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ABSTRAKT

Nadorova onemocnéni jsou v dnesni dob¢ jednou z nejcastéjSich pti¢in umrti ve
vyspélych statech. Proto je vénovana velka pozornost vyvoji novych zptisobt 1écby téchto
chorob. Jednou z takovychto modernich metod je i1 fotodynamicka terapie. Jedna se o
vysoce selektivni, minimalné invazivni metodu s minimem nezadoucich tuc¢inku.
Principem tohoto zplsobu terapie je podani samostatné neaktivni latky takzvaného
fotosensitizéru a jeho nasledné ozéteni svétlem s vhodnou vinovou délkou v pfitomnosti
kysliku. Fotodynamicka terapie tedy potiebuje ti1 zdkladni komponenty: fotosensitizér,
svétlo a kyslik. VSechny tyto tfi latky jsou pro télo samostatné netoxické, jejich spole¢ny
vyskyt vSak vede ke vzniku fotochemické reakce, pfi které vznikaji velmi reaktivni formy
kysliku, pfedevsim pak singletovy kyslik. Tyto reaktivni molekuly néasledné poskozuji

cilové bunky, coz vede k jejich zaniku.

Jak uz bylo feceno, dulezitou slozkou PDT je fotosensitizér, coz je latka schopna
absorbovat zafeni urc¢ité vinové délky a preménit ho na uzite¢nou energii. V dnesni dobé
existuje n€kolik takovychto latek, které jiz byly zavedeny do klinické praxe. Cilem této
prace je zhodnotit i€innost nove syntetizovanych fotosensitizért ze skupiny ftalocyanin
a azaftalocyaninli v in vitro podminkach. VSechny pouzité¢ latky byly testovany na
nadorové bunééné linii HeLa, odvozené z lidskych bunék karcinomu délozniho ¢ipku. U
pouzitych latek byla hodnocena jejich cytotoxicita po ozafeni i toxicita ve tm¢. Dale byla
stanovena jejich subcelularni lokalizace po akumulaci v bunikach pomoci fluorescencni
mikroskopie, Casovy profil prostupu do bunék a byly hodnoceny také morfologické

zmény, které v bunikach probihaly po fotoaktivaci latek.

Z vysledki jednotlivych experimentl je patrné, Ze vSechny studované latky jsou
velmi ucinné fotosensitizéry s nizkou vlastni toxicitou. Na bunikdch nddorové bunécné
linie HeLa mtzeme vidét vyrazné morfologické zmény vzniklé v disledku plisobeni
fotosensitizért po jejich aktivaci svétlem. Tyto zmény mohou vést az k bunécné smrti.
Prostup latek do bun€k probihal zpocatku rychle, postupné doslo k jeho zpomaleni a u
latek P39 a P40 k dosazeni platd faze. Nejlepsi ucinnost vykazovala latka s oznacenim

P40 (ECso = 17,8 + 3,7 nM).



ABSTRACT

The neoplastic diseases are nowadays one of the most common reason of death in
developed countries. That is the reason why is a great attention dedicated to the
development of new methods for the treatment these diseases. One of such modern
methods is the photodynamic therapy. This is a very selective, minimally invasive method
with a minimum of side effects. The principle of this type of therapy is application of
separately inactive compound, called photosensitizer, followed by exposure to light with
suitable wavelength in the presence of molecular oxygen. Therefore, the photodynamic
therapy needs three basic components: the photosensitizer, light and oxygen. Each of
those components are non-toxic, when they occur separately. However, their combination
lead to the inception of the photochemical reaction in which are generated reactive oxygen
species, especially singlet oxygen. These very reactive molecules damage target cells,
which subsequently die via apoptosis or necrosis.

As has been said, the main part of the photodynamic therapy is the photosensitiser,
which is the compound which can absorb the light with specific wavelength and convert
it to useful energy. Nowadays exist a few of these compounds introduced to the clinical
practice. The objective of this study is the evaluation of the effectiveness of the novel
photosensitizers from the group of phthalocyanines and azaphthalocyanines in vitro.
Evaluated compounds were studied on malignant human cervical cell line HeLa.
Cytotoxicity after the exposure to activating light as well as dark toxicity were evaluated.
Subcellular localization of tested compounds after accumulation in cells using
fluorescence microscopy, cellular uptake and morphological changes after
photoactivation were determined.

The results of this study show that all tested compounds are very effective
photosensitisers with low intrinsic toxicity causing significant morphological changes
after activation of photosensitisers by red light. Uptake of compounds to the cells initially
proceeded quickly, gradually slowing down and reaching the plateau phase in the case of
compounds P39 and P40. The best efficacy was shown with the compound P40 (ECso =
17.8 + 3.7 nM).
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4 UVOD

Téma ,,Studium wCinnosti origindlnich amfifilnich (aza)ftalocyanini nesouci
trvaly kladny naboj“ jsem si vybrala proto, ze fotodynamickou terapii (PDT) a jejim
vyuzitim v klinické praxi jsem se zabyvala jiz ve své bakalarské praci a tato metoda mé

velmi zaujala.

Jedna se o perspektivni klinicky schvéalenou metodu terapie nadorovych i
nenadorovych onemocnéni. Jeji vyhodou je minimum vedlejSich U€inki a minimalni
invazivita tohoto terapeutického pfistupu. Pro jeji fungovani jsou nutné tfi slozky, které
jsou samostatné¢ zcela netoxické nebo jen minimalné toxické. Patii mezi né svétlo, kyslik

a fotosensitizér (PS).

Pti jejich spole¢ném vyskytu dochédzi ke vzniku fotochemické reakce, pii které
vznikaji cytotoxické molekuly pifimo plisobici na nadorové builkky. Kromé toho dochazi
k destrukci nddorové mikrocirkulace a aktivaci systémové imunitni odpovédi.
Mechanismus ucinku jsem podrobnéji popsala v teoretické €asti své prace. V této ¢asti

prace jsou také zminény nékteré PS pouzivané v klinické praxi.

Jelikoz zadny z klinicky pouzivanych PS nema idealni vlastnosti, stale probiha
vyzkum novych latek s potencidlnim vyuzZitim v PDT. Testovanim fotodynamické
aktivity nové syntetizovanych PS jsem se v praktické ¢asti své diplomové prace zabyvala
ija.

Jak uZ nazev vypovida, jedna se o latky kationické povahy strukturné odvozené
od ftalocyanini (Pc) a azaftalocyanint (AzaPc). Cilem této prace bylo zhodnoceni jejich
fotodynamické aktivity v in vitro podminkach, dale urceni jejich subcelularni lokalizace
a zhodnoceni morfologickych zmén, které v bunikdch vyvoldvaji. Vysledky této prace

mohou byt vyuzity k hlubS§imu studiu té€chto latek, ptipadné k in vivo experimentiim.



5 SEZNAM ZKRATEK

ALA — aminolevulova kyselina (aminlevulic acid)

AlPc — hlinity ftalocyanin

ATCC — Americké banka bunécnych linii

AzaPc — azaftalocyanin

BCA - bicinchoninova kyselina

BSA — bovinni sérovy albumin

DIC — diferencialni interferen¢ni kontrast

DMEM - kultiva¢ni médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
EDTA - etylendiamintetraoctova kyselina

FBS — fetalni bovinni sérum

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (USA; Food and Drug Administration)
HEPES - pufr (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)
HpD — derivaty hematoporfyrinu

HPV - lidsky papilloma virus

LDL — lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

NR — neutralni erven

P/S — smé&s Penicilin/Streptomycin

PACT — fotodynamicka antimikrobni terapie (Photodynamic Antimicrobial
chemotherapy)

PBS - pufr (phosphate buffered saline)
Pc — ftalocyanin
PDT - fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PpIX — protoporfyrin IX



PS — fotosensitizér (photosensitizer)

ROS — reaktivni kyslikové formy (reactive oxygen species)
SCM - sérové médium

SFM — bezsérové médium

UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

ZnPc — zineC¢naty ftalocyanin



6 TEORETICKA CAST

6.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Fotodynamicka terapie (PDT) je minimaln¢ invazivni a velmi slibnd metoda pro
lécbu nddorovych onemocnéni akceptovana v klinické praxi, kterd je schopna vyvijet
selektivni cytotoxickou aktivitu na naddorové buiky. Tato metoda vyuzivd kombinaci
viditelného svétla a latky citlivé na svétlo, kterou vtomto piipadé nazyvame
fotosensitizér (PS). Samostatn¢ jsou obé tyto slozky netoxické, pokud se vsak vyskytnou
¢asové i mistn& spoleéné s molekuldrnim kyslikem (*0,), mohou produkovat letalni

cytotoxické molekuly, které jsou schopné znicit nddorové bunky, viz. Obr.1 (Sharman et

al, 1999, Agostinis et al., 2011).

Tyto cytotoxické molekuly vznikaji pouze v bezprostiedni blizkosti PS

absorbujiciho svétlo. Proto také dochazi k vyskytu biologické odpovédi na PS predevsim

v konkrétnich oblastech tkani, které byly vystaveny zafeni (Dolmans et al., 2003).
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PS v zakladnim stavu

Obrazek 1 Mechanismus PDT. Pfevzato z (Master et al., 2013).
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6.2 HISTORIE PDT

6.3

PDT byla sice objevena az v minulém stoleti, ale 1é¢ivé vlastnosti svétla jsou
znamy uz tisice let. Jiz ve starovékych statech, jako je Egypt, Indie nebo Cina, pouzivali
slune¢ni svétlo pro terapii koznich onemocnéni, jako napiiklad psoriazy nebo vitiliga

(Dolmans et al., 2003, Ackroyd et al, 2001).

V 18. a 19. stoleti bylo svétlo vyuzivano ve Francii pro terapii tuberkulédzy,
riketsie, kurd€ji, revmatismu, paralyzy, edémt a svalovych slabosti. Navic byla na
pielomu minulého stoleti danskym védcem Nielsem Finsenem objevena takzvana
fototerapie. Finsen popsal GspéSnou terapii planych neStovic pomoci ¢erveného svétla,
kterda predchazi hnisani pustul. Pozdé&ji ptresel na terapii kozni formy tuberkuldzy
ultrafialovym svétlem a objevil fototerapii karbonovym obloukem vyuzivanou pro 1écbu

této choroby (Ackroyd et al., 2001).

Zaklady PDT byly védecky popsany pied vice nez 100 lety, kdyz Oscar Raab
pracoval v laboratofi Hermanna von Tapiener. Oscar Raab objevil, Zze u vzorkt prvokd,
které obsahovaly akridinovou oranz nebo ji ptibuzné latky, vyvolala pfitomnost svétla
bunécnou smrt. Vznik moderni PDT nésledoval po objevu Schwartze a Lipsona, ktefi
zjistili, Ze smés latek dnes znama jako derivat hematoporfyrinu (HpD) mé tumor
lokalizujici vlastnosti. V navaznosti na to bylo zjisténo, ze tato smés mize byt aktivovana
cervenym svétlem, coz ma za nasledek klasicky PDT efekt (Celli et al., 2010, Kessel,
2004).

MECHANISMUS PDT

Dnes uz je dobfe znamo, Ze k destrukci nadorti vlivem PDT dochazi diky tfem
zakladnim mechanismiim. Nejprve dochazi k pfimému niceni nédorovych bunék
pusobenim vznikajicich reaktivnich forem kysliku (ROS), dale dochazi také k poskozeni
prokrveni nddorové tkané. Tim padem nddorové bunky postradaji kyslik a potiebné
ziviny, coz také vede k jejich odumirani. Nakonec vlivem probihajiciho zanétu dochézi i

k aktivaci protinadorové imunitni odpovédi. Tyto tfi mechanismy se vzajemné ovliviiuji
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a vSechny tfi jsou potieba k dlouhodobému potlaceni nadorového bujeni (Dolmans et al.,

2003).

Vétsina PS v zékladnim stavu mé dva elektrony s opaénym spinem lokalizovany
v energeticky nejvyhodnéjSim orbitalu. Absorpce svétla vede k pfesunu jednoho
elektronu na vyssi energetickou hladinu. Takto excitovany PS je velmi nestabilni, proto
se piebytecné energie zbavuje vyzarenim ve formé fluorescene a/nebo tepla. PS se také
muze zbavit pifebytecné energie mezisystémovym piechodem na energeticky stabilné;si

tripletovy stav obracenim spinu jednoho z elektronii, viz. Obr.2 (Agostinis et al., 2011).

PS v excitovaném tripletovém stavu mtize ptedat proton nebo elektron rtiznym
biomolekulam, jako jsou lipidy, proteiny nebo nukleové kyseliny, nebo mohou tvofit
radikaly, které interaguji s *O,. Pii této reakci vznikaji ROS, jako je superoxid anion
radikal (-O2"), hydroxylovy radikal (-OH) a peroxid vodiku (H20,) — reakce Typu 1.
Kromé vySe popsané reakce miize dochéazet také k pfevodu energie tripletového stavu
piimo na 30, v jeho zékladnim tripletovém stavu. Pfi této reakci vznikéd neradikalovy, ale

vysoce reaktivni atom singletového kysliku ('O2) — reakce Typu II (Juarranz et al., 2008).

Ptevladajici mechanismus reakce zavisi na nékolika rznych faktorech. Mezi né
patii genotyp, davka PDT, hladina intraceluldrniho ATP, lokalizace PS apod. (Connor et
al., 2009).
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Obrazek 2 Aktivace PS. Pfevzato z (Knap et al., 2018).
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6.4 VYUZITI PDT

6.5

Poprvé byla PDT schvalena pro pouziti v klinické praxi v roce 1993 v Kanad¢ pro
terapii karcinomu mocového méchyfte. Jako u¢inna latka byl pouzit Photofrin®, ktery je i
dnes nejcastéji pouzivanym PS v klinické praxi. Kromé 1é¢by nddorovych onemocnéni se
dnes PDT uspésné pouziva pro terapii vékem podminéné makularni degenerace a dalSich

onemocnéni o¢i spojenych s neovaskularizaci (Dolmans et al., 2003).

PDT bohuzel neni vhodna pro terapii diseminovanych onemocnéni, jelikoz
v soucasné dob¢ neni mozné ozatfovani celého téla v dostate¢nych davkach k navozeni
uspésné terapie. Nicméngé i v piipad¢ pokrocilého onemocnéni mize PDT alespon zlepsit
kvalitu zivota a prodlouzit dobu pieziti. Naopak pro 1é¢bu casnych stadii a lokalizovanych
onemocnéni je PDT vhodnou volbou s mnoha vyhodami oproti alternativnim metodam.
K rozvoji jejiho pouziti v klinické praxi vSak dochazi az v poslednich letech ptesto, ze je

znama uz vice nez 25 let (Brown et al., 2004).

Ptestoze PDT byla pivodné¢ urcena pro terapii nadorovych onemocnéni, nachazi
dnes nejvetsi uplatnéni v oftalmologii, kde se vyuziva predevSim pro 1é€bu vékem
podminéné makuldrni degenerace. V mensi mife se uplatiiuje i pfi terapii jinych
neonkologickych onemocnéni. Patii mezi né psoriaza, artritida, Baretiv jicen,
ateroskler6za a arterialni 1 vendzni restendza. Z dlivodu narlstajici rezistence
k antibiotikiim se v posledni dobé zkoumd 1 jeji vyuZiti pro 1écbu bakteridlnich

onemocnéni (Hamblin & Hasan, 2004).

SVETLO

Jednou z hlavnich sloZek nezbytnych pro PDT je svétlo. To je také jednou ze dvou
slozek urcujicich selektivitu PDT. Vybér vhodného svétla je zavisly na pouzitém PS,
druhu onemocnéni, lokalizaci 1€zi, jejich velikosti, pfistupnosti, charakterizaci tkané, ale
v neposledni fad€ také na cené. Klinicky uéinek PDT zalezi na davce svétla, dobé
expozice zafeni, zpiisobu podani a také na jeho distribuci v cilové tkani (Agostinis et al.,

2011).

13



Pti PDT je tedy dulezité predvidat distribuci svétla v cilové tkani. Pfi kontaktu
svétla s tkadni dochazi k jeho rozptylu i absorpci. Pomér téchto dvou procesi je zavisly na
parametrem ovliviiujicim penetraci svétla do tkan¢€, absorpce zde hraje jen malou roli

(Castano et al., 2004).

Absorp¢ni koeficient tkané je urCen obsahem chromofori, tedy molekul
schopnych absorbovat svétlo. Pro vlnové délky pouzivané pii PDT jsou ve tkanich
hlavnimi chromofory hem a voda. V nékterych piipadech maji vSak vliv na absorpci
svétla i lipidy, melanin, bilirubin nebo dalsi pigmentové molekuly (Wilson & Patterson,

2008).

Uginnost PDT velmi Gizce souvisi s vlastnostmi svétla pouZitého k aktivaci PS. Pi
pouziti svétla z oblasti kratSich vinovych délek je jeho ucinek limitovan jeho absorpci
endogennimi chromofory, jako je napiiklad hemoglobin. Vyssi vlnové délky jsou zase
absorbovany vodou obsazenou ve tkénich. Tim je tedy omezen vybér optimalni vinové
délky svétla na oblast piiblizné 600 — 1300 nm, viz. Obr.3. Tato oblast je proto Casto
nazyvana jako optické okno tkan¢ (Straten et al., 2017).
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Obrazek 3 Optické okno tkané. Pievzato z (Castano et al., 2004).
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Vzhledem k tomu, Ze svétlo s delsi vinovou délkou pronikéd hloubéji do tkané, je
vhodné pouzivat PS, které¢ absorbuji v oblasti svétla s delSimi vinovymi délkami, viz.
Obr.4. Nicméné, vinova délka svétla souvisi také s energii svételnych paprska a svétlo
s vlnovou délkou > 800 nm nema dostate¢nou energii pro vyvolani fotodynamické reakce

a tvorbu 'O, (Agostinis et al., 2011).

’-|

Paprsky svétla

7 |» » Odraz

50-150 ym

1 mm

Rozptyl 2 mm

'pce 10 mm

Obrazek 4 Hloubka pruniku svétla riznych vinovych délek do tkané. Pievzato z (Agostinis et
al., 2011).

6.6 KYSLIK

Je dobfe znamo, Ze PDT vyuzivd ROS pro zni€eni nadorovych 1ézi. Tyto ROS
vznikaji behem fotochemické reakce, pii které PS aktivovany svétlem piendsi svou
energii na molekuly kysliku pfitomného ve tkdnich. Z toho je tedy zfejmé, ze PDT je

proces z4visly na pritomnosti 0> (Wan et al., 2018).

To je vSak ¢asto problém v nadorové tkani, kde byva nerovnovaha mezi dodavkou
a spotfebou *02 nadorovymi buiikami. Hypoxie je charakteristicka pro mnoho solidnich

nadorii, coz omezuje tvorbu ROS béhem PDT, piestoze je piitomny PS i1 svétlo
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v dostatecném mnozstvi. Navic PDT sama o sob& zvySuje hypoxii, jelikoz zvySuje
spotiebu 30, a navic poskozuje cévy. Nedostatek 30, tak miize omezit ucinek PDT.
Idealni tedy je, pokud je pti PDT do nddorového loziska kromé& PS dodavan i 0, (Yuan
etal., 2018).

ROS zptisobuji smrt nddorovych bunék vlivem oxidaéniho stresu. Behem PDT
vznikaji ROS radikalové i neradikalové povahy. Nejcastéji se jedna o -Oy7, -OH, H2O> a
10,. Jak bylo popsano vyse, ktery z nich bude pfi fotochemické reakci predevsim vznikat,

zéavisi na pfevazujicim typu reak¢niho mechanismu (Juarranz et al., 2008).

6.7 FOTOSENSITIZER

Jak uZ bylo feceno, dilezitou slozkou PDT je PS. Jednd se o latku, ktera je
lokalizovéana v cilovych bunikach nebo tkénich a zde je aktivovana svétlem o vhodné
vlnové délce. PS poté prenasi energii svétla na >0,, coz vede ke vzniku ROS (Dolmans

et al., 2003).

Idealni PS by m¢l mit n€kolik zdkladnich vlastnosti. M€l by mit znamé chemické
slozeni a byt dostupny v Cisté¢ form¢. Je také vhodné, aby byl snadno pfipravitelny
z dostupnych prekurzorti ve velkém mnozZstvi. M€l by byt schopen efektivné produkovat
'0, a zaroven byt mélo toxicky v absenci zafeni. Také by se mél co nejefektivnéji
hromadit v nadorové tkani a absorbovat svétlo s co nejdelsi vinovou délkou, které je
schopno pronikat hloub¢ji do tkani. DtlezZité je, aby byl z téla rychle a i¢inné eliminovan
a mél tak co nejmensi vedlejsi G€inky naptiklad v podobé kozni fototoxicity (Nyman &

Hynninen, 2004, Ormond & Freeman, 2013).

V klinické praxi se vyskytuji PS ze tii skupin. Jedna se o porfyriny, struktury
odvozené od porfyrinu a barviva. VSechny klinicky Gspé$né PS maji schopnost cileni na
specifické tkdné. Pro funkéni terapii musi byt kazdy PS aktivovan svétlem s vhodnou
vlnovou délkou. Navic maji nékteré znich schopnost fluorescence, coz napomaha
vizualizaci tumoru a lze toho vyuzit v diagnostice (Allison et al., 2004, Straten et al.,

2017).

Vétsina PS pouzivanych v PDT vychazi z tetrapyrolové struktury. Jsou to
napiiklad porfyriny, ftalocyaniny (Pc), chloriny nebo bakteriochloriny. Kromé toho
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existuji ale 1 jiné PS, které maji také své misto v klinickém vyuziti. Patfi mezi né

methylenova modf, hypericin, bengélska rizova ¢i hypocrelin (Li et al., 2019).

6.7.1 DELENI FOTOSENSITIZERU

PS jsou obvykle klasifikovany jako porfyrinové a neporfyrinové. Porfyrinové PS
se dale déli do tii generaci. Prvni generace zahrnuje derivaty hematoporfyrinu (HpD)
resp. Photofrin®. Tyto PS v$ak maji n&kolik nedostatkd, na jejichz zakladé se vyvinula
druha generace, do které patii napiiklad 1 Pc. Tteti generace PS vznikla navazanim PS
druhé generace na ptenaSeCe (protilatky, liposomy, apod.), coz zvySuje selektivitu

hromadéni PS v nadorovych tkanich (Connor et al., 2009).

6.7.1.1  Prvni generace fotosensitizér

Do této generace PS patii HpD spolu sjeho komer¢nimi analogy, jako je
Photofrin®, Photosan, Photogem® nebo Photocarcinorin. Tyto latky hraji diileZitou roli
ve vyvoji fotodynamické terapie. Jednd se o prvni PS pouzivané v klinické praxi pro

terapii nadorovych onemocnéni (Bonnett, 1995).

Maji vSak nékteré vlastnosti, které jejich vyuziti komplikuji. Vzhledem k absorpci
pii nizkych vinovych délkéch je tieba pii terapii podavat vysoké davky PS 1 svétla. Se
vzristajici davkou PS se ale zvysuje také riziko vedlejSich ucinkt terapie. Ty se vétSinou
projevuji zvySenou kozni fotosenzitivitou trvajici i n€kolik tydnti po aplikaci terapie

(Nyman & Hynninen, 2004).

6.7.1.2  Druha generace fotosensitizeri

Nevyhody spojené s prvni generaci PS vedly k rozsahlému vyzkumu zlepSeni
ucinnosti PS molekul prostfednictvim modifikace porfyrinovych molekul. Kromé toho se

rozvijel 1 vyzkum neporfyrinovych molekul. PS druhé generace jsou vétSinou chemicky
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Cisté latky absorbujici svétlo pfi vinové délce 650 nm nebo delsi. Tyto latky nevyvolavaji
kozni fotosenzitivitu nebo ji v zavislosti na davce vyvoldvaji v mnohem mens$i miie

(Zhang et al., 2018).

Absorpce pfi vinovych délkéch v oblasti ¢erveného nebo v blizké infracervené
oblasti svétla umoziuje prunik do tkané az do hloubky 20 mm (v oblasti kolem 630 nm
je to pouze do hloubky 5-10 mm). Kromé toho PS absorbujici v této ¢asti spektra mohou
byt pouzity 1 pro terapii silné pigmentovanych nadora, jako jsou napiiklad melanomové
metastazy, na které jsou PS absorbujici ve viditelném a UV spektru neti€¢inné. Nevyhodou
vétsSiny PS druhé generace je jejich omezena rozpustnost ve vod¢, coz limituje moznost
jejich intraven6zniho podani a nuti védce hledat nové moznosti zpisobu podani

(Calzavara-pinton et al., 2007, Knap et al., 2018).

6.7.1.3  Tieti generace fotosensitizért

Vyvoj PS tieti generace je zalozen na syntéze latek s vyssi afinitou k nadorové
tkani, coz by mélo zredukovat poSkozeni okolnich zdravych tkani. Pro zvySeni selektivity
PS jsou pouzivany nasledujici techniky: kombinace PS druhé generace s molekulami
zacilenymi na zadany receptor, kombinace PS druhé generace s LDL lipoproteiny
(proliferujici tkan totiz potfebuje vice cholesterolu pro syntézu bunécnych membran)
nebo konjugace PS s monoklonalni protilatkou proti specifickému antigenu nadorovych
bunék. Tyto Gipravy vedou ke zvySeni selektivity a vyssi akumulaci PS v cilové tkani, coz

umoziuje snizeni davky PS pro u¢innou terapii (Knap et al., 2018).

6.8 VYBRANE FOTOSENSITIZERY POUZIVANE
V KLINICKE PRAXI

6.8.1 PORFYRINOVE PS

6.8.1.1 Photofrin®
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Photofrin® je dodnes nejpouzivangjsim PS v klinické praxi. Jeho vyuziti ma vsak
n¢kolik limitaci. Jelikoz se skladd asi ze Sedesati riznych slozek, je velice obtizné
reprodukovat jeho slozeni. Jeho absorpéni maximum je pii 630 nm, coz se zda byt
vyhodné, ovSem jeho molarni absorpcni koeficient pfi této vinové délce je nizky, proto je
tteba podavat vysoké davky PS i svétla. Navic neni ptili§ selektivni pro nadorovou tkan
a zpusobuje dlouhotrvajici fotosenzibilizaci pacient. Ta se projevuje vznikem edému,
erytému a koznich 1ézi. Pacienti po terapii Photofrinem se tedy musi 4-6 tydnd vyhybat

slune¢nimu zareni (Dolmans et al., 2003, Nyman & Hynninen, 2004).

Photofrin® je v podstaté pre¢isténou smési hematoporfyrinovych oligomert o
rizné délce spojenych riznymi typy vazeb (C-C, etherové, esterove), viz. Obr.5. Pivodné
se zacal pouzivat v Kanadég, dnes jsou jeho komer¢ni varianty dostupné v mnoha dalSich
statech. V klinické praxi je vyuzivan pro terapii nadori jicnu, déloZzniho ¢ipku, plic nebo
superficialniho karcinomu moc¢ového méchyie (Gomes et al, 2018).

Na0,C CO.Na

\O n

Photofrin, n=19

Obrazek 5 Photofrin.
6.8.1.2  5-aminolevulova kyselina

S5-aminolevulova kyselina (ALA) je pfirozenou aminokyselinou v lidském téle.

In vivo je syntetizovana enzymem 5-ALA-synthasou pii tvorbé hemu. Pokud je ALA
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piijiména normalnimi bunikami dochdzi k jeji metabolizaci za vzniku protoporfyrinu IX
(PpIX; Obr.6), ze kterého nasledné vznika hem, ktery je odbourdavan v podobé¢ bilirubinu.
V nadorovych bunikach je syntéza PpIX umocnéna, a navic je potlaceno jeho odbouravani
vlivem zvySené aktivity transferinového receptoru a snizené aktivity ferochelatazy.
Dochazi tak k akumulaci PpIX v nadorovych bunkach. Ten zde funguje jako PS, ktery je
navic po ozafeni vhodnym svétlem schopny fluoreskovat, coz Ize velmi vyhodné vyuzit

k lokalizaci nddoru (Namikawa et al., 2018).

ALA tedy sama o sob¢ neni PS, proto ji mizeme povazovat za prolécivo
vyuzitelné v PDT i fotodiagnostice. Pti fyziologickém pH se vSak vyskytuje ve formé
zwitteriontu, jehoz hydrofilni povaha znesnadiiuje vstup latky do cilovych bunék. To
vedlo k dalSimu vyzkumu moznosti podani ALA a k vyvoji jejich derivati pouzivanych

v praxi (Tewari & Eggleston, 2018).

Jeji vlastnosti jsou vhodné pro vyuziti v terapii koznich onemocnéni. Komeréné
je dostupnd pod nazvem Levulan® a v praxi se nejéastéji vyuziva pro 1é¢bu aktinické

keratozy a koznich malignit (Gomes et al., 2018).

Obrazek 6 ALA a jeji aktivni metabolit PpIX.

6.8.1.3  Derivaty ALA

ALA estery diky své lipofilité vykazuji vyssi biologickou dostupnost nez ALA
samotna. Jejich ucinek je obdobny, jelikoz jsou v buiikdch a ve tkanich nésledné

deesterifikovany esterdzami a poté podléhaji dalSimu metabolismu ALA. Mezi tyto
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derivaty patii methylester ALA (komeréné dostupny pod nazvem Metvix®) a hexylester

ALA (dostupny pod ndzvem Hexvix®) (Allison et al., 2004, Warloe et al., 1997).

Metvix® (Obr.7, vlevo) je obvykle podavan topicky a je pouZivan v mnoha
evropskych zemich pro terapii aktinické keratdozy a bozocelularniho karcinomu
s vynikajicimi vysledky. Jeho podani je viak ¢asto spojeno s bolestivou reakci. Hexvix®
(Obr.7, vpravo) se pouziva predevsim pro diagnostiku. Nejvétsi uplatnéni ma v urologii
pii detekci abnormalnich 1€zi v mocovém méchyii. Obvykle je podédvan ve formé infuze

(Allison et al., 2004).

Kromé¢ vyse zminénych derivati ALA, které jsou jiz pouzivany v klinické praxi,
jsou zkoumany i dal$i linearni alifatické estery ALA pro potencidlni vyuziti v PDT. Navic
jsou zkoumadny i estery s jinym nez linedrnim alifatickym fetézcem. Jsou to naptiklad
estery snon-linearnim  alifatickym  fetézcem (napf. isopropylester ~ALA),
ethylenglykolové estery (napt. O-ethylenglykolmonomethylester), estery s cyklickym
fetézcem (napf. benzylester) nebo halogensubstituované benzylestery (napt. 4-

fluorbenzyl ester) (Tewari & Eggleston, 2018).

0 O
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Obrazek 7 Zleva methylester ALA a hexylester ALA.

6.8.2 CHLORINY

Ne&kolik PS pochazi také ze skupiny chlorinii. Do této skupiny patii n€kolik
dilezitych latek, jako jsou verteporfin, Foscan®, rostaporfin a talaporfin. V porovnani
s porfyrinem ma jejich struktura navic dva atomy vodiku na jednom z pyrolovych kruhti
(Obr.8). Tato strukturdlni zména vede k bathochromnimu posunu absorpéniho pésu ze

640 nm na 700 nm (Ormond & Freeman, 2013).
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Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin

Obrazek 8 Strukturni zéklady porfyrini, chlorind a bakteriochlorint.

6.8.2.1 Verteporfin

Verteporfin (Obr.9) je komeréné dostupny pod nazvem Visudyne®, coZ je smés
dvou izomerid verteporfinu v pfipravku pro injekéni podani. Tento PS je aktivovan
svétlem o vinové délce 690 nm a diky rychlé eliminaci z téla vyvolava pouze kratkodobou
kozni fotosenzitizaci. Ve vodnych roztocich agreguje, proto je podavan v liposomalni
formulaci. V klinické praxi je vyuZzivan predevSim v oftalmologii pro 1é€bu vékem

podminéné makuldrni degenerace (Gomes et al., 2018, Kamkaew et al., 2013).

H,COOC

H,COOC

Obrazek 9 Struktura Verteporfinu.
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6.8.2.2  Talaporfin

Talaporfin (Obr.10) neboli mono-L-aspartylchlorin e6 (NPe6, LS11) je ve vode
rozpustny PS druhé generace s velmi rychlou akumulaci v nadorové tkani. Diky rychlé
eliminaci a velmi omezené akumulaci v kiizi se pfi jeho pouziti nevyskytuje zvySena
kozni fotosenzitivita. Komer¢né je dostupny pod nazvem Laserphyrin®. V klinické praxi
se pouziva pro terapii Casnych stadii rakoviny plic a v klinickém testovani je i jeho dalsi
vyuziti, napiiklad pro terapii nadort jater nebo rekurentnich naddorti krku a hlavy (Yano

etal., 2011).

HN COOH
COOH

Obrazek 10 Struktura Talaporfinu.

6.8.2.3  Temoporfin

Temoporfin (Obr.11) zndmy spiSe pod komerénim nazvem Foscan® je dal$im
z chlorinovych PS. Jeho vyhodou je, ze pro G¢innou terapii staci nizké davky svétla i PS,
pfesto mohou pacienti pocitovat zvySenou fotosenzitivitu az po 20 dni. FDA byl schvélen

pro terapii nadori hlavy a krku. Déle se testuje jeho vyuZiti pro 1é€bu nadorti zaludku,
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pankreatu nebo pro sterilizaci a zabranéni riistu ATB rezistentnich bakterii (Josefsen &

Boyle, 2012, Master et al, 2013).

HO

OH

HO

Obrazek 11 Struktura Temoporfinu.

6.8.3 TEXAFYRINY

Dalsi skupinou molekul odvozenych od porfyrinu jsou texafyriny. Tyto
slouceniny maji plivodni porfyrinové jadro rozsitené o jeden atom dusiku, obsahuji tedy
pét atoml dusiku v rozSifeném jadie. Mohou tak vézat kovy s velkymi iontovymi
poloméry, jako je lutecium nebo gadolinium. Tyto texafyriny obsahujici kov maji
neobvyklé biologické vlastnosti, coz je €ini zajimavymi pro vyuziti v PDT (Detty et al,

2004).

Hlavni vyhodou vyuZiti texafyrini v PDT je jejich silna absorbance pii dlouhych
vlnovych délkach (732 nm). Diky tomu jsou G¢inné 1 pfi terapii vétSich nadord nebo
hloubéji uloZenych 1ézi. Vétsina téchto latek je v rtiznych fazich klinického testovani.
Naptiklad Lutrin™ (luthenium texafyrin; Obr.12), byl testovan pro terapii nadord prsu,
jeho dalsi derivat Antrin™ byl testovan pro vyuZiti u onemocnéni kardiovaskularniho
systému. Vysledky klinickych studii zatim tspéch neptinesly a tyto latky stale nejsou
schvéleny pro vyuziti v klinické praxi (Sharman et al., 1999, Keca & Zheng, 2019).
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Obrazek 12 Lutenium texafyrin.

6.9 NEPORFYRINOVE PS

V poslednich letech se mnoho vyzkumnych tymii zamétovalo pfedevSim na
tetrapyrolové PS, jejich konjugaty a dalsi analoga. V disledku nevyhod téchto latek
(kozni fotosenzitizace, absorpce pii nizkych vinovych délkach, vyssi toxicita bez ozateni,
omezend rozpustnost ve vodé apod.) je vSak nutné objevovat nové skupiny PS.
Komplexni struktura porfyrinu znesnadnuje vyvoj derivatl, coz je jeden z divodu, ktery
vedl k vyvoji nové skupiny PS, které ve své struktufe neobsahuji tetrapyrolové jadro —

neporfyrinové PS (Salerno et al., 2017).

6.9.1 ANTRACHINONY

6.9.1.1 Hypericin

Hypericin (Obr.13) je sekundarnim metabolitem rostlin izolovany z celedi

tiezalkovitych, jehoz fotodynamicka aktivita byla poprvé pozorovana u dobytka, kde se
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projevovala zvySenou kozni fotosenzitivitou po pozieni vétSiho mnozstvi téchto rostlin.
Hypericin je pravdépodobné nejucinnéj§im ptirozené se vyskytujicim PS. Pro jeho
pouziti v praxi je dualezité védét, ze jeho fotodynamickd aktivita je silné zavisla na
pritomnosti kysliku. Klinické studie potvrdily jeho potencial pro 1écbu recidivujiciho
mezoteliomu, bazocelularniho karcinomu a dlazdicobunécného karcinomu. Ve forme pro
topické pouziti dosahl vybornych vysledka v prvni fazi klinického testovani pro terapii
psoriazy, bradavic a rakoviny ktize. Velmi slibné jsou i vysledky druhé faze klinického

testovani této latky (Agostinis et al, 2002, Rook et al., 2010).

6.9.1.2  Derivaty hypocrelinu

Hypocrelin A a B (Obr.13) patii do stejné strukturni skupiny jako hypericin. Tyto
latky jsou také ptirodniho ptivodu a také probiha jejich studium pro terapii nadorovych
onemocnéni. Je mozné je izolovat z parazitické houby Hypocrella bambuase nebo
Shiraia bambusicola. Pro pouziti v PDT je vyhodné, pokud se podavaji enkapsulované

v liposomech (Abrahamse et al, 2017).

OH o} OH
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Obrazek 13 Zleva hyperycin, hypocrelin A a hypocrelin B.

6.9.2 DERIVATY FENOTHIAZINU

Tyto latky jsou intenzivné studovany pro vyuZiti v antimikrobidlni PDT.
Nejpopularngjsi fenothiazinova barviva jsou methylenova modf a toluidinova modi. Obé

tyto latky jsou charakterizovany piimou bunécnou toxicitou, vysokym molarnim
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extink¢énim koeficientem, absorpénim maximem v oblasti vice nez 600 nm (Salerno et al.,

2017).

Methylenova modi (Obr.14) je klinicky testovana na pacientech pro vyuziti
v terapii malignit, jako je bazoceluldrni karcinom v chirurgicky tézko pfistupnych
lokalitach, Kaposiho sarkom a maligni melanom. V klinickych studiich pro 1écbu
bazocelularniho karcinomu dosahla velmi dobrych vysledkii. Kromé toho se klinicky
testuje 1 vyuziti pro 1é€bu nenaddorovych onemocnéni, jako je onychomykdza. V soucasné
dobe¢ je vyuzivana k dezinfekci prostedi po kontaminaci krevnimi produkty. Toluidinova
modr (Obr.14) je spolu s methylenovou modfi testovana i pro vyuziti v zubnim 1€katstvi.
Zde se jeji ucinek testuje na pacientech trpicich periodontitidou (Del et al., 2005, Meisel
& Kocher, 2005, Samy et al., 2015).
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Obrazek 14 Zleva toluidinova modi a methylenova mods.

6.9.3 XANTENY

6.9.3.1  Bengalska rizova

Bengalska rtizova (Obr.15) patii do skupiny xantenovych fluorescencnich barviv
(do stejné skupiny latek patii také fluorescein). Zavedeni tézkych halogenovych atomt
do molekuly usnadiiuje pfechod molekul do tripletového stavu a zvySuje tak vytézek
fotochemické reakce. Tato latka ma za sebou dlouhou historii jako fotoaktivni barvivo a
je zkoumano jeji vyuziti pro PDT nadorovych onemocnéni, ale i pro fotodynamickou

antimikrobni terapii (Abrahamse et al., 2017).
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Obrazek 15 Bengalska rizova.

6.9.4 CYANINY

6.9.4.1 Merocyanin

Merocyanin (Obr.16) je nenabité barvivo s absorpénim maximem 555 nm a
schopnosti cilit na leukemické a lymfomové buniky. Tato latka je v prvni fazi klinického
testovani pro ex vivo precisténi autolognich sté€pi kostni diené kontaminovanych leukemii
nebo lymfomem. Kromé toho byly také popsany jeho ucinky na multirezistentni buiiky,
bohuzel jeho absorpéni maximum v nizkych vinovych délkach limituje moznosti jeho

pouziti in vivo (Detty et al., 2004, Ormond & Freeman, 2013).

Obrazek 16 Merocyanin.

6.9.5 KURKUMINOIDY
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Kurkumin (Obr.17) je ptirodni zluty pigment izolovany z kofene rostliny
Curcuma longa. Tato latka ma Siroké spektrum farmakologickych ucinki —
oblasti spektra, proto se pouziva zvlasté v topickém podani pro 1é€bu povrchovych 1€zi.
Mezi jeho vyhody patii cenova dostupnost, snadna manipulace a vyborna efektivita, jeho
nevyhodou je naopak omezend rozpustnost ve vode. Nejvetsi uplatnéni nasel
v antimikrobidlni fotochemoterapii (PACT) a to pfedevSim v zubnim Iékafsvi pro

eradikaci oralnich patogent (Abrahamse et al., 2017, Oniszczuk et al, 2016).
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Obrazek 17 Kurkumin.

6.10 FTALOCYANINY

Pc jsou planarni aromatické heterocykly, které jsou tvotfeny ¢tyfmi isoindolovymi
kruhy spojenymi atomy dusiku (Obr.18). Jakozto PS druhé generace maji mnoho vyhod
pro pouziti v PDT diky své absorpci pi1 vysSich vinovych délkach (> 670 nm) a
vysokému extinkénimu koeficientu (emax>1x 10°M -:cm™). Jelikoz silné absorbuji
v PDT okné¢ tkani, vykazuji niz8i absorpci v oblasti 400-600 nm, coz je oblast spektra,
kde je slunecni zafeni nejintenzivngj$i. Diky tomu nevyvolavaji téméf zadné zvyseni

fotosenzitivity na denni svétlo (Li et al., 2019, Ragoussi & Ince, 2013).
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Obrazek 18 Struktura ftalocyaninového makrocyklického jadra.

Slouceniny Pc s kovy, pfedevsim jejich komplexy s médi, maji velky vynam jako
komer¢ni pigmenty jiz od roku 1930. V minulych letech zaznamenaly tyto latky a jim
pribuzné slouceniny velky uspéch v elektronickém primyslu, kde se vyuzivaji napiikad
pii fotokopirovani nebo pii vyrobé CD. S rozvojem PDT bylo zjiSténo, Ze komplexy Pc
s riznymy nepfechodnymi prvky, jako je zinek, hlinik nebo kiemik, maji fotobiologickou

aktivitu proti nddortim (Bonnett, 1995).

Pc jsou latky velmi blizce ptibuzné s porfyriny. Stejné jako profyriny jsou to
intenzivné barevné symetrické aromatické makrocykly. Tvofi koordinaéni komplexy
s celou fadou kovi. Tyto komplexy byvaji obvykle vyrazné zelené nebo modré barvy,

proto se Siroce pouzivaji jako barviva (Josefsen & Boyle, 2012).

Pfitomnost centralné umisténého diamagnetického kovu, jako je Zn>" a AI**,
v molekule zlepSuje stabilitu tripletového stavu PS 1 jeho vytéznost a zvysSuje také vytézek
singletového kysliku. Pfitomnost kovu v molekule vSak neni pro fotodynamickou aktivitu

Pc nezbytna (Sekkat, 2012).

Vzhledem ke své vnitini struktufe jsou nesubstituované Pc nerozpustné témet ve
vSech pouZzivanych rozpoustédlech. Pro jejich vyuziti v terapii je tedy tfeba pfipravit
jejich rozpustné derivaty. Z tohoto divodu se kjejich molekule piidavaji rtzné

substituenty zvySujici rozpustnost. Mohou to byt fenoxy- ¢i alkoxy- skupiny, alkylové
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fetézce, sulfonové skupiny, jednotky na béazi fosforu nebo skupiny nesouci

kvarterizovany dusik (Ertem et al., 2018).

vvvvv

problémy s purifikaci. Agregace navic snizuje stabilitu tripletového stavu a snizuje
vytézek '02. Ve vodném prostiedi se silné zvySuje pomér dimer/monomer Pc a barvivo
se zde nachazi témér vyhradné v agregované formé. Toto chovani muze byt potlaceno

vhodnou substituci (Kostka et al., 2006).

V porovnani se strukturou porfyrinovych PS maji Pc n¢kolik zmén v molekule.
Jsou to meso atomy dusiku a piikondenzovana benzenova jadra. Fotofyzikalni vlastnosti
Pc jsou siln€ zavislé na centralnim atomu. Jejich vyhodou oproti porfyrinim je jejich
schopnost absorbovat zafeni z cervené oblasti viditelného svétla, které dokaze pronikat

hloubéji do tkani (Ishii, 2012).

Diky silné absorpci pii vysSich vinovych délkach staci pro efektivni terapii
podavat velmi nizké davky. Dostacujici davky se pohybuji v rozmezi 0,2 — 0,5 mg/kg, u
Photofrinu® je u¢inna davka 1-5 mg/kg. Navic je jejich farmakokinetika v téle mnohem
rychlejsi v porovnani s HpD. Jejich akumulace v nddorové tkani probihd do 1-3 h po

injek¢énim podani a z téla jsou eliminovany do 24 h (Nyman & Hynninen, 2004).

Systémové podavany zineCnaty ftalocyanin, médnaty ftalocyanin a
chloraluminium ftalocyanin jsou nyni testovany pro terapii nemelanomového nadoru
ktze. Topicky podavany amfifilni ZnPc vykazuje vysokou fotosenzitivni aktivitu na
bakterialni (v€etné gramnegativnich bakterii a multirezistentnich kmenta Staphylococcus
aureus), a houbové (Candida albicans a Trychophyton rubrum) patogeny na lidské ktzi

bez poskozeni keratinocytll (Calzavara-pinton et al, 2007b).

Sulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin (Obr.19), zndmy pod svym komerénim
ndzvem Photosens®, je smé&s AlPcs nesoucich dvé aZ ¢tyfi sulfonové skupiny (nejéastéji
ti). Photosens® absorbuje pfi 675 nm a ma nejvyssi molarni absorpéni koeficient z celé
skupiny PS druhé generace. PDT procedura probih4 stejné jako pii pouziti Photofrinu®,

jen se podavaji mnohem nizsi davky PS i svétla (Yano et al., 2011).

Photosens® je komer¢né dostupny a schvaleny pro terapii v Rusku. Miize byt
podavan intravenozné, injekci pfimo do mista 1éze nebo ve formé aerosolu. Ma rozséhlé

vyuziti pro terapii nadorovych i1 infekénich onemocnéni. Vyborné vysledky vyukazuje

31



pro 1écbu nadort hlavy a krku. Patii mezi n€ nadory rtu, hrtanu, hltanu a jazyka. Kromé
toho se pouziva i pro terapii nddort plic nebo jicnu (Allison et al., 2004, Allison & Sibata,

2010).

AlPcS4 Pc4

Obrazek 19 Photosens a Pc4.

Ktemicity ftalocyanin Pc4 (Obr.19), PS absorbujici pti 675 nm, dokoncil prvni
fazi klinického testovani pro lécbu aktinické keratézy, Bowenovy nemoci a rakoviny
kize. Dalsi ftalocyanin s velmi slibnymi vysledky je zine¢naty ftalocyanin, ktery je ve
Svycarsku ve tieti fazi klinického testovani pro terapii spinoceluldrniho karcinomu

(Ormond & Freeman, 2013, Yano et al., 2011).

6.10.1 FTALOCYANINY ROZPUSTNE VE VODE

Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost ve vodném prostfedi je velmi vyhodna
v biologickém systému, je tato vlastnost hlavnim kritériem pti navrhovéani novych Pc. Pro
zvyseni rozpustnosti ve vode se bézné pouzivaji dvé hlavni strategie. Prvni moznosti je

zaclenit do molekuly Pc iontové substituenty. Mize se jednat o substituenty anionické,
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kationické 1 zwitterionty. Ve druhém ptipad¢ je molekula substituovéna neiontovymi, ale
vysoce hydrofilnimi skupinami napiiklad na bazi polyethylenglykolu nebo sacharidt (Li
etal., 2019).

v

Jesté vyhodnéjsi je, pokud je Pc amfifilni. Jak jiz bylo zminéno, rozpustnost ve
vode¢ je vyhodna pro transport Pc v biologickém prostiedi. Jeho lipofilita je oproti tomu
vyhodna pro prostup Pc do buiiky. Bylo zjisténo, ze amfifilni Pc jsou v zabijeni bun¢k
pomoci PDT aktivnéjsi nez hydrofilni nebo lipofilni formy (Wei et al., 2006, Zimcik et
al., 2006).

6.10.1.1  Anionické ftalocyaniny rozpustné ve vodé

Anionické substituenty bézné uzivané pro zvySeni rozpustnosti Pc ve vodé¢ jsou
sulfonat, karboxylat nebo funkéni skupiny na bazi fosforu. Mohou byt pfipojeny piimo
na Pc jadro nebo konjugovany ptes rizné spojky. Jejich rozpustnost je vsak silné zavisla
na pH. Pc obvykle nesou pouze jednu z téchto funkénich skupin. Vyjimkou je pouze jeden

Pc, ktery nese soucasné¢ sulfonovou i karboxylovou skupinu (Dumoulin et al., 2010).

6.10.1.2  Kationicke ftalocyaniny

V posledni dobé je velka pozornost vénovana pozitivné nabitym Pc a jejich vyuZiti
v PDT a PACT. Zavedeni kladné nabitych perifernich substituentl do molekuly Pc
zlepSuje jejich fotofyzikalni vlastnosti a také zvySuje jejich afinitu k bunéénym
membrandm. Kvaternizace perifernich atomii dusiku navic zvySuje rozpustnost Pc a

chrani je pted agregaci (Lipatova et al., 2018).

Kvaternizace se provadi na konci syntetické drahy Pc. Atom dusiku, ktery bude
kvaternizovan, je pfitomen pfi vzniku Pc ve formé& aminu, derivatu pyridinu nebo mize
byt i soucasti samotného makrocyklu. Pozice substituent na ftalocyaninovém jadfe a typ
centralniho atomu vyrazn¢ ovlivituji fotofyzikalni vlastnosti Pc (Dumoulin et al., 2010,

Machacek et al., 2015).
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Kationické Pc se ukdzaly jako velmi ucinné PS pro inaktivaci Siroké Skaly
mikrobidlnich patogenti. Ve studiich zamétfenych na ve vodé rozpustné Pc, tedy
anionické, kationické a neutrdlni, bylo prokazano, ze kationické Pc jsou znich
nejucinngj$i. Kladny naboj Pc také zlepSuje prostup do bunék. Navic se vétSina
kationickych Pc hromadi v mitochondriich, coz je jeden z nejdilezitéjsich cilt v PDT,

jehoz poskozeni vyvola apoptdzu (Fabris et al., 2006, Zimcik et al., 2006).

6.11 AZAFTALOCYANINY

Kromée béznych perifernich ¢i neperifernich substituci Pc mizeme také ve strutufe
Pc nahradit n€ktery z hlavnich uhlikli jinym atomem. Takova zména vede k vyraznym
zméndm chemickych a fotochemickych vlastnosti. Nejbéznéjsim takto pouzivanym
heteroatomem je dusik. Vysledna struktura je pak nazyvana azaftalocyanin (AzaPc). Tyto
latky obvykle absorbuji v oblasti kolem 750 nm. Diky tomu mohou byt pouzity pro terapii
hloubé¢ji se nachazejicich 1ézi (Miletin et al, 2018, Zimcik et al., 2010).

Stejné jako Pc jsou 1 AzaPc planarni makrocyklické slouceniny, které maji sklon
agregovat, coz také vede k problémim s rozpustnosti, purifikaci, charakterizaci a ztratou
efektivity. Pro zamezeni jejich agregace jsou opét vyuzivany riizné objemné substituenty

nebo nabité substituenty (Zimcik et al., 2006).

Jelikoz jsou AzaPc strukturaln€ velmi podobné Pc, pouzivaji se také v podobnych
aplikacich. Substituované AzaPc jsou obecné 1épe rozpustné nez jejich Pc analogy. Proto
jsou také lépe vyuzitelné v technologii. PouZivaji se napiiklad jako barviva, pro kontrolu
ristu mikroorganismi, jako katalyzatory pii redukci kysliku, jako materidly pro
elektrochromni displeje a jako média pro optické ukladani dat. Kromé toho se také

vyuzivaji v experimentalni PDT (Kobak & Giil, 2009).

Pro vyuziti v PDT se uk4zaly vyhodnéjsi kationické derivaty AzaPc. U AzaPc bez
téchto substituentii dochazi ve velké mife k jejich agregaci, a tim 1 ke ztrat¢ schopnosti
u¢inng produkovat 'O,. V soucasné dobé je studovano velké mnozstvi riiznych AzaPc

potencialné vyuzitelnych v PDT (Miletin et al., 2018).
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Bylo zjisténo, Ze podoba absorpcniho spektra AzaPc zavisi na poloze heteroatomu
v benzenovém kruhu. NejlepSim prekurzorem pro syntézu AzaPc jsou dinitrily

heterocyklickych O-dikarboxylovych kyselin (Kudrevich & Van Lier, 1996).
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7 CILE PRACE

e Stanoveni Casového profilu prostupu latek do bun¢k
e Urceni subcelularni lokalizace hodnocenych PS

e Stanoveni fotodynamické aktivity u vybranych ftalocyaninovych a

azaftalocyaninovych fotosenitizéri na lidské nadorové bunécné linii HeLa.

e Stanoveni vlastni toxicity vybranych latek bez pfitomnosti svétla (dark toxicita)

e Fotografickd dokumentace a hodnoceni morfologickych zmén v buiikiach vlivem

PS aktivovanych svétlem

e Porovnani G¢innosti studovanych latek
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 VYBAVENI PRO PRACI S BUNECNOU LINII

8.1.1 PRACOVNI POMUCKY

e automatické pipety, riizny rozsah (Eppendorf, Némecko)

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

e sterilni Spicky, plastove, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)

e sterilni pipety, plastové, riizny objem (TPP, Svycarsko)

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

e Pasteurovy pipety, sterilni (Brand, Némecko)

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

e 96-jamkové mikrotitraéni desticky, ploché dno (TPP, Svycarsko)

e Petriho misky, sterilni, vhodné pro konfokalni mikroskopii, 3 cm pramér misky,
1,2 cm prumér sklenéného dna, tloustka skla 140 um; (WillCo Wells,
Nizozemsko)

e sterilni plastové Petriho misky (TPP, Svycarsko)

e sterilni Skrabky (Sigma, Némecko)

e sterilni mikroskopicka sklicka s kultivaénim nastavcem (Eppendorf, Némecko)

o plastové sterilni centrifuga¢ni zkumavky o objemu 15 ml (TPP, Svycarsko)

e sterilni mikrozkumavky, rizny objem (Eppendorf, Némecko)

e sterilni laboratorni sklo (Thermo Fisher Scientific, USA)

e sterilni plastové vanicky

e podlozni a kryci skli¢ka (Thermo Fisher Scientific, USA)

¢ Biirkerova komiurka (Brand, Némecko)
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8.1.2 PRACOVNI PRISTROJE

e bunécné inkubatory s termostatem a regulaci koncentrace CO- (Sanyo, Japonsko
a Esco, USA)

e Dbox s laminarnim proudénim Bio Air TopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)

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

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

e vodni lazen (Memmert, Némecko)

e invertovany fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko)

e (teCka mikrotitracnich destiCek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko)

¢ luminiscen¢ni spektrometr AMINCO Bowman Series 2 (Thermo Fisher
Scientific, USA)

e konfokalni laserovy rastrovaci mikroskopicky systém Nikon Al+ (Nikon,
Japonsko)

e centrifuga Hermle Z 300 (Hermle Labor Technik, Némecko)

8.1.3 POUZITE CHEMICKE LATKY A REAGENCIE

e kultivaéni médium DMEM (Lonza, Belgie)

e fetalni bovinni sérum (Lonza, Belgie)

e pufr HEPES (Sigma-Aldrich, USA)

e L-glutamin (Lonza, Belgie)

e penicilin/streptomycin (Lonza, Belgie)

o fosfatovy pufr, tablety (Sigma-Aldrich, USA nebo MP Biocmedicals, USA)
e trypsin/EDTA (Lonza, Belgie)

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

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

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

e fixacni roztok pro neutralni ¢erven — 1% roztok CaClz v 0,5% formaldehydu
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lyzacni roztok pro neutralni cervenn — 1% roztok ledové kyseliny octové v 50%
etanolu

dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich,USA)

fotosensitizér P39 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
fotosensitizér P40 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
fotosensitizér P41 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
fotosensitizér P42 (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)
paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, USA)

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

purifikovana ultracista voda (MQ-voda, Millipore, USA)

fluorescen¢ni sonda LysoTracker Blue DND-22 (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢ni sonda MitoTracker Green FM (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢ni sonda Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)
fluorescen¢ni sonda MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes, USA)
Fluorescencni sonda Actin Green (Molecular Probes, USA)

ADS pufr (116 mM NaCl, 5,3 mM KCI, 1,2 mM MgSO4-7H20, 1,13 mM
NaH2P0O4-2H20, 20 mM HEPES)

ProLong AntiFade montovaci médium (Thermo Fisher Scientific, USA)
permeabilizacni pufr (0,5% Triton X-100 v dPBS)

roztok BCA (bicinchonic acid)

4% roztok CuSO4 - 6H20
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8.2 BUNECNA LINIE HELA

Bunécna linie Hela je nejrozsifenéji pouzivanou bunécnou linii a je také prvni
bunécnou linii, kterou se podatilo kultivovat v in vitro podminkéach. Tato bunécna linie
vychdzi z bun¢k lidského cervikalniho karcinomu odebraného v roce 1951 pacientce

Henrietté Lacksové, odtud také pochdzi jeji nazev (Landry et al., 2013).

Dnes je tato linie Siroce pouzivana diky své rychlé a nepietrzité proliferaci a
snadné pasdzovatelnosti bunck. Bohuzel je vSak v bunikach pfitomny gen pro lidsky
papillomavirus 18 (HPV-18), ktery mlze vyvolat neoplastickou aktivitu. Tato skutecnost
je tedy jistou nevyhodou této bunécné linie a jeji pouziti s sebou tak piinasi i urcitd
pracovni rizika. Proto je pfi praci s touto bunéénou linii dilezité dodrzovat bezpe¢nostni

opatfeni.

HeLa buniky jsme ziskali z Americké banky bunéénych linii (ATCC, USA) a byly

pouzity pro vSechny nase experimenty.

8.2.1 KULTIVACNI MEDIUM

Pro kultivaci bunék jsme pouZili suplementované médium DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium). K tomuto zdkladnimu médiu bylo postupné ptidano 10
0bj.% FBS, 1 0bj.% 1M HEPES pufru, 1 obj.% 100x Penicilin-Streptomycin a 2 0bj.%
200mM L-glutaminu. Takto pfipravené médium se oznacuje jako sérum obsahujici
médium (SCM, kultivaéni médium). Stejnym zplisobem bylo pfipravovano i bezsérové
médium (SFM) pouzivané pro nékteré experimenty. Jedinym rozdilem v piipravé bylo

vynechani pfidavku FBS.

Kultivaéni médium bylo pfipravovano sterilné v prostordch laminarniho boxu.
Vsechny pouzité latky kromé HEPES pufru byly pfedem vytemperovéany na teplotu 37°C.
Pfed pouzitim bylo médium dilkladné promichano. Takto pfipravené médium bylo
uchovavano v lednicce a pted kazdym pouzitim bylo vytemperovano ve vodni l4zni na

37°C.
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8.2.2 KULTIVACE BUNEK

Buiiky byly kultivovany v pfipraveném SCM médiu ve sterilnich plastovych
kultivacnich lahvich T75. Kultivace byla provadéna za standardnich podminek, tedy
v inkubatoru pfi teploté¢ 37°C, v atmosféte s obsahem 5% CO: a konstantni humidité.

Veskera manipulace s buitkami byla provadéna steriln€ v prostiedi laminarniho boxu.

8.2.3 PASAZOVANI BUNEK

Pasazovani neboli subkultivace je proces, pfi kterém dochazi k ptfenosu pomérné
¢asti bunck do nové lahve s Cerstvym kultivacnim médiem. Tento proces je nezbytny pro
udrzeni zivotaschopnosti bunécné kultury v in vitro podminkach. Je nutné provadét jej

v pravidelnych intervalech kvtli vy¢erpani zivného média.

Aby nedochazelo knezddoucim zménam morfologie, vlastnosti a
zivotaschopnosti bunééné kultury, bylo provadéno pasazovani bunék pokazdé, kdyz
dosahly 80-90% konfluence (stav, kdy buiiky pokryji vétSinu povrchu dna a zacinaji se
dostavat do vzajemného kontaktu). Jeho dosazeni bylo pfed kazdym pasdzovanim
kontrolovano mikroskopicky, stejné jako morfologie bunék ¢i ptitomnost nezadouci

kontaminace. Obvykla doba mezi dvéma pasazovanimi byla 3 az 4 dny.

Proces pasazovani zac¢ind odbérem plvodniho média z kultivaéni lahve a
naslednym oplachem bunék sterilnim pfedehfatym PBS. Oplach bunék byl vzdy
proveden dvakrat, aby doSlo k odstranéni séra, které v sobé obsahuje trypsininaktivujici
slozky. Nésledné byl pfidan 1 ml roztoku trypsinu s EDTA, ktery pomohl oddé&lit buniky
ode dna. Roztok byl rovnomérné rozprostien po celém dné a bunky byly v jeho

pfitomnosti inkubovany po dobu maximalné 5 minut v inkubatoru pii 37°C.

Po uplynuti ¢asového limitu byla opét provedena kontrola pod mikroskopem,
abychom se ujistili, ze se vSechny bunky diky pisobeni trypsinu odd¢€lily ode dna a staly
se suspenznimi. Nasledné bylo nutno inaktivovat trypsinovy roztok a ukoncit tak proces
trypsinizace, jinak by jeho vlivem doSlo 1 k poSkozeni bun€k. To bylo provedeno

pfidanim 9 ml pfedehfatého SCM.
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Buiiky pak byly dikladné oplachnuty a resuspendovany opakovanym nasatim
obsahu lahve do pipety a vypusténim proti dnu lahve, aby doslo k rozbiti ptipadnych
shluk® bunék a vytvofeni homogenni suspenze. Pomérna ¢ast této suspenze byla nasledné
odebrana do nov¢ sterilni kultivacni lahve, do které bylo piedem napipetovano 15 ml

cerstvého predehiateho SCM.

V nové lahvi byla opét vytvoiena homogenni suspenze opakovanym nasatim a
vypusténim obsahu lahve proti dnu. Takto vytvofend suspenze bun¢k se vodorovnym
pohybem lahvi rozprostiela po celém dnu. Bunky byly dale kultivovany za standartnich
vyse popsanych podminek do dalsi pasdze. Zbytek bun¢k byl poté vyuzit pro samotné

experimenty.

Cely proces byl provadén za sterilnich podminek v prosttedi laminarniho boxu a

vSechny pouzité roztoky byly pfedem vytemperovany ve vodni l4zni na teplotu 37°C.

8.2.4 STANOVENI POCTU ZIVOTASCHOPNYCH BUNEK

Pocet zivych bun€k byl stanoven mikroskopicky v Biirkerové komirce po
obarveni bunécné suspenze roztokem trypanové modfi. Princip této metody spociva
v tom, Ze trypanova modf je barvivo schopné difundovat skrz plazmatickou membréanu a
snadno tak vstupovat do bunék. Zivé buiiky ji pak aktivné transportuji zase ven, kdezto
mrtvym bunikam tato schopnost chybi a barvivo se v nich hromadi. V mikroskopu se ndm
tedy zivé buiiky jevi jako bezbarvé kulaté utvary na slabé modrém pozadi a mrtvé bunky

jsou syté modré.

Nejprve jsme tedy do pfipravené mikrozkumavky napipetovali 0,4% roztok
trypanové modii. K tomuto roztoku byla ptfidana v poméru 1:1 bunécna suspenze zbyla z
vySe popsan¢ho procesu pasazovani. Obsah zkumavky byl nésledné promichan a
inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti tohoto intervalu byla smés opét

promichana a aplikovana na Biirkerovu komiirku v mnozstvi 10 ul na kazdou polovinu.

Pod mikroskopem byly pocitany neobarvené bunky v 5 ¢tvercich kazdé poloviny
pii desetinasobném zvétSeni. Vysledny pocet zivych bunék byl pfepocitdn na mnozstvi

zivotaschopnych bunék v 1 ml suspenze.
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8.2.5 NASAZOVANI BUNEK NA EXPERIMENTY

8.3

Pro zajisténi reprodukovatelnosti vysledkli bylo nutné zachovat pro vSechny
experimenty maximalné¢ shodné podminky. Pro vSechny pokusy jsme tedy pouzivali
stejné kultivacni nadoby a suspenzi bun¢k o stejné koncentraci. Pro cytotoxicitni
experimenty jsme pouzivali suspenzi bun€k o koncentraci 100 000 bunék/ml. Tato
koncentrace byla ziskdna nafedénim ptivodni bunécéné suspenze zbylé z pasdzovani bunck
cistym SCM, jehoz objem byl pfedem spocitan podle vysledného poctu zivych bunék

V suspenzi.

Takto pripravend bunécna suspenze byla pomoci multikanalové automatické
pipety aplikovana na 96-jamkové desticky. Na kazdou jamku ptipadl objem 100 pl, coz
znamena, ze v kazdé jamce bylo pfiblizn€ 10 000 bunck. Desticky s buiikami byly poté
ponechany 24 h v inkubatoru za standardnich podminek. Po uplynuti této doby byly

buiiky narostlé v dostate¢ném mnozstvi a ptipravené pro provadéné experimenty.

Pro fotografickou dokumentaci subcelularni lokalizace byly pouZzivany sterilni
plastové misky se sklenénym dnem urcéené pro konfokalni mikroskopii o priméru 3 cm.
Postup ptipravy bunécné suspenze byl obdobny jako pro cytotoxixitni experimenty.
V tomto ptipadé vSak byl pouzit objem 500 pul na dno petriho misky. Rust bun¢k opét
probihal 24 h za standardnich podminek.

Pro hodnoceni morfologickych zmén byla pouZivana sterilni mikroskopicka
sklicka s kultivaénim nastavcem (4 jamky). Tentokrat byla obdobnym zplsobem
piipravena buné¢na suspenze o koncentraci 50 000 bunék/ml, ktera byla pipetovana
v objemu 500 pl suspenze do kazd€ jamky. Rist probihal za stejnych podminek jako

v obou piedchozich piipadech.

STUDOVANE FOTOSENSITIZERY

Veskeré nami pouzité PS byly syntetizovany na katedfe Farmaceutické chemie a
farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Jejich pfipravou se zabyva védeckd skupina prof. PharmDr. Petra Zimdéika, Ph.D.
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Vsechny studované latky obsahuji centradlné koordinovany atom zinku a nesou trvaly
kladny naboj (Obr.20). Struktura latek obsahuje jako zaklad Pc jadro, které na sob¢ nese
rizné substituenty. U dvou testovanych latek doslo také k nahrad¢ jednoho z uhlika
ftalocyaninové struktury dusikem. Jsou tedy tfazeny do skupiny AzaPc. VSechny
testované latky jsou amfifilni povahy. T ¢tvrtiny molekuly jsou tvofeny lipofilnim

jédrem a v jedné Ctvrtiné molekuly je navazan hydrofilni substituent.

\
N +
3

P42

Obrazek 20 Struktury testovanych PS.

44



8.4 CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

Pro stanoveni ¢asového profilu prostupu studovanych latek do bun¢k byly bunky
nasazeny na sterilni petriho misky o praiméru 6 cm. Na kazdou misku bylo aplikovano
5 ml bunécné suspenze o koncentraci 75 000 bunék/ml. Takto pfipravené petriho misky

byly inkubovény 24 h za standardnich podminek.

Druhy den bylo buiikdm vyménéno médium za Cerstvé SCM. Nasledné byly
k buiikkam ptidavany testované latky v ¢asovych intervalech 12; §; 6; 4;2; 1; 0,5a0h
pied ukoncenim experimentu. Latky byly piidavany ve finalni koncentraci 4 uM, pouze

pro latku P39 byla koncentace nizsi (1,6 pM) kvili niz§imu limitu rozpustnosti.

Po uplynuti danych inkubacnich ¢ast jsme bunky dvakrat oplachli PBS
predehiatym na 37°C od zbytkl PS. Poté jsme k buiikdm pfidali 5 ml pfedehiatého PBS
a pomoci Skrabky jsme je seSkrabali ze dna misky. Vznikld suspenze byla pomoci
pasteurovy pipety pienesena do 15 ml zkumavky. Nasledné jsme jeste jednou pridali 5 ml
PBS a znovu dikladné seskrabali zbylé buiky z petriho misky. Obsah byl pfenesen do

stejné zkumavky.

Zkumavky se vzorky se nechaly 5 minut centrifugovat pti 1500 rpm. Nasledné byl
odstranén supernatant a buniky byly resuspendovany piidanim 500 ul DMSO. Takto
vznikla suspenze byla pomoci pipety pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky. V nich byly
buniky lyzovany vlivem ptidaného DMSO a vymrazeni pii -20°C. Pfi této teploté byly
byilkky v DMSO inkubovany do druhého dne.

Nasledujici den byly buiiky rozehfaty na pokojovou teplotu. Stanoveni
koncentrace PS bylo provedeno pomoci fluorescenéniho méfeni. Hodnota fluorescence

byla méfena na luminiscen¢nim spektrometru AMINCO Bowman Series 2.

8.4.1 STANOVENI MNOZSTVI BILKOVINY VE VZORCICH

Mnozstvi bilkovin bylo hodnoceno BCA metodou. Nejprve byla rozpusténim
BSA v MQ-vodé¢ vytvofena fada roztokl o koncentracich 0; 50; 100; 200; 400; 600; 800;
1000 a 2000 pg/ml. Tato koncentra¢ni fada slouzila k vytvofeni kalibra¢ni pfimky. Takto
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piipravené roztoky o rtiznych koncentracich BSA byly napipetovany do 96-jamkové

desticky vzdy v triplikatu. Pipetovany objem ¢inil 10 pl.

Stejnym zpiisobem byly do desticky napipetovany i pfislusné alikvoty vsech
vzorkl. Jelikoz byly vzorky rozpusSteny v DMSO a koncentracni fada BSA byla
pripravena v MQ-vodg¢, byla tato nesourodost kompenzovana ptidanim 10 pul MQ-vody

ke vSem vzorklim a pfidanim stejného objemu DMSO ke koncentracni fadé BSA.

Samotny roztok BCA byl pfipraven tésné pted pouzitim smisenim 4% roztoku
CuSOy4 - 6H20 a zéasobniho roztoku BCA v poméru 1:50. Takto pfipraveny pracovni
roztok byl pomoci automatick¢é multikandlové pipety piidan ke vSem vzorkiim
ptipravenym v desti¢ce. Do kazdé jamky bylo pipetovano 200 pl roztoku. Nésledovala
30 min inkubace v bunéfném inkubatoru pii teplot¢ 37°C. Poté byla na ctecce

mikrotitra¢nich desti¢ek Tecan Infinite M200 zmétena absorbance pti 562 nm.

8.5 CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY

Pro stanoveni cytotoxicity byly bunky pfipraveny vyse popsanym zplisobem v 96-
jamkovych desti¢kach. Po 24 h byly k buiikiam ptidany studované latky. Cast bungk byla
ponechéna jako neovlivnéna kontrola. Dalsi ¢ast bun€k byla usmrcena letalni davkou

H>0; a slouzila jako kontrola usmrceni bunék.

Bunkdm neovlivnéné kontroly bylo pouze vyménéno médium za Cerstvé
pfedehiaté SCM, piipadné SFM v zdvislosti na provadéném experimentu. U bunck
kontroly usmrceni bunék bylo vyménéno médium za Cerstvé, do kterého byla vzapéti
pfidana letdlni davka H>O;. Zbylym bunkdm bylo médium vyménéno za roztoky

studovanych latek o riznych koncentracich.

Potfebné koncentrace testovanych PS byly pfedem pfipraveny ze zéasobnich
roztokli nafedénim SCM nebo SFM v zavislosti na experimentu. Jelikoz Pc 1 AzaPc jsou
latky citlivé na svétlo, coz je také principem jejich ucinku, bylo nutné veSkerou
manipulaci s nimi provadét za minimalniho osvétleni, aby nedoSlo k jejich predcasné

aktivaci.
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Veskeré pouzité roztoky byly opét vytemperovany na teplotu 37°C a veSkera
manipulace s nimi i s buitkami probihala steriln€ v prostfedi laminarniho boxu. Takto
pripravené desticky byly inkubovany za standardnich podminek po dobu 12 h nebo 24 h
podle provadéného experimentu. Dalsi postup se odvijel od toho, zda byla urCovana

vlastni toxicita latek nebo toxicita po aktivaci svétlem.

8.5.1 STANOVENI FOTOTOXICITY

Pojem fototoxicita znamena toxicita latek vystavench aktivujicimu zateni. Pro jeji
hodnoceni u ndmi pouZzivanych latek byly buiiky pfipraveny v mikrotitra¢ni desti¢ce vyse
popsanym zptisobem a inkubovany s testovanymi PS za standardnich podminek po dobu
12 h. Poté bylo opatrn€ pomoci multikanalové pipety v celé desti¢ce vymeénéno médium
za Cesrtvé. Opét bylo pipetovano 100 ul do kazdé jamky. Tento krok se opakoval dvakrat,
aby doslo k oplachnuti bun¢k od veSkerych zbytka PS, které se nedostaly do bunék.

Ihned po oplachu byla desticka s buiitkami pfenesena pod 450 W xenonovou
lampu osazenou vodnim a long-pass filtrem (L > 570 nm; 12,4 mW cm?; 11,2 J cm™) a
ozatovdna po dobu 15 min. Po uplynuti této doby byla desti¢ka umisténa zpét do
inkubatoru a inkubovana za standardnich podminek dalSich 24 h. Nasledné byla

hodnocena viabilita bun¢k pomoci testu vychytavani neutralni ¢ervene.

8.5.2 STANOVENI VLASTNI TOXICITY

Toxicita bez ozafeni je vlastni toxicita studovanych latek bez jejich predchozi
aktivace svétlem. Veskera piiprava bunck 1 aplikace testovanych latek probihala stejné
jako v predchozim ptipadé, byly vSak pouzity mnohonédsobné¢ vyssi koncentrace PS nez
pro stanoveni fototoxixity a inkubace po nasazeni latek probihala 24 h namisto 12 h.
Jelikoz jsou z&sobni roztoky testovanych PS piipravovany v DMSO, ktery je ve vysSich
koncentracich sam o sob¢ pro buiiky toxicky, byla navic k obvyklé neovlivnéné kontrole
a kontrole usmrceni bun¢k ptidana také kontrola toxicity samotného DMSO, abychom

vyloudili ovlivnéni vysledkli jeho pfitomnosti. Proto byly pfipravené také roztoky
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ruznych koncentraci DMSO. Jejich ptiprava probihala stejnou fedici fadou jako ptiprava
roztoki PS. Stejnym zptisobem probihala i jejich aplikace na bunky a veskery nasledujici
postup. Pro tento experiment bylo velmi dilezité pracovat za tmy, aby nedoslo k aktivaci
latek, a naslednému faleSnému snizeni zivotaschopnosti bun¢k. Z tohoto diivodu byly
také desticky béhem inkubace zabaleny v hlinikové folii. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla

stanovena zivotaschopnost bun€k pomoci testu vychytavani neutralni cervené.

8.5.3 HODNOCENI VIABILITY BUNEK TESTEM
VYCHYTAVANI NEUTRALNI CERVENE

Neutralni ¢ervenn (NR) je slabé kationické barvivo schopné v nenabité formeé
ptechazet pfes bunééné membrany a difundovat do bunék. Uvniti bunék se toto barvivo
hromadi v lyzosomech. K akumulaci v lyzosomech dochdzi diky tomu, Ze u Zivych bunék
je v lyzosomech udrzovan protonovy gradient. Z tohoto divodu je zde pH kyselejsi nez
v cytoplazmé, coz vede k protonizaci neutrdlni cervené. Takto nabité molekuly NR
nejsou schopné projit skrz lyzosomalni membranu zpét do cytosolu. U mrtvych a
poskozenych bunék dochazi k naruseni integrity lyzosomélni membrany a buiika tak neni
schopna NR zadrzet. Diky tomu mizeme pomoci NR rozliSovat zivé a mrtvé bunky.
Mnozstvi zadrZzeného barviva je zde ptimo imérné poctu zivych bunék (Fields et al.,

2017).

Test vychytavani neutralni cervené byl pouzit pro hodnoceni v§ech fototoxicitnich
experimentll 1 pro stanoveni vlastni toxicity latek. Po ukonceni inkubacni doby bylo
pomoci automatické multikanalové pipety k buitkam napipetovano 100 pl roztoku NR o
koncetraci 60 pg/ml. Vysledna koncetrace NR v kazdé jamce tedy ¢inila 30 pg/ml. Poté
se desticky nechali 2 h inkubovat pti 37°C. Pfi hodnoceni vlastni toxicity bylo nutné pted
pfidanim NR buiiky 2% oplachnout ¢istym médiem kvuli odstranéni zbytkt PS, které by

mohly faleSn€ zvySovat absorbanci NR, vzhledem k jejich vysoké koncentraci.

Po skonceni inkubace s NR bylo z bun¢k odstranéno veskeré médium a do kazdé
jamky bylo pfidano 100 pl fixa¢niho roztoku (1% roztok CaClz v 0,5% formaldehydu).
Tento roztok byl na buiikdch ponechan pii laboratorni teploté po dobu 15 min. Béhem

této doby doslo k fixaci bun€k na dno jamek mikrotitracni desticky.
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Nasledné byl fixacni roztok odstranén a buiiky byly dvakrat oplachnuty 100 pl
PBS. Nakonec byl k bunikdm ptidan lyzacni roztok (1% roztok ledové kyseliny octové
v 50% ethanolu), opét v mnozstvi 100 pl na jamku. Desticky s lyzacnim roztokem byly
umistény na deskovou tfepacku, kde se nechaly lyzovat pti laboratorni teploté po dobu

30 min.

Vysledky byly hodnoceny spektrofotometricky na cte¢ce mikrotitracnich desti¢ek
Tecan Infinite 200M, na které byla zméiena absorbance pii 540 nm. Vysledky méfeni
byly déle zpracovany v programu Microsoft Office Excel a Zivotaschopnost bunék byla

vyjadiena jako procenta neovlivnéné kontroly po odecteni kontroly zabiti bunék (pozadi).

8.5.4 VYHODNOCENI VYSLEDKU

Pfi hodnoceni fototoxicitnich experimentii byla pro kazdou latku stanovena
hodnota jeji stfedni efektivni koncentrace (ECso). Tato hodnota udava koncentraci
testované latky, kterd po ozafeni zpasobi pokles viability na 50 % vzhledem
k neovlivnénym buitkdm. Ze ziskanych vysledkl byly vytvofeny grafy a zjisténa hodnota
ECso v programu GraphPad Prism. Do grafii byly vyneseny primérné hodnoty

naméienych vysledkd spolu s hodnotami smérodatné odchylky.

8.5.5 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Pro statistickou analyzu dat byla pouZzita jednofaktorovéd analyza rozptylu (one way
ANOVA) s Bonferroniho post hoc metodou vicenasobného porovnani. VSechny experimenty
jsme provedli minimdlné v péti opakovanich v pfipad¢ cytotoxicitnich experimentii a
v duplikatu v ptipadé€ casového prostupu latek do bunék. Ve vysledcich jsou uvedeny primérmé
hodnoty se smérodatnou odchylkou. Vysledky experimenti byly pokladany za signifikantni,
pokud hladina vyznamnosti (p) byla *p<0.05, **p<0.01 a ***p<0.001.
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8.6 FOTOGRAFICKA DOKUMENTACE

K poftizovani mikrofotografii slouzil invertovany fluorescencni mikroskop Nikon
Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko) s chlazenou sCMOS kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor
Technology, UK) a LED fluorescenénim zdrojem (CoolLED pE-300"", CoolLED Ltd.,
UK) a laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop Nikon A1+ (Nikon, Japonsko).

8.6.1 SUBCELULARNI LOKALIZACE A RELOKALIZACE PO
OZARENI

Pro urceni subcelularni lokalizace testovanych PS v builkkdch byly bunky
nasazeny na sterilni plastové petriho misky se sklenénym dnem urcené pro konfokalni
mikroskopii. Po 24 h inkubaci jim bylo vyménéno médium a byl k nim pfidan testovany

PS o koncetraci 5 uM. Poté se buiiky nechaly 12 h inkubovat za standardnich podminek.

Po ukonceni inkubace byly buniky znaceny fluorescencnimi sondami 2 uM
LysoTracker Blue DND-22 (znaceni lyzosomil) a 2 uM MitoTracker Green FM (znaceni
mitochondrii) v Cerstvém médiu. Znaceni probihalo po dobu 15 min. Poté byly bunky
dvakrat oplachnuty predehfatym ADS pufrem (116 mM NaCl; 5,3 mM KCI; 1,2 mM
MgSO; -7H>0; 1,13 mM NaH,PO4 -2H>0; 20 mM HEPES) s obsahem vapniku (1 mM
CaCly) a bylo ptfiddno 2 ml cCerstvého ptredehtatétho SFM. Nasledné byly zhotoveny
mikrofotografie bun€k na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse Ti-E za pouZiti

fluorescenénich filtri pro DAPI, FITC a Cy5 a olejového 60% objektivu.

Obdobnym zptisobem bylo provedeno zna¢eni membran a jader. V tomto piipade
byly ke znaceni pouzity sondy Hoechst 33342 (barveni jader) o koncentraci 4 nM a 1x
CellMask Green (znac¢eni membran). Barveni probihalo po dobu 10 min. Nasledné byly
buniky dvakrat oplachnuty ptedehiatym ADS pufrem, bylo pfidano Cerstvé predehiaté
SFM a byly zhotoveny mikrofotografie jako v predchozim ptipade.

Po zhotoveni mikrofotografii po relokalizaci PS po aktivaci byly buiiky ozatovany

fluorescenénim LED zdrojem mikroskopu nastavenym na minimdlni intenzitu (1 %)
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cervenym svétlem (Cy5 filtrovy set) po dobu 5 min. Poté byla opét zhotovena série

mikrofotografii.

8.6.2 HODNOCENI MORFOLOGICKYCH ZMEN

Pro hodnoceni morfologickych zmén byly bunky kultivovany na sterilnich
mikroskopickych sklickach s kultivaénim nastavcem. Po 24 h kultivaci k nim byly
pridany testované latky o koncentracich odpovidajicich ECis a ECgs. Buiky byly
nasledn¢ inkubovany 12 h za standardnich podminek a po uplynuti této doby nasledoval
proces vymény média a ozafovéani. Pribéh tohoto kroku byl stejny jako v piipadé

fototoxicitnich experimentt. Stejné tak nasledovala i 24 h inkubace.

Dalsi den byly bunky oplachnuty a znaceny 0,3 pM fluorescenéni sondou
MitoTracker Red CMXRos v SCM pro znaceni mitochondrii. Znaceni probihalo po dobu
30 min. Poté byly buiiky inkubovany 5 min v ¢istém SCM, aby doSlo k vymyti zbytkt
nenavazané sondy. Nasledovala 15 min fixace bunék 4% paraformaldehydem v SCM. Po

ukonceni fixace byly buiiky dvakrat oplachnuty dPBS.

Nasledné byl k buiitkam na 15 min pfidan permeabilizacni pufr (0,5% Triton X-
100 v dPBS). Poté byly bunky opét dvakrat oplachnuty dPBS a byl na n¢ aplikovéan
bloka¢ni roztok (3% BSA v dPBS). Blokace probihala po dobu 60 min. Nésledovalo
znaceni dalsi fluorescenéni sondou, tentokrat Actin Green (konjugat faloidinu s Alexa
Fluor 488 fluoroforem), kterd oznacila aktinovy cytoskelet. Znaceni trvalo 30 min. Poté
byl roztok vyménén za 4 nM roztok Hoechst 33342, ktery slouzil pro barveni jader.

Barveni probihalo 20 min.

Po dokonceni barveni byly buiikky dvakrat oplachnuty od zbytki nenavazané
sondy v dPBS. Nasledn¢ byly z preparatu po dobu 10 min odtranovany soli v MQ-vodé.
Po uplynuti této doby jsme opatrné odstranili MQ-vodu a nechali takto pfipravené
preparaty zcela oschnout. Suché preparaty byly montovany na podlozni skli¢ka. Pro

montovani preparatl bylo pouZito montovaci médium ProLong AntiFade.

K pofizeni mikrofotografii slouzil laserovy skenovaci konfokalni mikroskop
Nikon Al+ s objektivem 20%. Sniméno bylo vzdy 7 konfokalnich fezii v celé tloust'ce

preparatu bez pouZiti konfokéalniho zoomu.
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9 VYSLEDKY

9.1 CYTOTOXICITNI EXPERIMENTY
9.1.1 FOTOTOXICITA
9.1.1.1 P39

Fototoxicita této latky byla hodnocena na bunééné linii HelLa v rozmezi
koncentraci 0,01 — 1 uM v SCM a v rozmezi 0,01 —5 uM v SFM. Ze ziskanych vysledka
byla stanovena stfedni efektivni koncentrace (ECso). ECso v SCM odpovidé 165,5 £ 27,0
(n =5) nM a ECso v SFM se rovna 244,3 £ 49,0 nM (n = 6). Ziskané hodnoty jsou

vyobrazeny v grafu na Obrazku 21.
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Obrazek 21 Graf zavislosti zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci latky P39 po ozareni
v SCM (¢) a SFM (¢). *, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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9.1.1.2 P40

U této latky byly fototoxicitni experimenty provadéné na HeLa buikéach
v rozmezi koncentraci 0,001 — 0,5 uM pro médium SCM a 0,001 — 1 uM pro SFM. Opét
v porovnani s ostatnimi testovanymi latkami. ECso v SCM se rovna 17,8 £ 3,7 nM (n =
6) a ECso v SFM odpovida 8,2 + 2,6 nM (n = 5). Vysledné hodnoty byly vyneseny do
grafu (Obr.22).
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Obrazek 22 Graf zavislosti zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci latky P40 po ozatfeni
v SCM (¢) a SFM (°). *, p <0.05; **, p <0.01; *** p < 0.001.
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9.1.1.3 P41

Stejné jako u vSech predchozich byla i u této latky stanovena ECso za vyuziti
bunécné linie HeLa. Pro hodnoceni jeji fototoxicity bylo vybrano rozmezi koncentraci
0,1 — 1 uM v sérovém médiu a 0,01 — 1 uM v bezsérovém médiu. Zjisténa hodnota ECs
pro SCM je 61,2+ 20,7 nM (n=7) a pro SFM 133,9 £ 41,4 nM (n = 7). Zizkané hodnoty
byly opét vyneseny do grafu, ktery miizete vidét na Obrazku 23.
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Obrazek 23 Graf zavislosti zivotaschopnosti bun€k na koncentraci latky P41 po ozétfeni v
SCM (¢) a SFM (¢). *, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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9.1.14 P42

Tato latka byla opét studovana v Sirokém rozmezi koncentraci na bunécéné linii
HeLa. V tomto piipad¢ bylo pro SCM a SFM pouzito stejné koncentra¢ni rozmezi —
0,005 —1 uM. Nasledn¢ byla urena hodnota ECso, ktera odpovidala koncentraci
41,2 £10,7nM (n = 8) pro SCM a 97,6 £ 29,6 nM (n = 8). Opét byl vytvoren graf

zavislosti viability bunék na koncentraci testované latky (Obr.24).
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Obrazek 24 Graf zavislosti zivotaschopnosti bun€k na koncentraci latky P42 po ozétfeni v
SCM (¢) a SFM (¢). *, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.001.
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9.1.2 DARK TOXICITA
9.1.2.1 P39

Vlastni toxicita této latky byla ptivodné hodnocena v rozmezi koncentraci 0,005
— 200 uM. Pouziti koncentraci nad 1 pM bohuzel nebylo mozné, kvili ptekroceni limitu
rozpustnosti této latky v médiu. Nicméné v daném koncentracnim rozmezi nevykazovala

latka zadnou vlastni toxicitu.

9.1.2.2 P40

Pro hodnoceni vlastni toxicity této latky bylo pouzito rozmezi koncentraci
1 — 200 uM. Latka neprojevila Zadnou vlastni toxicitu az do 100 uM koncentrace. Pfi této

koncentraci v§ak uz dochazelo k jejimu vypadavani z roztoku.

9.1.23 P41

Hodnoceni vlastni toxicity této latky opét probihalo na bun&tné linii HeLa
v Sirokém rozmezi koncentraci (1 — 200 uM). Od koncentrace 50 uM se zacalo
projevovat piekroceni limitu rozpustnosti latky tvorbou amorfnich mikroskopickych

agregatii v roztoku. Az do této koncentrace nebyla patrnd zadna vlastni toxicita latky.

9.1.2.4 P42

Dark toxicita této latky byla hodnocena v Sirokém rozmezi koncentraci (1 —
1000 uM). Pt1 koncentracich nad 200 uM se vSak vyrazné projevila toxicita DMSO, ve
kterém byla latka rozpusténa a vysledky tak uz nebylo mozné spravné vyhodnotit. Az do

200uM koncentace se zadna toxicita latky neprojevila.
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9.2 SUBCELULARNI LOKALIZACE A RELOKALIZACE
PO OZARENI

Pro stanoveni subcelularni lokalizace pouzitych latek byla pouzita fluorescencni
mikroskopie. Builkky byly znaceny ctyimi fluorescenénimi sondami. Pro oznaceni
mitochondrii jsme pouzili sondu MitoTracker Green FM, jako druhé byla pouzita sonda
LysoTracker Blue DND-22 pro znaceni kyselych organel endolyzosomalniho
kompartmentu (piedev§im lyzosomil), dale sonda Hoechst 33342 pro znaceni jader a
nakonec sonda CellMask Green pro oznaceni membran. Studované latky nebylo tfeba
zadnym zplsobem znacit, jelikoz vykazuji svoji vlastni fluorescenci detekovatelnou
v kandlu pro vzdalenou cervenou oblast (fluorescenéni kanal Cy5). K pofizeni

mikrofotografii byly pouZity fluorescencni filtry pro DAPI, FITC a Cys5.

Ze ziskanych vysledkd je vidét, Ze cilem vSech testovanych latek je
endolyzosomdlni kompartment (Obr.25 - Obr.28). Vzhledem k velikosti molekul
testovanych latek a také pritomnosti ndboje neni tato skute¢nost zddnym piekvapenim.
Predpokladame tedy, Ze testované latky vstupuji do bun¢k endocytézou. Tento fakt je

vSak potteba jesté potvrdit.

V mens$i mife (v porovndni se signalem z endolyzosomalniho kompartmentu)
vykazovaly latky také fluorescenci lokalizovanou v membrané. Pro potvrzeni této
lokalizace byly buniky znaceny sondou CellMask Green a byl pouZit delSi expozi¢ni cas
(cca 5x delsi; dostate¢né proexponovani slabSiho signidlu v membrané, piekroceni
horniho limitu detekce v endolyzosomalnim kompartmentu, ktery je tudiz
pieexponovany), viz. Obr.29, Obr.31, Obr.33 a Obr.35. Toto je také velmi dobte viditelné
na obrazcich potizenych po ozafeni bunék, kdy dochazi k poskozeni endolyzosomalniho
kompartmentu a uvolnéni PS z jejich lumen a dalsi vazbé na buné€nou membranu. Navic
dochazi k navozeni oxida¢niho stresu, v jehoz diisledku dochézi k retrakci cytoskeletu
doprovazeného smrsténim bun¢k a pripadné i tvorbé rozsahlych membranovych blebd az

puchyit, kdy je membrana Iépe zietelna a tudiz 1 signal vychazejici z ni.

Diky vazbé testovanych latek na membrany bun¢k miizeme po ozéfeni pozorovat
pfimé morfologické zmény na bunééné membrané a tvorbu rozsdhlych membranovych
blebt, které se v Case zvetsuji, coz naznacuje nekrotickou bunécnou smrt (Obr.30, Obr.32,

Obr.34 a Obr.36).
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Obrazek 25 Subcelularni lokalizace latky P39 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni
MitoTracker Green FM (zelena) a LysoTracker Blue DND-22 (modra): A - piekryv fluorescenénich
kanald, B - DIC, C - lyzosomy (kanal DAPI), D - mitochondrie (kanal FITC), E - vlastni fluorescence
P39 (kanal Cy5). M¢titko odpovida 50 um.
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Obrazek 26 Subcelularni lokalizace latky P40 (Cervena) v HeLa bunkach, barveni
MitoTracker Green FM (zelena) a LysoTracker Blue DND-22 (modra): A - piekryv fluorescencnich
kanald, B - DIC, C - lyzosomy (kanal DAPI), D - mitochondrie (kanal FITC), E - vlastni fluorescence
P39 (kanal Cy5). M¢titko odpovida 50 pm.
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Obrazek 27 Subcelularni lokalizace latky P41 (Cervena) v HeLa bunkach, barveni
MitoTracker Green FM (zelena) a LysoTracker Blue DND-22 (modra): A - piekryv fluorescencnich
kanald, B - DIC, C - lyzosomy (kanal DAPI), D - mitochondrie (kanal FITC), E - vlastni fluorescence
P39 (kanal Cy5), métitko odpovida 50 pm.

60



Obrazek 28 Subcelularni lokalizace latky P42 (Cervena) v HeLa bunkach, barveni
MitoTracker Green FM (zelena) a LysoTracker Blue DND-22 (modra): A - piekryv fluorescencnich
kanald, B - DIC, C - lyzosomy (kanal DAPI), D - mitochondrie (kanal FITC), E - vlastni fluorescence
P39 (kanal Cy5), métitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 29 Subcelularni lokalizace latky P39 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) pred ozatenim: A - prekryv fluorescencnich kanali, B -
DIC, C - membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P39 (kanal Cy5),
mefitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 30 Subcelularni lokalizace latky P39 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) po ozareni: A - prekryv fluorescencnich kanald, B - DIC, C
- membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P39 (kanal Cy5), métitko
odpovida 50 um.
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Obrazek 31 Subcelularni lokalizace latky P40 (¢ervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) pred ozatenim: A - prekryv fluorescencnich kanali, B -
DIC, C - membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P40 (kanal Cy5),
meéfitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 32 Subcelularni lokalizace latky P40 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) po ozareni: A - prekryv fluorescencnich kanald, B - DIC, C
- membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P40 (kanal Cy5), métitko
odpovida 50 um.
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Obrazek 33 Subcelularni lokalizace latky P41 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) pred ozatenim: A - piekryv fluorescencnich kanali, B -
DIC, C - membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P41 (kanal Cy5),
meéfitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 34 Subcelularni lokalizace latky P41 (Cervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra)a CellMask Green (zelend) po ozéfeni: A - ptekryv fluorescencnich kanalt, B - DIC, C
- membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P41 (kanal Cy5), méfitko
odpovida 50 um.
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Obrazek 35 Subcelularni lokalizace latky P42 (¢ervend) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) pred ozatenim: A - prekryv fluorescencnich kanali, B -
DIC, C - membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P42 (kanal Cy5),
meéfitko odpovida 50 pm.
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Obrazek 36 Subcelularni lokalizace latky P42 (Cervena) v HeLa bunkach, barveni Hoechst
33342 (modra) a CellMask Green (zelend) po ozéfeni: A - ptekryv fluorescencnich kanalt, B - DIC, C
- membrany (kanal FITC), D - jadra (kanal DAPI), E - vlastni fluorescence P42 (kanal CyS5), métitko
odpovida 50 um.
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9.3 MORFOLOGICKE ZMENY BUNEK

Morfologické zmény zplisobené PDT byly na HeLa buiikach sledovany pomoci
konfokalni mikroskopie. K obarveni bun¢k byly pouzity tii fluorescencni sondy. Pro
znaceni jader byla vyuzita sonda Hoechst 33342. Fluorescencni sonda MitoTracker Red
CMXRos byla pouzita pro barveni mitochondrii a k oznaceni aktinového cytoskeletu

jsme vyuzili sondu Actin Green.

Zmény na buiikkach zplisobené vlivem PDT byly u vsech pouzitych latek
sledovany pii koncentracich odpovidajicich ECis a ECgs. Experimenty byly provedené
pouze s latkami P40 a P41, jakoZto aktivnéjSimi zastupci PS s nesubstituovanou lipofilni
Casti jadra a substituovanou lipofilni ¢asti jadra. Pfilozené mikrofotografie byly pofizeny
na laserovém skenovacim konfokalnim mikroskopu Nikon Al+. K jejich ziskani byly

pouzity lasery 405, 488 a 561 a pfislusné emisni filtry pro DAPI, FITC a Cy3 kanal.

Kontrolni buiiky (Obr. 37) bez ptidaného PS nevykazuji zadné strukturalni zmény.
Buiiky maji zcela normalni protadhly tvar. Mizeme také vidét vietenovity ¢i vlaknity tvar
mitochondrii, celistva jadra bez strukturdlnich zmén chromatinu a vldknitou strukturu

aktinového cytoskeletu. Misty se zde vyskytuji i d€lici se buniky.

Pti koncentraci PS odpovidajici ECys (Obr. 38 a Obr.40) nejsou jesté patrné zadné
vyrazné morfologické zmény bunék, vyskytuji se zde i délici se buitkky. MiZeme pouze
pozorovat pokles jejich poctu. Kromé toho je v nékterych buinikach vidét kondenzace
jaderného chromatinu, coz mize poukazovat na vstup bun¢k do apoptodzy. V nékterych

bunikach je také patrné reorganizace aktinovych vlaken na periferii.

Vyrazné morfologické zmény lze pozorovat az pti koncentracich odpovidajicich
ECss (Obr.39 a Obr.41). Pii téchto koncentracich dochazi k vyrazné kondenzaci
jaderného chromatinu a smr§téni jader. V nékterych buiikach je patrny rozpad jadra. U
mitochondrii miiZeme pozorovat zmeénu jejich typického vietenovitého tvaru na kulovity.
U vyrazn€ poskozenych bunék se Uplné ztraci mitochondrialni morfologie a signal
mitochondridlni sondy je difizné rozptylen v celé cytoplazmé. Dochéazi 1 k pfestavbé
cytoskeletu. Aktinova vlakna se kondenzuji na periferiich bunck a méni se 1 jejich

vlaknité struktura. Misty se signal aktinové sondy ztraci Gplné. Celkové 1ze vidét smrsténi
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nebo zakulaceni buné¢k, vyrazné poskozeni bunécnych membran s tvorbou

membranovych blebl a vyrazny pokles poctu bunék.

Obrazek 37 Neovlivnéné HeLa bunky: A - ptekryv flourescencnich kanali, B - aktinovy
cytoskelet (zelend), C - bunééna jadra (modra), D - mitochondrie (Cervenad).
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Obrazek 38 Morfologické zmény HeLa bufiek ovlivnénych latkou P41 pfi koncentraci IC15:
- ptekryv flourescen¢nich kanali, B - aktinovy cytoskelet (zelena), C - bunécna jadra (modra), D -
mitochondrie (Cervena).
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Obrazek 39 Morfologické zmény HeLa buniek ovlivnénych latkou P41 pfi koncentraci I[C85: A
- prekryv flourescencnich kanalt, B - aktinovy cytoskelet (zelend), C - bunécnd jadra (modrd), D -
mitochondrie (Cervenad).
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Obrazek 40 Morfologické zmény HeLa butiek ovlivnénych latkou P40 pii koncentraci IC15: A
- prekryv flourescencnich kanall, B - aktinovy cytoskelet (zelend), C - bunécnd jadra (modrd), D -
mitochondrie (Cervena).
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Obrazek 41 Morfologické zmény HeLa buniek ovlivnénych latkou P40 pfi koncentraci I[C85: A
- prekryv flourescencnich kanall, B - aktinovy cytoskelet (zelend), C - bunécnd jadra (modrd), D -
mitochondrie (Cervena).
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9.4

Mnozstvi PS,

CASOVY PROFIL PROSTUPU LATEK DO BUNEK

Casovy profil prostupu testovanych latek do bunék byl sledovan v &asovych
intervalech 0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 a 12 h. Vysledky byly zpracovany graficky jako zavislost
mnozstvi PS v bunikdch (vztazena na celkovou bilkovinu vzorku) na case (Obr.42 —
Obr.46). Hodnoty koncentrace PS v buiikdch byly odecteny z kalibra¢ni piimky, ktera
byla ziskéana ptidavanim znamého mnozstvi PS k bunéénému lyzatu neobsahujiciho PS.
Nasledné¢ byly tyto hodnoty vztazeny ke koncentraci bilkoviny ve vzorku. U latek P39 a
P40 dochazelo k velmi rychlému prostupu PS do bunék v prvnich ¢étyfech hodinach
(Obr.43 a Obr.44). Rychlost vstupu latky do bunék se postupné zpomalovala, az bylo
dosazeno plato faze. U latek P41 a P42 byl prostup latek velmi rychly pouze v prvni
hodinég, poté se prostup PS zpomalil (Obr.45 a Obr.46). Po 12 hodinach dosédhla nejvyssi
koncentrace v buinikach latka P41 (23,46 nmol/mg proteinu). Naopak latka P42 byla
doséhly témét shodnych koncentraci (12,59 nmol/mg proteinu resp. 12,60 nmol/mg

proteinu).
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Obrazek 42 Porovnani ¢asovych profild prostupu latek do HeLa bunck. P39 — modra, P40 —

Cervena, P41 — Cerna a P42 — zelena.
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Obrazek 43 Casovy profil prostupu latky P39 do HeLa bungk.
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Obrazek 44 Casovy profil prostupu latky P40 do HeLa bungk.

77



Mnozstvi PS,

Mnozstvi PS,

w
Q@

= * k%

c

3

o 20;

Q.

(@)

£

© 10;

£

c
O- I T T 1
0 4 8 12

Cas, h

Obrazek 45 Casovy profil prostupu latky P41 do HeLa bunék.
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Obrazek 46 Casovy profil prostupu latky P42 do HeLa bungk.
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10 DISKUZE

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pficin tmrti ve vyspélych
statech. V Ceské republice jsou druhou nejéastdj$i pfi¢inou morbidity i mortality
obyvatelstva (UZIS CR). Nékteré typy nadorovych onemocnéni dokaze dnesni medicina
vcCas diagnostikovat i ucinné 1écit. Mnoha z nich jsou vsak stale nevylécitelna a néktera

z nich 1 velmi tézko diagnostikovatelna.

Dostupné 1écebné metody maji Casto Sirokou skalu vedlejSich ucinkii a u mnohych
z nich je jejich vyuziti v terapii velmi nédkladné. Proto neni divu, Ze je vénovano znacné

usili vyzkumu novych moznosti terapie i diagnostiky nadorovych onemocnéni.

Fotodynamicka terapie je jednou z jiz zavedenych alternativnich metod terapie.
Jeji vyhodou je minimélni invazivita a vysoka specifita k nddorovym tkdnim. Na rozdil
od ostatnich terapeutickych postupti zde nedochdzi k supresi imunitniho systému a ten se
tak mtize podilet na zni¢eni nddorovych lozisek (primarnich ale i sekundarnich). Jeji dalsi
vyhodou je minimum vedlejSich u€¢inkl. Nevyhodou zatim ziistava neefektivita jejiho
vyuziti pii lé¢be diseminovanych onemocnéni a nadorovych metastdz (Agostinis et al.,

2011, Brown et al., 2004).

Pro fotodynamickou terapii je nezbytna ptitomnost tii zakladnich komponent. Je
to PS, svétlo a *0,. VSechny tii jsou pro télo samostatné netoxické. Pokud se viak ve
tkani vyskytnou spolec¢né, dochazi ke vzniku fotochemické reakce, coz je principem
t¢inku PDT. Pfi této reakci totiz dochazi k tvorb& ROS, piedeviim pak 'O,. Viechny tyto

molekuly jsou vysoce toxické a schopné vyvolat bunécnou smrt (Sharman et al., 1999).

Nutnost pfitomnosti vSech tii slozek pro vznik fotochemické reakce zvySuje
selektivitu PDT. Ta je ovlivnéna nejprve PS, ktery se selektivné hromadi v naddorové
tkani, a nasledné selektivnim ozafovanim cilové tkang. Diky tomu pii PDT dochazi

k minimalnimu poSkozeni okolnich tkdni (Kamkaew et al., 2013).

Kromé jiz zminéného piimého cytotoxického efektu na nadorové buiiky dochézi
pfi PDT i k poSkozeni nddorové mikrocirkulace. Tim dochdzi ke kyslikové a vyzivové
deprivaci bun¢k tumoru, coz vede k jejich dal§Simu odumirani. V takto poSkozené tkéani
dochazi ke vzniku zanétlivé reakce, ¢cimZ dojde k aktivaci imunitniho systému, ktery se

tak mtze také podilet na likvidaci nadorového loziska (Dolmans et al., 2003).
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Jelikoz se vyuziti fotodynamické terapie zda velmi vyhodné, byly jiz nekteré PS
zavedeny do klinické praxe. Téchto nckolik latek dnes slouzi k terapii mnoha
nadorovych, ale i nenddorovych onemocnéni. Za zminku stoji napiiklad Photofrin®, coz
je prvni PS vyuzivany v klinické praxi, verteporfin, ktery se hojné vyuziva v o¢nim
1ékai'stvi, nebo Photosens®, jenz je prvnim PS ze skupiny Pc v klinické praxi (Connor et

al., 2009, Ormond & Freeman, 2013).

Nicméné ani jedna z téchto latek nema ideélni vlastnosti, a proto nadale probiha
vyzkum novych PS, jehoz cilem je zvySeni efektivity terapie a dostupnosti latek

v cilovych strukturach a zaroven sniZeni nezadoucich tc¢inku.

Pc jsou velmi nad&né PS s vyhodnymi vlastnostmi pro vyuZiti v terapii. Diky
absorpci svétla vyssich vinovych délek (> 670 nm) mohou byt pouzity pro 1é€bu hloubé&ji
ulozenych 1ézi. Navic jejich vyuziti nevyvolava témét zadnou kozni fotosensitizaci. Jsou
také schopny velmi efektivné produkovat 'Os a dalsi ROS. Diky tomu sta¢i k usmrcenti

nadorovych bunék velmi malé davky PS (Li et al., 2019, Ragoussi & Ince, 2013).

Jejich problémem je vsak nizka rozpustnost ve vodnych rozpoustédlech. Vétsina
znich ma tendenci ve vodném prostiedi agregovat, ¢imz dochazi ke ztraté jejich
fotodynamické aktivity a tim 1 ke ztraté€ jejich schopnosti produkovat letalni cytotoxické
molekuly. To je pro jejich potencialni vyuziti ve fotodynamické terapii velmi nezadouci.
Z toho divodu jsou stale vyvijeny nové postupy syntézy a rizné substituované molekuly

Pc (Kostka et al., 20006).

V této praci jsme se zabyvali studiem fotodynamickeé aktivity nové pfipravenych
PS ze skupiny Pc a AzaPc. VSechny testované latky byly syntetizovany na Farmaceutické
fakult¢ v Hradci Kralové, konkrétné na Katedie farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy vyzkumnou skupinou prof. PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D. Testované latky jsou

amfifilni molekuly kationické povahy a obsahuji ve své struktufe centralni atom zinku.

Veskeré experimenty byly provedeny na lidské nddorové bunécné linii HeLa.
Fotodynamicka aktivita testovanych PS byla hodnocena v SCM 1 SFM médiu. Déle byla
stanovena subcelularni lokalizace a byly sledovany morfologické zmény vyvolané
v bunikach vlivem jejich pisobeni. Déle byl hodnocen i €asovy profil prostupu latek do

bunék.
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Jiz dfive byly publikovany studie zabyvajici se fotodynamickou aktivitou plné
hydrofilnich analog naSich testovanych latek. Napiiklad Machacek et al., 2016a
porovndva ucinnost a toxicitu jiz zavedenych PS snékterymi plné symetrickymi

hydrofilnimi AzaPc. Nejefektivnéjsi studovnou latkou této studie byla latka cislo 6, jejiz

v

L4

tak nejslibnéjsi latkou v celé studii. Strukturalné jde o pln€ symetricky hydrofilni analog

nami testovanych latek P39 a P40.

Zinecnatymi ftalocyaniny a jejich vlastnostmi se také zabyvala studie Makhseed
et al.,, 2013. Latka c¢islo 5 v této studii odpovida zcela hydrofilnimu symetrickému
analogu nami testovanych ftalocyanint. I tato latka se ukazala jako ucinna pfi nizkych
koncentracich (ECso = 36,7 nM) a zaroven velmi malo toxické v absenci zafeni. Navic je

tato latka i velmi dobfe rozpustnd ve vodnych rozpoustédlech.

Nevyhodou amfifilnich latek oproti zcela hydrofilnim je obvykle jejich nizsi
ucinnost. V pifipad¢ ndmi studovanych latek vSak pokles ucinnosti neni pfili§ vyrazny.
Napriklad u latky P42 je ucinnost dokonce srovnatelna s diive publikovanou (Makhseed
et al., 2013) hydrofilni verzi a latka P40 tuto hydrofilni latku dokonce piekonava. Latka
P41 ma4 aktivitu zhruba poloviéni oproti tomuto hydrofilnimu Pc nesoucimu substituenty
v rigidnim uspotadani a P39 se svou niz$i aktivitou dostava fadové na troven hydrofilnich
kationickych derivati s flexibilnimi substituenty, a dokonce je svou aktivitou mirné

piekonava (Machacek et al., 2015).

Naopak velkou vyhodou jejich amfifilni povahy je lepsi schopnost vazat se do
membran, a tudiz je pfimo poSkozovat. Toho se da mj. vyuzit naptiklad pro jejich vazbu
na liposomy a fizen¢ tak uvoliiovat jejich obsah (Machacek et al., 2018). Z vysledka
subcelularni lokalizace v této diplomové praci vyplyva, Ze se obdobné tyto latky chovaji
1in vitro, kde se vazi na buné¢nou membranu (odkud se nasledné endocytézou dostavaji
do endolyzosomalniho kompartmentu). V prostiedi in vivo by se dala kombinovat vazba

na liposomy s navazanim néjaké dalsi latky pro lepsi zacileni PS.

Kromé kationickych ftalocyaninl jsou zkoumény také ftalocyaniny anionické.
Jednim z anionickych aza-analogi se zabyva Machacek et al., 2016b. V této studii
muZeme videt, Ze 1 anionické molekuly mohou mit vlastnosti vhodné pro vyuziti v PDT.
Testovana latka vykazovala ucinnost v in vitro podminkidch pifi pomérné nizké

koncentraci (ICso=5,7 uM) a nizkou vlastni toxicitu (154 mM). Nicmén€ u tohoto
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anionického PS byla prokdzana vyraznd vazba na sérové proteiny, coz zpusobilo
desetinasobny pokles fotodynamické aktivity v SCM. U kationickych amfifilnich PS
pouzitych v této studii se zadnd vazba na sérové proteiny neprokédzala (méfeno Mgr.
Janem Kollarem ze skupiny prof. Zim¢ika; dosud nepublikovana data). Obdobné nizké
aktivity oproti kationickym derivatiim bylo dosazeno i s jinymi anionickymi hydrofilnimi

analogy viz. Choi et al., 2004, Ke et al., 2009, Liu et al., 2005 nebo Kollar et al., 2019.

Z vysledkl této diplomové prace je patrné, ze nami testované PS vykazuji v in
vitro podminkach velmi vyhodné vlastnosti pro potencialni vyuziti v PDT. Vysledky
experimentll naznacuji, ze nami studované latky jsou ucinné pii nizsich koncentracich
nez klinicky pouzivané PS (viz. déle v diskuzi). Zaroven vykazuji i velmi malou vlastni

toxicitu, kterd nebyla detekovana az do limitu rozpustnosti téchto latek.

V cytotoxicitnich experimentech v rdmeci této studie byla netcinngjsi latka P40
jejiz ECso je 17,8 £ 3,7 nM v SCM. Velmi G¢inna byla 1 latka P42 s hodnotou ECso 41,2
+ 10,7 nM, ktera je srovnatelnd s hodnotou jejiho hydrofilniho analoga s hodnotou ECso =
36,7 nM testované¢ho ve studii Makhseed et al., 2013. Naopak nejméné u¢inna byla latka
P39 (ECso = 165,5+ 27,0 nM). Nicméné¢ i tato latka je ucinnéjsi nez nékteré klinicky
pouzivané PS testované za zcela stejnych experimentalnich podminek. Pro srovnani je
mozné pouzit vysledky z vySe zminéné studie Machacek et al., 2016a, ve které jsou
porovnany nékteré klinicky pouzivané PS s nové syntetizovanymi PS. Napiiklad hodnota
ECso pro PpIX zjisténa v této studii odpovida 800 nM, coz je mnohem vyssi neZ u vSech
nami studovanych origindlnich latek. Stejné tak jediny klinicky pouzivany PC Photosens®
zde dosahl hodnoty ECsp = 2 070 nM, tedy mnohonasobn¢ vyssi nez u vSech nami
testovanych latek. Naopak srovnatelné hodnoty ECso s nami studovanami PS mayji

verteporfin (ECso = 36 nM) a temoporfin (ECso = 45 nM).

Bohuzel se nam nepodafilo stanovit hodnoty TCso kvili nizkému limitu
rozpustnosti nami testovanych latek ve vodném prostiedi kultivaéniho média. Zadna
z nich v8ak neprojevila Zadnou vlastni toxicitu az do svého limitu rozpustnosti. MliZeme
je tedy alespon pftiblizn€ porovnat s klinicky pouzivanymi PS ze studie Machacek et al.,
2016a. Naptiklad hodnota TCso pro Photosens® zde byla stanovena 127 = 7,8 uM (viz.
Machacek, et al., 2016a). Tato latka byla jednou z nejméné toxickych. Pro porovnani
nami testovana latka P42 nevykazovala Zadnou vlastni toxicitu ani pfi limitu rozpustnosti,

ktery je 200 uM.
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Casovy profil prostupu latek do bunék pro latky P39 a P40 se mirné lisil od profilu
latek P41 a P42. U latek P39 a P40 dochazelo k velmi rychlému prostupu PS do bunék
v prvnich ¢tyfech hodindch. Rychlost vstupu latky do bun€k se postupné zpomalovala, az
doslo k dosazeni plat6 faze. Oproti tomu u latek P41 a P42 byl prostup latek velmi rychly
pouze v prvni hodin€, poté se prostup PS zpomalil, ale k dosazeni platdé faze nedoslo.
Srovnatelné chovani bylo zjisténo i u jinych kationickych ftalocyanini, mlizeme ho
pozorovat i s jiz zminénou latkou ¢islo 6 ve studii Machacek, et al., 2016a, tato latka
vSak dosdhla mnohondsobn¢ niz§i findlni koncentrace. Anionické fotosenzitizéry
pronikaji do bunék v nizsich koncentracich a mnohem diive dosahuji faze plato viz.

Machacek, et al., 2016b.

Pomoci fluorescenéni mikroskopie byla také urcena subceluldrni lokalizace
studovanych latek za vyuziti fluorescenénich sond MitoTracker Green FM, LysoTracker
Blue DND-22, Hoechst 33342 a CellMask Green. Nami testované latky nebylo tfeba

znacit, jelikoz vykazuji svoji vlastni fluorescenci detekovatelnou kandlem pro CyS5.

V bunkach obarvenych sondami pro lyzosomy a mitochondrie bylo patrné, ze
vSechny testované latky se hromadi v endolyzosomalnim kompartmentu, coz jsme
ptedpokladali vzhledem k jejich velikosti a ndboji. Tato skutecnost se shoduje i s diive
publikovanymi daty napiiklad ve studiich Machacek et al., 2016a nebo Zimcik et al.,
2010. Kromé toho bylo pfi obarveni bunék sondami Hoechst 33342 a CellMask Green

zjisténo, Ze latky se také v menSi mife vazi na bunééné membrany.

Jelikoz vSechny pouZité latky se projevily jako uc¢inné PS miZeme v buiikach po
ozateni pozorovat vyrazné morfologické zmény vyvolané piisobenim testovanych latek.
Pti koncentraci PS odpovidajici ECis jsou pozorovany pouze zmeény poctu bunék a
v nékterych bunkach kondenzace jaderného chromatinu ¢i reorganizace aktinovych
vldken na periferii bunék. Komplexni morfologické zmény v bunikach vidime az pfii
koncentracich odpovidajicich ECgs. Pti této koncentraci dochéazi k vyrazné kondenzaci
jaderného chromatinu a smrsténi jader, zméné tvaru mitochondrii ¢i uplnému vymizeni
jejich signdlu a také kondenzaci aktinovych vldken na periferiich bun€k. Celkové tedy
dochazi ke smrsténi, popt. zakulaceni bunék, vyraznému poskozeni bunéénych membran

s tvorbou membranovych blebll a vyraznému poklesu poctu bunék.

Z vysledkli této prace vidime, ze vSechny testované latky jsou vin vitro

podminkach velmi G¢inné PS, aktivni jiz pfi velmi nizkych davkach. Do budoucna by
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tedy vysledky téchto experimenti mohly vést k dalSimu hlubsimu studiu téchto latek in

vitro a ¢asem piipadné i k jejich studiu v in vivo experimentech.
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11 ZAVERY

o Casovy profil prostupu latek do bunék byl zpo&atku rychly, postupné vak doslo k jeho

zpomaleni a u latek P39 a P40 bylo ¢asem dosazeno plato faze.

e Mistem subcelularni lokalizace testovanych latek byl uren endolyzosomalni

kompartment. Navic jsou tyto latky vazany i na bunécné membrany.

e Vsechny testované PS vykazovaly vybornou fotodynamickou aktivitu na bunécné linii

HeLa. Nejucinnéjsi byla latka P40, jejiz hodnota ECso v SCM odpovida 17,8 + 3,7 nM.

e Hodnotu vlastni toxicity latek se nepodaftilo stanovit kvili nizkému limitu rozpustnosti
testovanych latek, nicméné az do jeho limitu neprojevila zddnd z nich toxicitu bez

ozareni.

e Vzhledem k vyborné fotodynamické aktivité vSech testovanych substanci bylo mozné
pozorovat vyrazné morfologické zmény v buitkdch po jejich ozafeni vznikajici
plisobenim PS. Zmény byly patrné v jadfe, mitochondriich i cytoskeletu. Celkove jsme
mohli pozorovat zakulaceni bun€k, vyrazné poSkozeni bunéénych membran s tvorbou

membranovych blebt a znatelny pokles poctu bunék.

e Vsechny testované latky vykazovaly velmi dobré fotodynamické vlastnosti.
Nejvyhodnéjsi vlastnosti maji latky P40 a P42, které jsou aktivni pfi velmi nizkych
koncentracich, neprojevily zaddnou vlastni toxicitu a jejich limit rozpustnosti je také

nejvyssi.
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