) bola skimana na
bunkovej linii HeLa v rozmedzi koncentrécii 0,005 — 20 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov
sa stanovila strednd efektivna koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych

v grafe na Obrazku 12 odpoveda 13,99 &+ 2,01uM.
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Obrazok 12 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HeLa na koncentracii latky P39 v SCM
(DLI=0h).*, p<0.05; **, p <0.01; *** p<0.001.

42



8.1.1.2 MCF-7
Cytotoxicita latky P39 s DLI = 12 h bola skimané na bunkovej liniit MCF-7 v rozmedzi
koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna

koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 13
odpoveda 0,07 = 0,01 uM.

P39 (DLI =12 h, MCF-7)
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Obrazok 13 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunieck MCF-7 na koncentracii latky P39 v SCM
(DLI=12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.1.3 HCT-116

Cytotoxicita latky P39 s DLI = 12 h bola skimana na bunkovej linii HCT-116
v rozmedzi koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila stredna

efektivna koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodnét zobrazenych v grafe na Obrazku

14 odpoveda 0,05 + 0,01 uM.
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Obrazok 14 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HCT-116 na koncentracii latky P39
v SCM (DLI = 12 h).*, p < 0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.1.4 EA.hy926

Cytotoxicita latky P39 v DLI = 12 h bola skiman4 na bunkovej linii EA.hy926
v rozmedzi koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila stredna

efektivna koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku

15 odpoveda 0,07 + 0,02 uM.

P39 (DLI = 12 h, EA.hy926)

>

o)

.

el

c

)

f 100+
=

X

2

c

=5

o]

o

c

Q.

)

R o

(&)

[7})

)

0 0
E & P39 12h ECsy = 0.07 +0.02 uM
H

0.0001 0.001 001 0.1 q 10 100
Koncentracia (pM)

Obrazokl5 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek EA.hy926 na koncentracii latky P39
v SCM (DLI = 12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P39 bez predchadzajucej inkubacie (DLI = 0 h) bola skiimana na
bunkovej linii EA.hy926 v rozmedzi koncentracii 0,01 — 20 uM v SCM. Zo ziskanych
vysledkov sa stanovila stredna efektivna koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodnot

zobrazenych v grafe na Obrazku 16 odpoveda 16,37 + 3,12 uM.
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Obrazok 16 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek EA.hy926 na koncentracii latky P39
v SCM (DLI =0 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.2 P41

8.1.2.1 HelLa

Cytotoxicita latky P41 s DLI = 12 h bola skimané na bunkovej linii HeLa v rozmedzi
koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna
koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 17
odpoveda 0,079 = 0,020 uM.
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Obrazok 17 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek HelLa na koncentracii latky P41 v SCM
(DLI=12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P41 s DLI = 4 h bola skimané na bunkovej linii HeLa v rozmedzi
koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna
koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrdzku 18
odpoveda 0,037 = 0,009 uM.
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Obrazok 18 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek Hela na koncentracii latky P41 v SCM
(DLI=4 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P41 s DLI = 0 h bola skimana na bunkovej linii HeLLa v rozmedzi
koncentracii 0,01 — 10uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna
koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 19
odpoveda 1,63 + 0,78 uM.
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Obrazok 19 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HeLa na koncentracii latky P41 v SCM
(DLI=0 h).*, p<0.05; ** p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.2.2 MCF-7

Cytotoxicita latky P41 s DLI = 12 h bola skimané na bunkovej liniit MCF-7 v rozmedzi
koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila strednd efektivna
koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 20
odpoveda 0,06 = 0,01 uM.
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Obrazok 20 Graf zavislosti Zivotaschopnosti bunieck MCF-7 na koncentracii latky P41 v SCM
(DLI=12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.2.3 HCT-116
Cytotoxicita latky P41 s DLI = 12 h bola skimana na bunkovej linii HCT-116
v rozmedzi koncentracii 0,01 — 1 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila stredna

efektivna koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku

21 odpoveda 0,07 £ 0,02 uM.
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Obrazok 21 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek HCT-116 na koncentracii latky P41
v SCM (DLI = 12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.1.2.4 EA.hy926

Cytotoxicita latky P41 s DLI = 12 h bola skiimand na bunkovej linii EA.hy926
v rozmedzi koncentracii 0,0005 — 7uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila stredné
efektivna koncentracia (ECso). ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku

22 odpoveda 0,058 = 0,01 1uM.
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Obrazok 22 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek EA.hy926 na koncentréacii latky P41
v SCM (DLI = 12 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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Cytotoxicita latky P41 s DLI= 0 h bola skimana na bunkovej linii EA.hy926 v rozmedzi
koncentracii 0,07 — 20 uM v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila stredna efektivna
koncentracia (ECso). ECso podla ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 23
odpoveda 4,22 + 0,29 uM.
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Obrazok23 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek EA.hy926 na koncentracii latky P41
v SCM (DLI =0 h).*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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8.2 Subcelularna lokalizacia

K ziskaniu fotografickej dokumentécie bol pouziti invertovany fluorescen¢ny mikroskop
Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko) s chladenou s CMOS kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor
Technology, Spojené Kralovstvo) a LED fluorecenénym zdrojom (CoolLed pE-300 white,
CoolLed Ltd., Spojené Kral'ovstvo).

: nY a
o D;L’_
@ o ) Ry
e

P
rpembrana

Obrazok 24 Subcelularna lokalizacia latky P39 (Cervend) v bunkdch HeLla. Jadra farbené
Hoechst 33342 (modrd) a membréna CellMask Green (zelend). Prekryv fluorescenénych
kanélov (v lavo hore), vlastnd fluorescencia P39 s pouzitim kanalu Cy5 (v pravo hore),
membrana zobrazena FITC kandlom (v 'avo dole), jadra zobrazena kandlom DAPI (v pravo

dole).
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Obrazok 25 Subcelularna lokalizacia latky P39 (Cervena) v bunkach Hela, mitochondrie
farbené MitoTracker Green (zelend) a lyzosomy LysoTracker Blue DND-22 (modra). Prekryv
fluorescen¢nych kanéalov (v I'avo hore), vlastna fluorescencia P39 s pouzitim kanalu Cy5 (v
pravo hore), mitochondrie zobrazené FITC kandlom (v lavo dole), lyzosomy zobrazena

kanalom DAPI (v pravo dole).
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Obrazok 26 Subcelularna lokalizacia latky P41 (Cervend) v bunkidch HeLa, jadra farbené
Hoechst 33342 (modrd) a membréna CellMask Green (zelend). Prekryv fluorescen¢nych
kandlov (v l'avo hore), vlastna fluorescencia P39 s pouzitim kanalu Cy5 (v pravo hore),
membrana zobrazena FITC kandlom (v 'avo dole), jadra zobrazena kandlom DAPI (v pravo

dole).
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Obrazok 27 Subcelularna lokalizacia latky P41 (Cervena) v bunkach Hela, mitochondrie
farbené MitoTracker Green (zelend) alyzosomy LysoTracker Blue DND-22 (modrd). Prekryv
fluorescen¢nych kanéalov (v I'avo hore), vlastna fluorescencia P39 s pouzitim kanalu Cy5 (v
pravo hore), mitochondrie zobrazené FITC kandlom (v lavo dole), lyzosomy zobrazend

kanalom DAPI (v pravo dole).
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8.3 Bunkova smrt’

Hodnoty luminiscencie odpovedajice vizbe PS a Annexinu V a hodnoty fluorescencie,
ktoré st ukazatelom zmien v integrite membrany a naslednou vdzbou sondy na jadrova DNA
sa sleduju v Case. Zatial' ¢o pocas nekrozy (primarna nekréza) dochddza k narastu oboch
signalov sucasne, pocas apoptozy dojde najskor k narastu luminiscencie a s casovym odstupom
je detekovana sekundéarna nekr6za pomocou narastu fluorescencie. Ako pozitivne kontroly boli
pre apoptéozu pouzité FasL (induktor vonkajSie cesty apoptozy) a bortezomib (induktor

vnutorna cesty apoptozy). Pre nekrozu bol pouzity ako pozitivna kontrola digitonin.
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Obrazok 28 Stanovenie bunkovej smrti indukované pomoci pozitivny kontroly pre primarnu
nekrdzu —digitonin s koncentraciou 25 pg/ml.Sledovanie bunkovej smrti v ¢ase vyuzivajucich
Annexin V (zeleny; hodnota luminiscencie) a DNA viazajicu sondu (Cervend; hodnota

fluorescencie). Medzi vyraznym ndrastom oboch signalov nie je Ziadne oneskorenie.
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Obrazok 29 Stanovenie bunkovej smrti indukované pomoci pozitivny kontroly pre apoptozu —
bortezomib s koncentraciou 7 uM. Sledovanie bunkovej smrti v €ase vyuzivajucich Annexin V
(zeleny; hodnota luminiscencie) a DNA viazajicu sondu (Cervend; hodnota fluorescencie).

Medzi vyraznym narastom oboch signdlov je ¢asové oneskorenie ~ 6 h.
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Obrazok 30 Stanovenie bunkovej smrti indukované pomoci pozitivny kontroly pre apoptdzu —
FasLs koncentraciou 400 ng/ml. Sledovanie bunkovej smrti v ¢ase vyuZzivajucich Annexin V

(zeleny; hodnota luminiscencie) a DNA viazajicu sondu (¢ervend; hodnota fluorescencie).

Medzi vyraznym narastom oboch signdlov je ¢asové oneskorenie ~ 7 h.
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Obrazok 31 Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku P39s koncentraciou 0,2 uM. Sledovanie
bunkovej smrti v ¢ase vyuzivajicich Annexin V (zeleny; hodnota luminiscencie) a DNA

viazajucu sondu (Cervend; hodnota fluorescencie). Medzi vyraznym narastom oboch signalov

nie je ziadne oneskorenie, ¢o poukazuje na nekrotick bunkovu smrt’.
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Obrazok 32 Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku P41s koncentraciou 0,1 uM. Sledovanie
bunkovej smrti v ¢ase vyuzivajucich Annexin V (zeleny; hodnota luminiscencie) a DNA

viazajucu sondu (Cervend; hodnota fluorescencie). Medzi vyraznym narastom oboch signalov

nie je Ziadne oneskorenie, ¢o poukazuje na nekrotickl bunkovli smrt’.
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9 Diskusia

Fenomenélny zéklad dnes oznacovanej fotodynamickej terapie (PDT) bol zalozény
v Mnichove v roku 1900 Oscarom Raabom, studentom mediciny spolupracujicim s profesorom
Hermanom von Tappeinerom. Ich spolocnym objavom bolo zistenie u¢inkov akridinovych
farbiv spolu s pdsobenim svetla na prvoky (Paramecium spp.), veduce k ich usmrteniu. Dal§im
Studiom cytotoxického efektu bol preukazany prenos energie zo svetla na chemickl latku
a nevyhnutna pritomnost kysliku a bola prvykrat prehodnotend potenciondlna aplikacia

fluoescenénych latok v medicine (Hamblin, 2020).

Vyskum v priebehu rokov pokracoval d’alej Studiom vlastnosti porfyrinov a derivatov
porfyrinov, za vzniku latky znamej ako derivat hematoporfyrinu (HpD). HpD sa vyznacoval
lepSou fototoxicitou a lokalizaciou v nadore pri terapii tumorov prsnika a nadorov mocového
mechura.V roku 1978 Dougherty et al. zacali jedny z prvych klinickym testovani koznych
a podkoznych nadorov pomocou prvého klinicky schvaleného PS, znameho pod obchodnym

nazvom Photofrin® (Lee et al., 2020).

PDT je schvalenou terapiou FAD a EMA. Napriek tomu, Ze fotodynamicky efekt bol
zalozeny v oblasti mikrobioldgie vyuzivanej na lie€bu mikrobiadlnych infekcii, uplatiiuje sa
taktieZ v ramci terapie predrakovinovych 1ézii a solidnych nadorov, vyuziva sa ako paliativna
lieCba pokroc€ilych malignit a taktiez na liecbu neinfekénych chordb ako vitiligo, psoriaza ¢i
makularna degenerdcia. PDT sa vyznaCuje minimdlnou invazivnostou a vysokou
Specifickost'ou v rdmci posobenia na nadorové tkanovo (Falk-Mahapatra & Gollnick, 2020,

Calixto et al., 2016).

Pre u¢innost’ PDT je potrebné zahrnutie troch komponent a to adekvatneho a u¢inného
fotocitlivého liediva (fotosenzitizér; PS), svetla o vhodnej vlnovej dizke a kysliku . PS je mozné
aplikovat’ topicky alebo systémovo, s jeho naslednym oziarenim svetlom, kedy dochadza
k excitacii pouzitého PS. Energia z takto excitovaného PS je nasledne prevadzana z *O», ktory
je pritomny v nddorovom tkanive, na ROS. ROS pdsobia priamo cytotoxicky na bunky
v mikroprostredi nadoru, ¢o vedie k smrti nddorovych buniek a destrukcii vaskularity nadoru.
Strata vaskularity vedie k vycerpaniu dolezitych latok (kyslik a vyZiva) vyuZivanych
nadorovym prostredim. V predklinickych stadiach bola preukazana spojitost PDT a imunitného

systému, kedy PDT indukovala oxidativny stres pdsobiaci na nddorové tkanivo, ¢o viedlo
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k aktivacii akutneho zapalového procesu potrebného k odstraneniu zvysného tkaniva

a navodeniu homeostazy (Falk-Mahapatra & Gollnick, 2020).

PS je synteticky alebo chemicky vyrobend zlucenina v kojugicii s chromoforovou
skupinou vyznacujicou sa absorpciou viditeI'ného svetla a so silnou chemickou absorpciou.
V PDT je vel'mi podstatny vyber spravneho PS pre tspesny vysledok terapie. Vhodny PS sa
vyznacuje vlastnostami ako cCistotou, pritomnostou tetrapyrolovej stabilnej Struktary, so
schopnostou iniciacie fotodynamickej reakcie pri vinovej dizke 600-800 nm a nemal by

spdsobovat’ toxocitu v tme (Muniyandi et al., 2020).

V sucasnej dobe bolo identifikovanych uz viac ako 300 chemickych zlucenin
s potenciondlnymi vlastnost’ami, ktoré by predstavovali vhodny PS. Niektoré z tychto latok boli
schvalené na klinické pouZitie v rdmci terapie PDT, iné boli lekarsky vyhodnotené, zatial'¢o
iné eSte prechadzaji radou stanoveni. Prvym klinicky pouZivanym PS bol Photofrin®, patriaci
k prvej generacii PSs. Prva generacia bola spojend s velkymi obmedzenia, ktoré sa tykali hlavne
kratkej vinovej dizky a fotosenzitivity po aplikacii. Na zaklade tychto obmedzeni bol
podmieneny vyvoj druhej generdcie. Z najznamejsich latok pouzivanych od nddorov pecene,
pluc, koze, prostaty a inych nddorovych ochoreni patria ALA (Levulan®), Foscan®, chloriny,
benzoporfiriny (Visudyne®), ftalocyaniny (Photosens®) a purpuriny. Tretia generacia sa skor

zaobera ovlyvnenim vizbny PS k nddorovému tkanivu prostrednictvom biomolekul.

Spomedzi prvych schvalenych syntetickych PS vyuzivanych v PDT ako sa chloriny,
bakteriochloriny ¢i fenotiaziny patria aj Pc. Pc sa vyznacuju silnou absorpciou v Cervenej
pripadne blizkej infracervenej Casti spektra, vac¢Sinou v oblasti okolo 660 nm, kde tkanivo je
najpriepustnejsie a nedochadza k vel'kému lomu svetla a su¢asnej produkcii 'O, a d’alsich ROS
produktov ovplyvnujucich nadorové bunky a okolné tkanivo. Negativami v ich vyuzivani ale
je slaba rozpustnost’ vo vode spolu je neziadicou tendeciou tvorit’ agregaty. Vzhl'adom na tieto
obmedzenia sa pokracuje vo vyskume Pc a vyvoji analdgov, ktoré sa budll vyznacovat’ lepSimi
spektralnymi a fotofyzikdlnymi vlastnostami, a taktiezZ lepSou rozpustnostou vo vodnych

médiach s prevenciou tvorby neziaducich agregatov (Miletin et al., 2018).

PDT spolu s imunoterapiou, génovou terapiou ¢i fototerapiou predstavuji alternativne
metody liecby nddorovych a nenddorovych ochoreni. Nadorové ochorenia patria medzi jedny
z najviac ohrozujucich chorob s lokalizaciou v réznych cCastiach tela (pl'ica, mozog, prsia). Jej

pokladom méze byt geneticka predispozicia, ale Casto krat aj dosledok zivotného stylu (fajcenie
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tabaku, pitie alkoholu, toxiny v prostredi). NajcastejSim sposobom lieCby je chirurgické
odstranenie nadorového tkaniva, chemoteria ¢i réadioterapia. VSetky zo spomenutych
terapeutickych postupov so sebou prinasaju vel'a nevyhod ako napriklad invazivnost’ zakroku
potrebného na odstranenie solidnych nadorov, recidivy a zisk rezistencie na nasadenu liecbu,
kozmetické zakroky Cci vysoké naklady spojené s terapeutickymi metodami (Fakayode et al.,

2018).

Snahou bolo teda najst’ alternativhu metddu, ktord by minimalizovala pripadne Uplne
eliminovala nevyhody spojené so Standardnymi metdédami. PDT ako jedna z mala prinasa
vyhodnejSie alternativy spojené s liecbou, napriklad jednoduchym neinvazivhym postup
aplikacie, je ndkladovo vyhodnejSia, poddavany PS bud intravendézne ¢i topicky s

naslednym pouzitim netoxického svetla (UV, VIS) prenikajuce do hlsich struktir tkaniv.

Mechanizmus bunkovej smrti nadorovych buniek pri PDT terapii zacina po aplikacii
vhodného PS a jeho aktivacii $pecifickou vinovou diZkou svetla. Ide o tri hlavné cesty aktivacie
smrti a to apoptoza, nekrdza a autofagia. Jej tiroven je mozné ovplyvnit’ napriklad fyzikalne-
chemickymi vlastnostami PS, kocentraciou tkanivového kysliku, biologickou dostupnost’ou Ps
¢1 pomocou subcelularnej lokalizacie. Po strete PS s absorbujicim svetlom dochadza
k produkcii ROS, ktoré¢ mozu byt induktorom tychto ciest bunkovej smrti (Muniyandi et al.,
2020).

V tejto praci sa venujem experimentdlnemu S$tidiu dvoch PS, patriacich do skupiny Pc,
pri¢om pri jednej z latok ide konkrétne o derivat Pc oznaCovanych ako AzaPc. Obe Struktiry
maju obdobny zdklad odvodeny od Pc jadras centralne viazanym atdémom zinku, vyznacuju sa
amfifilnou molekulou a kationickou povahou. Spominané latky boli syntetizované na Katedre
farmeceutickej chémie a farmaceutickej analyzy Farmaceutickej fakulty v Hradci Kréloveé

vedeckou skupinou prof. PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D.

Experimentalne stanovenia sa uskutoc¢niovali na l'udskych nadorovych bunkidch HeLa
v Standardnom SCM médiu. Stanovenie prebiehalo ¢asovych intervaloch (12,4 a 0 hodin).
V ramci stanovenia PDT aktivity bola taktiez stanovena aj subceluldrna lokalizacia danych

latok v bunkach a bunkova smrt’.

Cytotoxicitné experimenty preukazali, ze latka P39 ozarovana bez predchadzajucej
inkubacie (DLI = 0 h) ma nizky uc¢inok (ECso = 13,99 + 2,01 uM). Naopak, P39 ozarovana
v Case 4 a 12 hodin od aplikacie PS mala podstatne lepsie vysledky (ECso = 0,064 + 0,020 pM
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a 0,105 £ 0,034 uM). V porovnani so stanovenim na inych nadorovych linidach v DLI =12 h sa
ukazala ovel’a lepSia toxicita latky (MCF-7 ECso = 0,07 = 0,01 uM; HCT-116 ECso = 0,05 +
0,01 uM). Hodnoty v porovnani s endotelovymi bunkami Ea.hy926 stanovanymi v intervale 12
hodin (ECso= 0,07 + 0,02 uM) mali hodnoty zhodné s hodnotami porovnavanych nadorovéach
buniek, naopak hodnoty v DLI = 0 h sa preukazali ako neu¢inné a zhodné so stanovenim na
bunkovej linii HeLa v rovnakom intervale (ECso= 16,37 + 3,12 uM), ¢o mdze poukazovat na

nizsiu ucinnost’ v protokole na cievy zameranej PDT.

Druha z dvojice stanovovanych latok, latka P41, sa v stanoveniach na bunkach HelLa vDLI
= 12 h ukazala ako ucinnejSia s hodnotou ECso= 0,079 £ 0,020 uM niZSou ako pri stanoveni
latky P39 za rovnakych podmienok. Hodnota stanovenia v DLI =0 h (ECso= 1,63 £ 0,78 puM),
taktiez dosiahla ovel’a lepSich hodnot s radovo niz§imi hodnotami ako jej obdobné stanovenie
na linii HeLa. Tak isto tomu bolo aj pri stanoveni pri DLI =4 h (ECso= 0,037 + 0,009 uM). Pri
porovnani s MCF-7 (ECso= 0,06 £ 0,01 uM) a HCT-116 bunkami (ECso= 0,07 + 0,02 uM) sa
hodnoty takmer zhodujl so stanovenim pri latke P39. Hodnoty ECso= 0,058 + 0,011 pMa 4,22
+ 0,29 uM ziskané pri stanoveni na bunkach Ea.hy926 v DLI = 12 a 0 h st nizSie ako pri

rovnakom stanoveni pri latke P39.

Vo svojej studii sa Makhseed et al., 2012 venoval Pcs a ich aza-analogom so zamerom
zlepSenia rozpustnosti v poladrnych rozpustadlach, zabraneniu agregacie pomocou periférnych
substitu¢nych skupin a skimaniu ich fotofyzikéalnych a fotochemickych vlastnosti. Vysledkom
bolo zistenie, Ze vietky z jeho §tudovanych latok (1-10) indikovali vel'mi dobré mnozstvo 'O,
a plne spinali potencial aplikicie v ramci PDT a vo vé&Sine nim skumanych organickych
rozpustadiel nedoslo k tvorbe agregatov. S vyuzitim informécii so svojho predchadzajiceho
¢lanku nadviazal Makhseed ef al., 2013 na testovanie zino¢natych ftalocyaninov pomocou
fotodynamickej aktivity. S najlepSimi vysledkami vysla latka c¢islo 5. ISlo o kationicky
zino¢naty komplex latky s hydrofébnym jadrom (obdobny nasim testovanym latkam), ktory
preukéazal vel'mi Gi€inna koncentréaciu pri stanoveni PDT na HeLa bunkach hodnotu ECso = 36,7

nM, o je hodnota zhodna ako pre latku P41 s DLI =4 h..

Fotodynamickou t¢innost’ou sa t'aktiez vo svojej praci zaoberal Machacek et al., 2016, kde
porovnaval uc€innost kationickych hydrofilnych derivatov Pc, latky podobné naSim
Studovanym, s i¢innost'ou klinicky schvalenymi PS. Z vysledkov vyplyva, Ze latky 3 az 5 mali

vel'mi sl'ubné vysledky aj v porovnani s uz klinicky vyuzivanymi PS. NajefektivnejSia zo
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Studovanych latok bola latka cislo 6, ktorej hodnoty (ECso = 3,8 £ 0,2 nM) viedli k

vel'mi vysokej PDT ucinnosti aj v porovnani s uz spominanymi klinicky uzivanymi liecivami.

Studované amfifilné kationické derivaty 9 a 10 v praci Kollar et al., 2020 preukézali pri
PDT na HeLa bunkach ECso =38 nM, s podobnymi hodnotami stanovenymi na bunkach MCF-
7aHCT-116 v Case 12 h. V porovnani s nasimi derivatmi sa ukazala latka P41 ako ucinnejsia,

aj ked’ dosahovala hodnoty vyssie.

Sharman & van Lier, 2005 vo svojej praci skimaju uc¢inky amfifilnychzino¢natych
derivatov PC s asymetrickou substiticiou v ramci fotodynamickej aktivity. Z vysledok ich
prace vyplyva fakt, ze nesymetrické derivaty Pc 5a, 5b a 5g (analogicky nami $tudovanych
latok) majt vyssiu fototoxicitu v porovnani s ich symetrickymi analégmi a vplyv substituentov
(v tomto pripade terc-butyl pre latku 5b a dve dodecyl skupiny pre latku 5g) vyrazne zlepSuju
fotocytotoxicytu po 1 — 24 hodinovej inkub4cii.

Vo vSeobecnosti su asymetrické amfifilné derivaty AzaPc ovela menej Studovanymi
latkami v porovnani s ich symetrickymi hydrofilnymi derivatmi (zlozitejSie Cistenie po
syntéze). V praci sa Goksel, 2016 venuje prave skimaniu vlastnosti tychto asymetrickych
derivatov a to formou vézby s rdznymi substituentami na zlepSenie rozpustnosti, biodistribucie
a vizby k biomolekuldm. V pripade skiimanej latky cCislo 2 ( vézba s amino skupinou) doslo
k nizSej cytotoxicite na skimanych bunkovych linidch ako v porovnani s latkou cislo 3 (vdzba

s biotinom).

Latky P39 a P41 boli s vyuzitim fluorescen¢nych sond (Hoechst 33342, CellMask Green,
Blue DND-22, MitoTracker Green FM a LysoTracker) subcelularne lokalizované

a zaznamenané pomocou fluorescenc¢nej mikroskopie.

Obe zo Studovanych latok sa hromadili v endolyzosomdlnych kompartnemtoch a ich
pritomnost’ bola zachytena aj na bunkovych membranoch. Vzhl'adom k amfifilnej kationicke;j
molekule latok P39 aj 41 ich pritomnost’ bola detekovand v lyzosomoch a membranach, ¢o
odpoveda aj informaciam publikovanym v $tadii Kollar ef al., 2020. S vyuzitim Cy5 kanala
bola zachytend fluorescencia latok a kombinaciou s FITC kanélov (zobrazujicim membrany)
a kanidlom DAPI (zobrazenie jadier buniek) sa ziskala komplexnd Struktira buniek

s lokalizaciou nami Studovanych latok.
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Stanovenie bunkovej smrti je zalozené na sledovani a potvrdeni bunkovej smrti v redlnom
Case a to monitorovanim expozicie PhSer na vonkajSie cast’ cytoplazmatickej membrany po
vizbe s Annexin V substratom predstavované zvySujucou sa hodnotou luminiscencie.
Zvysovanie fluorescenného signalu je odrazom straty celistvosti membrany buniek po vézbe
sondy DNA k jadrovym Struktiram. Obe Studovanej latky indukuji po oziareni nekrotické
bunkovll smrt’, o bolo preukdzané aj u niektorych hydrofilnych kationickych Pc (Machacek et
al., 2015, Ghazal et al., 2017).
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10 Zavery

e Stanovenie latok P39 a P41 s inkuba¢nou dobou 0,4 a 12 h prebiehalo na HeLa bunkéch.
Najvhodnejsia inkubacna doba bola 4 h, kedy boli dosiahnuté nasl'ubnejSie koncentracie

pri stanovavani fotodynamickej aktiviti. Toto zistenie bolo zhodné pre obe latky.

e Aktivita oboch Studovanych latok v porovani na bunkovych liniach MCF-7, HCT-116
a EA.hy926 bola obdobne ucinnd , pre latku P41 boli hodnoty ECso o nieco

optimalnejsie.

e Subceluldrna lokalizacia latok P39 a P41 na HeLa bunkovych liniach bola potvrdena

v endolyzosomélnom konpartmente a detekovand bola aj na membranach buniek.

® 'V ramci stanovenia bunkovej smrti obe zo Studovanych latok preukéazali nekroticky

ucinok na Hela bunkach.

e Obe z testovanych derivatov Pc preukazali u¢innu fotodynamicku aktivitu na bunkovej
linii HeLa. Ako najefektivnejSich bola latky P41 s inkubacnou dobou 4 hodin , ktorej
ECso odpoveda hodnota 0,037 £ 0,009 pM.
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11 Pouzité skratky

ALA — 5-aminolevulova kyselina ( aminolevulic acid )

ATCC — Americka banka bunkovych linii

AzaPc — azaftalocyanin

BpD — derivat benzoporfyrinu

CAT- katalasa

CGH - comperative genomic hybridization

DLI — inkubacéna doba pred oZiarenim (drug-light interval)

DMEM - kultivaéné médium (Dulbecco’s modifield Eagle’s medium)
DMSO - dimetylsulfoxid

ECso — stredna efektivnd koncentracia

EDTA — etyléndiaminotetraoctova kyselina

EMA — Europska liekova agenttra (European Medicines Agency)

FBS — fetalne bovinné sérum (fetal bovin serum)

FDA — Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (USA, Food and Drug Administration)
FISH — fluorescencna in situ hybridizacia (fluorescent in situ hybridization)
HEPES — pufor (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)
HeLa — kultira 'udskych buniek podl'a Henrietty Lacksove;j

HpD — derivaty hematoporfyrinu

HPYV - l'udsky papilomavirus (Human papillomavirus)

LED - svetlo emitujica dioda (light emmiting diode)

(m-THPC) — m-tetra(hydroxyfenyl)chlorin
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NR — neutralna Cerven (neutral red)

NRU - neutral red uptake

10, - singletovy kyslik

302 — molekularny kyslik

‘02— superoxidanion radikal

H20: — peroxid vodiku

HO-: — hydroxylovy radikal

P/S — zmes Penicilin/Streptomycin

PBS — pufor (phosphate buffered saline)

Pc - ftalocyanin (phtalocyanine)

PLAG - kopolymér kyseliny maslovej a glykolovej
PDT - fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)
PRT - fotoradia¢na terapia

PS — fotosenzitizér (photosenzitiser)

PhSer - fosfatidylserin (phosphatidylserin)

ROS - reaktivne formy kysliku ( reactive oxygen species)
SCM — kultivaéni médium obsahujici sérum (serum containing medium)
SKY - spectral karyotyping

T/E — zmes trypsin s EDTA

TPE — dvojfotonova excitacia (two-photon excitation)
UV — ultrafialova oblast’ spektra

VIS - viditeI'na oblast’ spektra
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