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1. ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Fotochemickd internalizace saporinu ftalocyaninovymi fotosensitizéry

Aplikace terapeutickych makromolekul je ¢asto ovlivnéna omezenym vstupem téchto
latek do bunék a jejich naslednou lyzosomalni degradaci, ¢imZz nedosdhnou svych
intracelularnich cilG. Jejich bunécny pfijem Ize zvysit prostfednictvim fotochemické
internalizace. Fotochemickd internalizace vyuZiva fotosenzitivni latky, které se lokalizuji
v membranach endosomu a vyvolaji uvolnéni Gcinnych latek po expozici svétlu.

Diplomova prace, metodou fotochemické internalizace, zkouma vliv cileného toxinu
saporinu a vybranych nesymetrickych fotosensitizérl na bunéc¢né linii HelLa. Hodnoti Ucinek
riznych koncentraci téchto latek na Zivotaschopnost nadorovych bunék. Dale se zabyva
porovnavanim dvou pfistupl dodani svételné energie, a to pfed a po podani saporinu — tzv.
ylight-before” a , light-after” pfistup.

Z nasich dat je patrné, Ze samostatné podany saporin pfili§ nesniZuje Zivotaschopnost
testované linie, ptestoZe byl aplikovan v pomérné vysoké koncentraci.

Snahou bylo wvytvofit uc¢innou kombinaci koncentraci PS a saporinu. Nicméné
z vysledkU je patrné, Ze ne vidy se jedna o nizkou hodnotu koncentraci studovanych latek. Na
druhou stranu, v porovnani ucinnosti jednotlivych latek a jejich kombinaci se saporinem jsou
Casto zfetelné rozdily ECso (stfedni efektivni koncentrace) — toto je vSak nutné v budoucnu
jesté potvrdit kombinacnimi studiemi.

Z vysledkll provedenych experimentl vyplyva, Ze vyssi cytotoxicka ucinnost, ktera
snizila Zivotaschopnost Hela bunék na polovinu, byla pozorovdna u postupu ,light-after”,
v porovnani s pfistupem , light-before”.

Klicova slova: fotochemicka internalizace, fotosensitizér, saporin, endosom



2. ABSTRACT
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Title of the diploma thesis: Photochemical internalization of saporine by phthalocyanine
photosensitisers

The application of therapeutic macromolecules is often affected by limited cellular
uptake and lysosomal degradation, thus failing to reach their intracellular targets. Their cellular
uptake can be increased through photochemical internalization. Photochemical internalization
uses photosensitive agents that localize in the membranes of endosomes and induce drug
release upon exposure to light.

This diploma thesis is focused on the evaluation of the effect of saporin in the
combination with non-symmetrical photosensitizers on Hela cell line using photochemical
internalization. Effect of various concentrations of these compounds on the viability of tumour
cells was evaluated. Two approaches to deliver the energy from light were compared as well:
before and after the administration of saporin (i.e., “light-before” and “light-after” approach).

From obtained data, it is evident that saporin (administered alone) does not
significantly reduce the viability of Hela cells, even though it was applied in a relatively high
concentration.

Our main goal was to create an effective combination of PSs and saporin. However,
based on the results, it is evident that the concentrations are not always low. On the other
hand, when comparing the effectiveness of individual compounds and their combinations with
saporin, there are often clear differences in ECso (mean effective concentration). Nevertheless,
this needs to be proven by drug combination studies in the future.

Results of the experiments have shown that higher efficiency, which reduced the
viability of Hela cells by half, was gained using ”light-after” protocol compared to ”light-
before”.

Key words: photochemical internalization, photosensitizer, saporin, endosome
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4. UVoD

Zhoubnd nadorovd onemocnéni patfi mezi jednu z hlavnich pfic¢in umrti na celém
svété. Vyznaduji se predevsim nekontrolovatelnym bunéénym rlstem a vyvojem fyziologickych
bunék vabnormalni. Ktéto pfeméné dochazi v disledku genetickych zmén nebo expozice
karcinogennim latkdm. Mutace normadlnich bunék vede k abnormalni bunécéné proliferaci a
rozviji se v nador.

Navzdory znaénému pokroku ve vyvoji novych latek pro Ié¢bu nadorovych onemocnéni
zUstava nevyresen vhodny zpUsob pro jejich podani. Je nutné najit vhodné strategie, které by
umoznily lé¢ivu dosahnout cile a efektivné uplatnit svou terapeutickou funkci. Pro vétsinu IéCiv
(proteiny, nukleové kyseliny nebo ve vodé rozpustnd chemoterapeutika) je omezujici velikost
molekuly. Latky, které nejsou schopné prestoupit pfes membranu, se do cilové burnky dostavaji
endocytdzou (Prasmickaite et al., 2002). Tyto latky vSak nedokazi uniknout z endosomd, a tim
se vyhnout lyzosomalni degradaci, proto vykazuji sniZzeny terapeuticky efekt (Lloyd, 2000).

Za vyznamna protinddorova léciva jsou povazovany ribosom deaktivujici proteinové
toxiny typu I. AvSak k uplatnéni jejich toxického ucinku muzZe dojit jen v pfipadé, Ze se vcas
uvolni zlumen endosomi. Ztohoto dlvodu je vyvoj strategii narusSujicich membranu
endosomd, k uvolnéni terapeutickych makromolekul, velmi dlleZity. Tim muzZe byt dosaZzeno
plného potencialu protinddorovych Iéciv (Prasmickaite et al., 2002).

Diplomovd prace se zaméfuje na fotochemickou internalizaci saporinu, pomoci
ftalocyaninovych fotosensitizérd. V podminkach in vitro je kombinovan cileny toxin saporin,
jako ucinna latka, a fotosensitizéry, jako fotoaktivni ¢inidla. Pomoci fotosensitizér(i se saporin
dostava do cytosolu bunky a blokuje syntézu Zivotné dudleZitych proteind. Prace se nasledné
zabyva hodnocenim Zivotaschopnosti HeLa bunék po probéhlé reakci.



5. CiLE PRACE

= Stanoveni kombinace nizkych a zarovernn ucinnych koncentraci fotosensitizérd a
saporinu pro vyvoldni fotochemické internalizace.

=  Porovnani dvou pfistupl fotochemické internalizace ,light-before” a , light-after”.

= Posouzeni, zda jsou vybrané fotosensitizéry vhodné pro provedeni fotochemické
internalizace saporinu.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Fotochemicka internalizace

Fotochemickd internalizace (PCl) je technologicky postup k usnadnéni dodavani
bioaktivnich latek do cytosolu bunky. Pro techniku PCl je vhodnd celd fada
makromolekuldrnich latek, které jsou jinak nachylné k sekvestraci v endolyzosomech.
Umoznuje dodavani toxinl, oligonukleotid(i, imunokonjugatl nebo gend. Pravé diky Siroké
skale poddavanych sloucenin je technika PCl vSestrannym aplika¢nim nastrojem (Aniogo et al.,
2019; Martinez de Pinillos Bayona et al., 2016).

Pro tyto molekuly jsou typické nevyhodné farmakokinetické a biodistribucni vlastnosti,
tudiz jsou vysoce nachylné k degradaci extraceluldarnimi i intraceluldarnimi enzymy. Struktura
terapeutickych biomolekul, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, zplsobuje nizkou
dostupnost do cilovych mist v cytosolu nebo jadre bunky. Jejich hydrofilni nabitd povaha
svysokou molekulovou hmotnosti znesnadriuje prichod bunécnou membranou. PCl
podporuje presun makromolekularnich latek z endosomu do cytosolu nadorové bunky za
pomoci fotosensitizéru (PS). Ozafovanim bunék s PS se tvofi reaktivni formy kysliku (ROS),
které poskozuji endosomadlni membrany a ¢ini je propustnymi pro endocytované molekuly
(Fretz et al., 2007).

Lécba pomoci PCl je tedy zaloZena na stejnych principech jako fotodynamicka terapie
(PDT) svyjimkou jejiho cile. Zamérem je wusmrtit nadorové bunky poddvanym
makromolekuldrnim 1écivem, nikoli primadrné fotochemickou reakci jako je tomu
v pfipadé PDT. PS je selektivné zadrZovdn v endosomdlnich membranach nadorovych bunék.
Excitaci PS viditelnym svétlem dojde fotooxidacnim poskozenim k naruseni membran a
makromolekula se uvolni do cytosolu. Lé¢ba umozniuje Iékim dosahnout jejich zamysleného
subcelularniho cile efektivnéji a tim zlepsuje jejich ucinnost (Aniogo et al., 2019; Martinez de
Pinillos Bayona et al., 2016).

Terapeuticky potencidl PCl je také spojen s prekonanim l|ékové rezistence vici
chemoterapeutikim. AZ 50 % malignich nadorl je rezistentnich k chemoterapii, coz je hlavni
problém pro dosaZeni ucinné 1écby. Jako vhodna metoda se nabizi PDT, kterd obvykle neni
spojena s rezistenci. PDT je vSak mnohdy tkanoveé i bunécné nespecifickou metodou, ktera ma
své vyuziti pfedevSim pro povrchové a solidni nadory. Idedlni metodou pro prekonani
problému rezistence je metoda PCl. Tento postup umoZiuje Fizené dodavani
chemoterapeutickych [ékt do specifickych nadorovych bunék
za pomoci metody PDT (Sosi¢ et al., 2020).

Cilem PCI je sniZzeni nebo eliminace nezadoucich uUcink(i vétsiny chemoterapeutik
podanim nizsich davek lécCiva, a presto dosahnutim Zadaného vysledku. Vyhodou je eliminace
rezistence na chemoterapeuticka IéCiva. DalSimi ukoly PCl je sniZit nebo se uUplné vyhnout
fotosenzitivni reakci klGzZe, zvysit ucinnost a zlepsit selektivitu terapie (Jerjes et al., 2020).
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6.2 Fotodynamicka terapie

Princip PCI prameni z PDT, ktera je soucasti klinického vyzkumu vice neZ ctvrt stoleti
(Jerjes et al, 2020). PDT je nyni Cctvrtou volbou lécby po operaci, radioterapii
a chemoterapii. Metoda je zaloZena na interakci tfech sloZek, a to Iéku (PS), svétla (se
specifickou vinovou délkou) a kysliku (v patologické tkani) (Agostinis et al., 2011). Vzajemné
plUsobeni téchto sloZzek zplsobuje destrukci tkané. PDT je na rozdil od chirurgického zdsahu
minimalné invazivni  a lze  ji opakovat  tolikrat, kolikrat  je nutné.
U PDT také nedochdzi ke kumulativni toxicité na rozdil od chemoterapie. PDT je vhodnou
moznosti terapie se zanedbatelnymi komplikacemi ve srovnani se zminénymi typy Iécby a také
pokud jsou radioterapie a chemoterapie kontraindikovany (Jerjes et al., 2020).

6.2.1 Prubéh fotodynamické terapie

Mechanismus smrti nddorovych bunék zacind aktivaci podaného PS specifickou
vinovou délkou svétla, kterda odpovida absorpénimu pdsu konkrétniho PS (Muniyandi et al.,
2020).

PS jsou excitovany viditelnym svétlem do nestabilniho singletového stavu, ktery mize
prejit na stabilnéjsi tripletovy stav mezisystémovym prechodem. Tripletovy stav muzZe
excitovat molekuldrni kyslik (30,), ktery je v zdkladnim tripletovém stavu, do singletového
excitovaného stavu (reakce typu Il). Reakce Il typu je u PDT dominantnim typem (Agostinis et
al., 2011). Vznikajici singletovy kyslik (10,) oxiduje pfedevsim cholesterol, nenasycené mastné
kyseliny, guanin a nékteré aminokyseliny (Jerjes et al., 2020).

Tripletovy stav v reakci | typu interaguje pfimo s biomolekulami prenosem elektrond
nebo protont za vzniku radikdld. Superoxid anion radikal (O:e") podléhd dismutaci
a vznika peroxid vodiku (H20:). Jedna se o prekurzor vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu
(OHe), ktery je extrémné chemicky reaktivni viaci témér vsem biologickym molekulam
(Agostinis et al., 2011; Lee et al., 2020).

Zminéné reakce mohou probihat i sou¢asné a pomér reakci zavisi na typu pouZitého PS
a koncentracich substratu a kysliku (Lee et al.,, 2020). Popsané reakce a jejich nasledky
znazornuje modifikovany Jablonského diagram (viz obr. 1)
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Obr. 1: Modifikovany Jablonského diagram. Prevzato z (Wang et al., 2021).

PS je prednostné zadrzovan v patologickych tkanich. Povaha patologického procesu
urcuje interval pro maximalni akumulaci PS. Fotochemicky proces je zahdjen aktivaci PS, kdy je
svétlo nasmérovano na patologickou tkan a vytvafi se cytotoxické ROS, primdarné 0, (Jerjes et
al., 2020). Naruseni tkané zpusobené PDT je pouze lokdlni, protoZe O, (ale i jiné ROS) ma
kratkou Zivotnost tudiz i malou vzddlenost, do které je schopen difundovat od mista svého
vzniku (cca 10 — 55 nm) (Muniyandi et al., 2020).

Popsana reakce se vyznacuje nejen pfimym ucinkem, ktery spousti nekrézu, apopdzu
nebo autofagii, ale také nepfimym Ucinkem, kdy dochazi k poskozeni cévniho zasobeni nddoru
a imunitni odpovédi zprostifedkovanou T-burnikami (Jerjes et al., 2020; Selbo et al., 2010).

Pfima i nepfima destrukce nadorovych bunék se klinicky projevuje jako zanét a otok,
po kterém nasleduje tvorba nekrotické tkdné. Nekroticka tkan se odlupuje
a reepitalizuje jako normalni proces hojeni tkané. PDT je studeny proces pfi kterém nedochazi
k zahfivani tkané, kdy je zachovan kolagen, elastin a dalSi struktury pojivové tkané. K hojeni
obvykle dochazi témér bez jizev a architektura tkané je také zachovana. To je vyhoda PDT ve
srovnani s chirurgii, laserovou chirurgii nebo radioterapii, kde je narusena integrita zakladnich

struktur pojivové tkané (Jerjes et al., 2020).

6.2.2 Nevyhody fotodynamické terapie

PDT je povazovana za minimalné invazivni vykon v |écbé ndadorl. Obvykle je vsak
vyZadovana opakovatelnost této Iécby, protoZze u drive léCenych nadorl se pozdéji objevily
pretrvavajici ¢asti nebo recidiva v okrajovych castech plvodniho nadoru, kde dochazelo

k opétovnému agresivnimu rlstu nadoru (Jerjes et al., 2020).

Mezi predni nezaddouci ucinky bezprostfedné po PDT patfi bolest a otok v misté
osetfeni. Bolest bé&zné pocituje v urcité fazi po PDT témér vétsina pacientl. Nejcastéji se
objevuje 24 — 48 hodin po ukonceni plsobeni svétla a mlze trvat aZ dva tydny. Bolest je
doprovazena docasnym zvySenim hladiny leukocytl, coZ souvisi s akutni zanétlivou reakci a

naslednou nekrdzou tkané.
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DalSim castym nezadoucim acinkem pfi pouziti systémového PS je zbytkova
fotosensitivita, kterd miize trvat az Sest tydnu v zavislosti na pouzitém PS a jeho koncentraci v
kQzi. Pokud klzZe neni ndleZité chranéna a pacient nedodriuje doporucené pokyny pro
vystaveni slune¢nimu zareni po PDT, mUzZe to vést k zanétu, otoku nebo dokonce k povrchové
nekréze klze (Jerjes et al., 2009).

Pfesto jsou vyhody metody PDT ¢Eetné. Zahrnuji rychlejsi podavani, mensi poskozeni
tkani, mensi pocet nezadoucich efektl, mirnéjsi kosmetické zmény tkané a kvalitu Zivota ve
srovnani se tfemi zakladnimi zndmymi metodami (Jerjes et al., 2020).

6.3 Klinicke pouziti fotodynamickeé terapie a
fotochemické internalizace

PDT je idedlni metoda lécby povrchovych nadorid a také téch nador(, které jsou
v ¢asném stadium svého vyvoje. U téchto nador( dochazi k malému nebo Zadnému
metastatickému postizeni. Hlavnim cilem [|écby je zmirnéni projevi onemocnéni
a lokdlni kontrola samotného nadoru. OvSem u vétSiny navrhovanych indikaci PDT nebylo
dosazeno trvalé lokdlni kontroly nadoru. Nékteré studie potvrzuji, Ze lepsi cileny Gcinek na
periferni nador byl vyvolan pomoci metody PCl v porovndni s PDT. Pfi pouziti PCI byl opétovny
rdst nadoru i v okrajovych Castech témér Uplné potlacen.
| v kombinaci lécebnych metod s chirurgickou resekci vykazovala PCl pozitivni vysledky.
Metoda PDT Zadnym zplsobem neovlivnila [écbu nadoru po chirurgické resekci, zatimco PCI
zpUsobila podstatné zpoZzdéni recidivy. Technologie PCl miZe do budoucna zlepsit vysledky
|éCby, predevsim nékterych indikaci plvodné schvalenych pro metodu PDT, kde nebyla lé¢ba
ucinna (Norum et al., 2009).

6.4 Rozdilny princip fotodynamickeé terapie a
fotochemické internalizace

Lécby se lisi v klicovych aspektech. PCl je mistné specifickd technika podavani I1éciv,
proto se PS v PCl nepouzivaji k dosazeni pfimé bunééné smrti. PS je lokalizovan v membranach
endosomu a fotochemické poskozeni endosomu obsahujiciho 1éCivo nastava pfi aplikaci svétla.
Fotooxidacni poskozeni u PCl je subletdlni, ale dostatecné kuvolnéni endosomalné
zachycenych latek (cytotoxintl), které se pak efektivné dostanou k intracelularnim cildm. PDT
vyuzivd produkci ROS k cytotoxickému generalizovanému poskozeni, které vede k bunécné
smrti, zatimco u PCl je tento ucCinek smérovan do membran endosoml obklopujicich
endocytované léCivo (Martinez de Pinillos Bayona et al., 2016). Zakladni rozdil cytotoxicyty
téchto metod je také zndzornén na Obr. 2
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Obr. 2: Porovndni PDT a PCl. Prevzato z (Martinez de Pinillos Bayona et al., 2016).

U PCl se pouizivaji nizsi davky PS v porovnani s PDT. Tim zplsobem je moziné se
vyhnout vysoké cytotoxicité okolnich zdravych tkani a snizit vedlejsi ucinek PDT.

PCl zaroven umoziuje lécbu niZSimi davkami chemoterapeutickych latek, které
v klinické praxi pfestaly byt vyuZivany kvili své toxicité pti |é¢bé vy3simi davkami (Adigbli et al.,
2012).



6.5 Prijem latek bunkami

Plazmatickd membrana je semipermeabilni a umozZfuje vstup Zivin a dalSich
potfebnych latek do buriky. Pro malé a lipofilni molekuly je vstup do bunky snadny, protoze
jsou schopné volné difuze pfes membranu. Prlchod vétsich a polarnich molekul, jako jsou
napfiklad aminokyseliny, ionty nebo sacharidy, je umoznén pomoci specifickych kanald nebo
prenasecovych proteinl. Prekonani plazmatické membrany je nejtézsi pro velké hydrofilni
molekuly, které vyuzivaji tfeti mechanismus. Tento mechanismus pfijmu se nazyva endocytdza

(Weyergang et al., 2011).

Eukaryotické buriky maji pro internalizaci extracelularnich latek vyse zminéné zpUsoby.
Vétsina bunék vyuziva endocytdzu (kromé zralych erytrocytl). Plazmatickda membrana nejprve
obklopi pfijimané molekuly, nasledné se vchlipuje do bunky a odSkrcenim vznika nitrobunécny
vacek (endosom). Molekuly pohlcené endocytdzou jsou rychle zpracovany a smérovany do
dalsich organel. Terapeuticka ¢inidla, kterd cili
na intraceluldrni mista, musi po endocytdéze uniknout z endosomui, aby dosahla svého
terapeutického ucinku. Pokud takto pfijaty materidl nemda ucéinny mechanismus Uniku
z endosomu, pak je transportovan do lyzosom(, kde dochazi k jejich degradaci hydrolytickymi
enzymy. To je hlavni prekazka pro biomolekularni 1é¢iva puUsobici intracelularné. Vsechny
zminéné typy transportnich mechanism( pres plazmatickou membranu jsou znazornény na
Obr. 3 (Norum et al., 2009; Weyergang et al., 2011).
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Obr. 3: Presun ldtek pres plazmatickou membrdnu. (A) volnd difuze, (B) prenasecovy systém a
(C) endocytoza. Prevzato z (Weyergang et al., 2011)

6.6 Cilené toxiny

Pfed vice nez 100 lety pfiSel Paul Ehrlich s myslenkou , kouzelné kulky” jako specificky
cilené toxické molekuly pro nadorové burky. Idedlni molekula se musi vyhybat bunécné
rezistenci a musi byt schopna opakovaného cytotoxického plsobeni proti cilovym bunkam.
Protein odpovidajici témto poZadavkim byl poprvé popsan skupinou prof. Stirpe. Jednalo se o
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saporin produkovany rostlinou mydlice |ékafska (Saponaria officinalis). Hlavni izoforma SO6
pochazi ze semen této rostliny a nazyva se Sap-SO6 (Giansanti et al., 2018).

6.6.1 Déleni

Ribotoxiny (proteiny inaktivujici ribosomy; RIP) lze rozdélit na 3 typy. Toxiny typu l
obsahuji pouze fetézec A s N-glykosylasovou aktivitou, zatimco proteiny typu Il obsahuji
fetézec A i B. Tyto dva fetézce jsou spojeny jednou disulfidovou vazbou, jejiz redukce je
nezbytnd ktomu, aby volny fetézec A poskodil ribosomy v cytosolu burky, jakmile je
internalizovan. Retézec B obsahuje lektin specificky pro galaktézu, ktery zprostfedkovava
vazbu a umoziuje proteinu vstupovat do bunék. RIP | typu tento retézec postradaji, tudiz
nemohou mechanismus pro vstup vyuzit. Maji nizkou Ucinnost bunécéné internalizace a jejich
intracelularni cesta je odliSna. Posledni skupina typu lll ma fetézec A s enzymovou aktivitou a
dalsi fetézec, strukturou odliSny od retézce B, s neznamou funkci (Bolshakov et al., 2020;
Martinez-Jothar et al., 2019).

Pro terapeutické vyuziti RIP je nutnd jejich schopnost vstoupit do cytosolu cilovych
bunék. Musi pfekonat plazmatickou membranu a intracelularni membrany endolyzosomalniho
systému. RIP [l (napf. ricin) obsahuji lektinovou skupinu. Lektin zprostfedkuje vazbu
s cukernymi zbytky galaktdzy na povrchu plazmatické membrany
a tim je pro né umozinén prestup do nitra burniky endocytézou pres Golgiho aparat
a komplex endoplazmatického retikula. Kdezto RIP | je vstup do buniky umoZnén
prostfednictvim endocytosy pres receptor a2-makroglobulin  nebo mechanismy
na receptorech nezavislé (Giansanti et al., 2018).

6.6.2 Saporin

Saporin, extrahovany ze semen rostliny Saponaria officinalis, patfi mezi RIP |, které
mohou vyvolat selektivni smrt vybrané bunécné populace. Skupina RIP | postrada specifické
domény pro vstup do bunky, a pokud jsou pfijimany endocytosou, budou degradovany
v endolyzosomalnim kompartmentu. Pokud se vsak dostanou
do cytoplazmy, jejich silny inhibi¢ni Gcinek na syntézu protein( vede k tézké cytotoxicité (Fretz
et al., 2007; Polito et al., 2013).

V bunkach Hela se saporin dostdvd do plazmatické membrany, vezikul a vakuol
po 20 min expozici. Po 40 min inkubace se molekuly saporinu hromadi v endosomech
a lyzosomech v blizkosti jadra a endoplazmatického retikula. K jaderné lokalizaci saporinu
dochazi po 60 min inkubace pfiblizné u 10 % bunék Hela (Polito et al., 2013).

Saporiny se vyznacuji stabilitou pfi vysoké teploté, odolnosti vici denaturaci
(mocovinou, guanidinem, proteolytickymi enzymy) a také snadnou aplikaci, proto jsou tyto
proteiny vhodné pro PClI (Fretz et al, 2007; Polito et al, 2013).
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6.6.3 Mechanismy intoxikace a bunécné smrti indukované
saporinem

Zpocatku byly toxické ucinky saporinu pripisovany inhibici syntézy protein(, ale
zjisténi, Ze RIP depurinuji DNA a dalsi nukleové kyseliny, otevielo nové pohledy
na mechanismus cytotoxicity (Polito et al., 2013).

Saporin v cytoplazmé inaktivuje ribosomy zavedenim zlomu v rRNA a pfipadné
fragmentaci DNA, coz vede k nevratné inhibici proteosyntézy v cilové bunce a nakonec k
bunécéné smrti. Saporinem indukovand bunécna smrt tudiZz nesouvisi pouze
se zastavenim translace, ale i s indukci apoptdzy (Bolshakov et al., 2020).

Saporin katalyzuje depurinaci adenosinového zbytku z 28S rRNA, coz je hlavni rRNA
eukaryotickych bunék. Dochazi k uvolnéni adeninového zbytku
z nukleovych kyselin a hydrolyze B-N-glykosidové vazby mezi cukrem a dusikatou bazi. Tato
reakce zpUsobi trvalou inhibici podjednotky 28S rRNA, zastavi rozpoznani a vazbu elongac¢niho
faktoru-1 a nasledné vytvori komplex elongacniho faktoru-2, GTP
a ribosomu, ¢imz zabrani translokaci tRNA z mista A do mista P ribosomalniho komplexu. Timto
zpUsobem ireverzibilné blokuje proteosyntézu (Arslan et al., 2020; Weng et al., 2008).

Depurinacni aktivita saporinu vyvolava také ribotoxickou stresovou reakci. V reakci
dochazi k tvorbé ROS, které zpUsobuji oxidac¢ni stres bunék. Oxidac¢ni stres je pak jednim z
klicovych faktor( pfi indukci apoptdzy prostfednictvim mitochondridlni drahy. Reakce je
charakterizovana aktivaci nékolika proteinkinas (Giansanti et al., 2018).

Mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPK) jsou specialni skupinou proteinkinas,
které reguluji mnoho bunécnych déjl, vcetné transkripce, translace, proliferace, diferenciace a
apoptdzy. Kazdy ¢len MAPK mlzZe byt stimulovan rGznymi signdlnimi kaskadami, které jsou
podminény nékterymi z environmentalnich stimulant(, jako je UV zareni, zanétlivé signaly a
ROS. Ribotoxicka stresova reakce zvySuje regulaci transkripce a expresi mnoha protein(
prostfednictvim své aktivace MAPK v burikach (Arslan et al., 2020).

Lze tedy fici, Ze hlavni cestou smrti bunék intoxikovanych saporinem je apoptdza.
Tento typ bunécné smrti maze byt vyvolan nevratnou inhibici syntézy protein(i prostfednictvim
aktivity RIP. MUZe se jednat o poskozeni DNA, prostfednictvim N-glykosylasy, o plsobeni
oxida¢niho stresu nebo v disledku kombinace téchto vliva (Polito et al., 2013).

6.7 Internalizace saporinu do cytosolu

Silny cytotoxicky Ucinek saporinu se jevi jako vhodny pro nadorovou Iécbu. Avsak bez
fotochemického uvolnéni zlstane v lyzosomech, kde dojde k jeho enzymatické degradaci.

Expozice svétlu v pfitomnosti PS vyvold v endosomalnich membranach tvorbu ROS,
prededvsim 10,. Tyto membrany jsou hlavnim, primarnim cilem tvorby ROS, protoZe Zivotnost
10, je zde delsi v porovnani svodnou fazi. Generovany !0, permeabilizuje endosomalni
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membrany a jejich obsah véetné zachycenych [éCiv je uvolnén
do cytosolu. Zcytosolu maji léky pristup kvétSiné intraceluldrnich cilG v cytoplazmé
¢i nukleoplazmé.

Uginnost fotochemické reakce ovliviiuje hloubka priniku PS do membrany a sloZeni
membrany (oxidace pusobenim 0,). Jednd se o latky jako je cholesterol, nenasycené mastné
kyseliny, tryptofan, tyrosin, cystein, methionin a histidin. Peroxidace lipidl je daleZita pro
rupturu endosomu. Vyvolava zmény v zakfiveni membrany, zejména v disledku vmezereni PS
do vnitfni ¢asti endosomi. Po peroxidaci lipidG vznikd membranova asymetrie, kterou muze
zmirfovat cholesterol mechanismem flip-flop. Cholesterol tedy dokaze po fotochemické reakci
snizit permeabilitu membrany, coz mlze vést k odlisné fotochemické citlivosti endosomu
(Jerjes et al., 2020). Umisténi vSech komponent v endosomu pti technice PCl je zndzornéno na
Obr. 4.
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Obr. 4: Schéma endosomu pfFi PCl. PS — fotosensitizér, drug — lé&ivo, 10, — singletovy kyslik.
Prevzato z (Jerjes et al., 2020).

6.7.1 Endocytdza fotosensitizéru

Procesem endocytdzy neni do bunky pfijimana jen terapeutickd molekula, ale také PS.
Lokalizace PS zavisi na jeho fyzikalnich vlastnostech. PS vhodny pro PCl se hromadi v blizkosti
membrany a terapeuticka latka se lokalizuje do lumen endosomu. Bez svételné energie se
obsah endosomu degraduje v lyzosomu, zatimco v pfitomnosti svételného zdroje membrana
praskne a uvolni terapeutickou latku
do cytosolu, kde mlZe dosahnout svého cile. Procesem endocytdzy se PS a terapeuticka latka
dostavaiji z extracelularniho prostoru do cytosolu — viz Obr. 5 (Norum et al., 2009).
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Obr. 5: Schématické zndzornéni procesu PCl. Pfevzato z (Norum et al., 2009).

PS se do bunky pres plasmatickou membranu dostavaji rdznymi zpUsoby, které jsou
podminény jejich vlastnostmi — viz kapitola 6.5.

Hydrofilnéjsi PS, jako je AlPcS4 a uroporfyrin se do bunék dostavaji pinocytdzou, ale jde
o mechanismus pfijmu s nizkou Ucinnosti.

Amfifilni PS proniknou do plazmatické membrany, ale nejsou schopné prekonat
plazmatickou membranu az do cytosolu bunky. Vstup jim umozni adsorpcéni endocytdza, kterd
je ucinnéjsim mechanismem nez pinocytéza. Tyto PS mohou byt zabudovany do vnéjsi c¢asti
plazmatické membrany a nasledné skoncit ve vnitini ¢asti membrany endosomu. Pokud jsou
PS spojeny scilovymi skupinami (protilatky nebo exogenni ligandy), které maji afinitu
k plazmatické membrané, mohou byt vychytany receptorem zprostifedkovanou endocytdzou.

Alternativni cesta pro lokalizaci PS je pfimo pfes plazmatickou membranu a
endosomalni membrany, pokud ma PS slabé bazické vlastnosti (napt. akridinova oranz). PS je
poté zachycen v kyselych organeldch - pozdnich endosomech
a lyzosomech (Norum et al., 2009).

6.7.2 Vybér a aktivace fotosensitizéru

Nejucinnéjsi PS pro pouZiti v PCl maji amfifilni povahu. Tyto PS se hromadi
v plazmatické membrané endosomu. Jejich hydrofilni ¢asti zabranuji praniku bunécnymi
membranami (Norum et al., 2009).

Amfifilni PS se vaze na plazmatickou membranu a endocytdzou se dostava do buriky
spolu s lé¢ivem. PS a lé¢ivo se lokalizuji v endosomech nadorovych bunék. Caste¢né hydrofilni
a Castecné hydrofobni PS zlstane v membrané, zatimco hydrofilni IéCivo se bude lokalizovat
v lumen (Mathews et al., 2012). Sprdvné umisténi PS je pro PCl rozhodujici. Hydrofilni PS
umisténé uvnitf endosomu nejsou schopny vyvolat PCl efekt.

Vystaveni svétlu pak vede k excitaci PS, 0, vyvola fotochemické reakce, které vedou
k rupture endosomu s naslednym uvolnénim sekvestrovaného léciva do cytosolu nebo jadra.
Tim se také zabrani lyzosomalni degradaci (Mathews et al., 2012). Neni nutné, aby PS a
makromolekuly byly pfi expozici svétlu umistény ve stejnych kompartmentech. Fotochemické
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ozareni 6 az 8 h pred podanim makromolekuly nesnizi ucinek kombinované |écby, protoze
nové vytvorené vezikuly jsou schopny fuzovat s fotochemicky poskozenymi vezikuly (Norum et
al., 2009).

V soucasné dobé je pro PCl kdispozici nékolik rliznych PS na bazi ftalocyaninu,
porfyrinu nebo chlorinu — obvykle amfifilnich sulfonovanych derivatd, kde jsou sulfonové
skupiny substituovany jen na jedné strané aromatického makrocyklu. Opaéna nesubstituovana
strana je proto relativné hydrofobni a mlze se zanofit do lipidové dvojvrstvy, coz umoznuje
lokalizaci na rozhrani lipidové/vodné faze (Martinez de Pinillos Bayona et al., 2016).

6.7.3 Fotofyzikalni a fotochemické reakce

PS vhodné pro PCl by mély mit vysoky absorpcni koeficient, vysoky kvantovy vytézek
10, a vysokou fotostabilitu (Derosa et al., 2002). PS jsou po absorpci svétla excitovény do
singletového stavu a pti navratu zpét do zdkladniho stavu emituji fotony ve formé fluorescence
nebo teplo (Soe et al., 2020).

Excitované PS mohou podléhat oxidaénim reakcim interakci s30, stejné jako
u techniky PDT. Fotochemické reakce délime na typ | a Il. U reakce typu | se elektrony
pfesunou z excitovaného PS na substraty v blizkém okoli. Vzniklé ionty v ptitomnosti kysliku
vytvari ROS, jako jsou: superoxid anion radikal (O,¢°), hydroxylovy radikal (OHe) a peroxid
vodiku (H203). Avsak technika PCI vétSinou vyuZziva PS, které vyvolavaji reakci typu I, podobné
jako tomu je u PDT. Zde probiha pfenos energie z excitovaného PS v tripletovém stavu na 30; a
tim generuje '0,. Popsané reakce jsou shrnuty na Obr. 6 (Zhang et al., 2018; Soe et al., 2020).
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Obr. 6: Schéma fotochemickych reakci PCl. Pfevzato z (Soe et al., 2020).Pro PCI je
dilezity vztah mezi fotofyzikalnimi parametry a ucinnosti endosomalniho uvolnéni latky.
Dostatecné mnozstvi svételné energie je zakladnim pozadavkem PS
pro vytvoreni dostatecného mnozstvi ROS. Davka svétla je tedy klicova pro stanoveni Ucinnosti
PCl. Efektivni ddvka svétla pro techniku PDT se pohybuje v rozmezi 100-200 J/cm?, a to ve
vétsiné klinickych pouziti PS. V tomto sméru se PCI lisi, protoZze vyZzaduje nizsi davku svétla.
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Nizsi davka svétla vyvolava velmi nizkou cytotoxicitu, ale umoziuje doddvani molekul do
cytosolu (Soe et al., 2020).

Vlastnosti kazdého PS urcuji svételnou energii potfebnou pro PCl. Pro optimalni
uvolnéni molekul do cytosolu je dullezité i mnozstvi PS. Dlouhodobd PCl s nizkou intenzitou
(0,05 — 0,2 mW/cm? po dobu 120 minut) je Géinnéjsi neZ standardni prudka PCl (2 mW/cm? po
dobu 3 — 12 min) (Shin et al., 2019).

6.7.4 Interakce singletového kysliku s endosomalni membranou

Efektivni tvorba 0, zplsobuje destabilizaci membrany, pokud byl PS vhodné
lokalizovdn v membrané endosomu. Nevhodna endosomalni lokalizace PS nevede k u¢innému
fotoposkozeni membrany organely i za pfedpokladu vysokého kvantového vytézku 10,. 0, je
omezen nejen difuzi (< 20 nm), ale i kratkou Zivotnosti v lipidové dvojvrstvé (12-36 us) a jesté
krat$i (~ 4,2 us) ve vodné fazi. Proto je 0, vyvolané poskozeni vysoce lokalizovano.
Subcelularni lokalizace do mitochondrii vyvolava fotoindukovanou bunéénou smrt. Cim
hloubéji je PS vmembrané, tim wvyssi ucinnosti fotosensibilizace je dosazeno, coz je
pravdépodobné zplsobeno delsi Zivotnosti 10, v lipidové membrané (Miyoshi et al., 2020; Soe
et al., 2020).

K oxidaci vyvolanou 'O, jsou nachylné predevsim fosfolipidy, proteiny a cholesterol,
zatimco sacharidové ¢asti glykoproteint a glykolipidd jsou méné nachylné (Soe et al., 2020).

Slozeni endosomdlni membrany se lisSi od plazmatické. Prikladem je sfingomyelin a
fosfatidylserin, které jsou vendosomdlni membrané zastoupeny hojné, avsak
diacylfosfatidylcholin, diacylfosfatidylethanolamin a cholesterol jsou v endosomalni membrané
zastoupeny méné. Fotochemickou reakci vyvolané morfologické zmény souvisi se stupném
nasyceni lipidd v membrané (Bour et al., 2019). Membranovy cholesterol mlze hrat roli pfi
fotoindukované destabilizaci endosomdlni membrany. Po oxidaci lipidi se objevuji zmény
tvaru a permeabilizace membrany, které mohou byt zmirnény cholesterolem (Kerdous et al.,
2011). SniZzeni obsahu cholesterolu v pozdnich endosomech mulzZe zvysit zranitelnost
endosomalni membrany, a umoznit tak lepsi priibéh PCI (Soe et al., 2020).

Progresivni acidifikace prostfednictvim endocytézy, od ¢asnych endosom( (pH 6,0-6,5)
k pozdnim endosomim (pH 5,5-6,0) a nakonec k lyzosomim (pH 4,5-5,5), je dulezitou
bunécnou udalosti. Endolyzosomalni transport a unik cizich agens u endosomi (jako jsou
patogeny, toxiny a viry) zavisi na fyziologickych podminkach v endosomech. Duilezité je mj. pH
a koncentrace vapenatych iontd (Hu et al., 2015; Odegard et al., 2009).

6.7.5 Pristupy ,light-after” a ,light-before”

Metodu PCI lIze provadét dvéma pristupy. Prvni se nazyva ,light-after” a je zaloZen
na aplikaci svételného zareni az po endocytdze PS i makromolekul (Berstad et al., 2012).
Technologie vtomto usporadani funguje obecné dobre, presto existuje nékolik nevyhod.
Fotochemické reakce mohou poskodit endocytované biomolekuly. Nelze proto vyloucit
fotochemické poskozeni zachycenych terapeutickych molekul, coZz by mohlo zpUsobit snizeni
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terapeutického uUcinku. Pfi¢inou znehodnoceni makromolekul miZe byt také enzymaticka
degradace v endocytarnich vezikulach jesté pred jejich uvolnénim do cytosolu (Prasmickate et
al., 2002).

Postup ,light-before” je zalozeny na podani samotného PS a jeho ozareni. Dojde
k fotochemickému rozruseni endosom( ve specifickych oblastech téla. Makromolekularni
[é¢ivo je podano nasledné, dostava se ve formé endosomd
do bunky a ty fazuji sfotochemicky narusenymi endosomy, coZz umozni unik [éciva
do cytosolu. Aplikace cilenych toxinu je zavisla na neporusenych, funkénich receptorech, které
budou po endocytdze vazat Iécivo. Proto je dllezité, aby pfi postupu , light-before” nedoslo
k poskozeni cilového receptoru (Berstad et al., 2012).

Tato fotochemickd metoda nabizi zplsob, jak wvyvolat ucinky 1ékd specificky
v nadorovych burkach. Technologie mize byt pouzita s riznymi makromolekulami, které jsou
do bunky pfijimdny endocytézou a jejichz terapeutickd aktivita je normalné omezena
neschopnosti uniknout z endocytarnich vackl. Permeabilizace endosom( pred dodanim
makromolekul zabrani prodlouzenému a skodlivému pobytu molekul v téchto organelach. Ve
skutec¢nosti to vede k velmi rychlé relokalizaci endocytovanych makromolekul do cytosolu a
nasledné zlepsuje jejich biologicky ucinek.

Fotochemické osetfeni mlze castecné inaktivovat degradacéni lyzosomalni enzymy
nebo narusit mikrotubuly zapojené do transportu smérem klyzosomim. Pokud je svétlo
aplikovano predem, mohlo by chranit endocytované molekuly prfed mozinou lyzosomalni
degradaci (Prasmickaite et al., 2002).

Postup ,light-before” je vhodny v pfipadé, Ze je podavané l|éCivo zvlasté citlivé
na fotochemické poskozeni. Endolyzosomalni membrany, které jiz utrpély fotooxidacni
poskozeni, se spoji s membranami endolyzosoml obsahujicich 1é¢iva, ¢imZz se stanou
propustnéjsimi (Martinez de Pinillos Bayona et al., 2016). Oba postupy jsou znazornény na Obr
7.

‘Light after A

Obr. 7: Fotochemickd internalizace. (S) fotosensitizér, (M) makromolekula.
Prevzato z (Prasmickaite et al., 2002).
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6.8 Dalsi omezeni a vyhody fotochemické internalizace

Do jisté miry mizZe komplikovat Iécbu uréeni optimalnich davek PS, které se mohou
vyznamné lisit u rlznych typl bunék nebo nadori. Avsak technika PCl se neustale vyviji a tim
se také zvysuje dostupnost novych amfifilnich PS. Prikladem bézné pouzivanych PS je AIPcS2
nebo TPCS2a, které jsou navrzeny pro klinické pouZziti (Adigbli et al., 2012).

PS jsou netoxické léky a mohou byt aktivovany pouze svétlem o specifické vinové
délce, které odpovidaji absorpénimu spektru pouzitého PS. Klinicky pouzivané PS se nelokalizuji
v jadfe buriky a z toho dlvodu je vznik mutaci nepravdépodobny. PDT je lécebnd technika
klinicky pouZivana desitky let po celém svété a nejsou Zadné naznaky, Zze by mohla vyvolat
sekundarni nddorové onemocnéni. Z tohoto diivodu se PCl povaZuje také za vhodnou techniku,
ktera ma zdroven potencidl obejit Iékovou rezistenci.

PCl je minimalné invazivni |é¢ebna metoda, kterd by méla snizit zatéz pro pacienta
vV porovnani s operaci. Je mozné ji poutzit i k 1é¢bé relativné velkych nadord o tloustce vice nez 3
cm. Je vhodnd pro lécbu subkutannich a koznich nadorl napf. hlavy, krku
a sarkomU; dale nadord vustech a télnich dutindch, jako je gastrointestinalni trakt
a mocovy méchyr.

Vybaveni pro klinické pouziti PCI neni finanéné ndroc¢né. K aktivaci PS je potfeba
laserovd nebo lampa s vhodnymi filtry. Diodové lasery nové generace jsou levné, prenosné,
spolehlivé a snadno pouZzitelné. Naklady na IéCbu sniZuje také mensi davka léciv (Selbo et al.,
2010).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Vybaveni pro praci s bunécnou linii

7.1.1 Zakladni laboratorni pomucky
* Pipetovaci nastavce PIPETBOY acu 2 (Integra Biosciences, Svycarsko)
=  Sterilni délené serologické pipety (TTP, Svycarsko)

= Automatické pipety s nastavitelnymi objemy, jednokandlové i vicekandlové
(Eppendorf, Némecko)

= 8-kanalova automaticka pipeta e-PET BioHit 50 — 1200 pl (BioHit, Finsko)
= Sterilni Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)

= Sterilni plastové $picky na rlizné objemy (Eppendorf, Némecko)

= 96-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky, ploché dno (TPP, Svycarsko)

=  Sterilni plastové vanic¢ky (Eppendorf, Némecko)

= Birkerova komlrka (Brand, Némecko)

= Sterilni laboratorni sklo (Simax, Ceska Republika)

7.1.2 Pristrojova technika

= Bunécné inkubatory s termostatem a regulaci koncentrace CO; (Sanyo, Japonsko; Esco,
USA)

= Boxy s laminarnim proudénim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Italie)
= Vodnilazen (Memmert, Némecko)

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

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

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

7.1.3 Chemickeé latky a reakcni Cinidla
= Kultivaéni médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Lonza, Belgie)

=  Fetalni bovinni sérum FBS (Sigma-Aldrich)
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Hepes pufr (Lonza, Belgie)

Ultraglutamin 1 (Lonza, Belgie)

Antibiotika — penicilin/streptomycin — P/S (Lonza, Belgie)

Tablety pro fosfatovy pufr (Sigma-Aldrich, USA a MP Biomedicals, USA)
Roztok trypsin/EDTA (Lonza, Belgie)

Trypanova modfr (0,4%; Sigma, Némecko)

Saporin (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA)

Peroxid vodiku (H,0,, 3 % roztok; Fluka, Sigma, Némecko)

Roztok neutralni ¢ervené (NR, 3,3 mg/ml; Sigma-Aldrich, Némecko)
Fixacni roztok (1% roztok CaCl, v 0,5% formaldehydu)

Lyzacni roztok (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% etanolu)
Fotosensitizér P42-ZnMel (védecka skupina prof. Zimcika, Faf UK)
Fotosensitizér P44-COOH (védecka skupina prof. Zimcika, Faf UK)
Fotosensitizér Pc-PEG (védecka skupina prof. Makhseeda, Kuwait University)

Fotosensitizér Pc-Sugar (védecka skupina prof. Makhseeda, Kuwait University)
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7.2 Bunécna linie Hela

Hela je nejrozsifenéjsi modelovd bunécna linie v biologickém vyzkumu. Jedna se
o prvni uspésnou kultivaci lidské bunécné linie v podminkach in vitro, kterd byla zalozena v
roce 1951. Bunky pochdzi z karcinomu délozniho hrdla pacientky Henrietty Lacksové, kterd ve
stejném roce tomuto onemocnéni podlehla. Robustni rast
a neomezend distribuce bunék vsak vedly kjejimu Sirokému wvyuziti, a dnes pini ulohu
modelového organismu (Adey et al., 2013; Landry et al., 2013).

Bunécna linie Hela pro nase experimenty pochazi z Americké banky bunécnych linii
(ATCC, USA).

7.2.1 Kultivace bunék

Kultivace Hela bunék probihala ve sterilnich plastovych kultivacnich lahvich T75,
v predem pripraveném SCM (serum containing medium), které obsahuje vSechny Ziviny
nezbytné k prezivani a proliferaci bunék. Optimalni kultivaéni podminky zajistil inkubator, ktery
udrzoval teplotu 37 °C, atmosféru 5 % CO; a konstantni vlhkost. VeSkera prace s bunécnou linii
tedy probihala ve sterilnim prosttedi a za standartnich podminek.

7.2.2 Kultivacni médium

Hela bunky byly po celou dobu experimentu kultivované v SCM. Kultivaéni médium
jsme pfipravili pfidanim FBS (10 %), 1 M HEPES pufru (1 %), 200 mM Ultraglutaminu | (2 %) a
100x antibiotik P/S (1 %) k zakladnimu médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium).
Takto pfipravené médium se nakonec promichalo. Veskeré roztoky se uchovdvaly v ledniéce
(jen P/S v mrazadku) a pfed pouZitim byly vytemperovany ve vodni lazni na teplotu 37 °C,
s vyjimkou HEPES pufru a Ultraglutaminu I. Kultivatni médium bylo nutné pfipravovat ve
sterilnim prostoru laminarniho boxu.

7.2.3 Pasazovani bunék

Po urcité dobé kultivace se Ziviny z média vyCerpaji a pocet bunék dosahne vysokého
stupné konfluence. Dlouhodobé kultivace bunék lze dosdhnout pasaZovanim, kdy se ¢dst
bunék odebere, prenese do nové kultivacni lahve a smisi s erstvyym médiem. Pasazovani se
provadi, kdyz bunky pokryvaji 8090 % povrchu kultivacni ~ nadobky
a dosahuji vzajemného kontaktu. Tohoto stavu obvykle dosahuji po 3-4 dnech kultivace.

Jesté pred samotnym pasazovanim jsme mikroskopicky hodnotili narlist bunék,
kontrolovali jejich morfologii a pfipadnou kontaminaci. Prvnim krokem bylo odsat plGvodni
médium z kultivaéni Idhve a oplachnout burnky predehifdtym PBS pufrem. Abychom dosahli
dokonalého oplachu bunék a Uplného odstranéni séra, byl postup proveden dvakrat. Nasledné
se k bunkam pfidal 1 ml roztoku trypsinu, ktery se rozprostiel po celém dnu ldhve. Béhem
maximalné 5 min inkubace pfi 37 °C se buriky uvolni ode dna lahve. Ihned po trypsinizaci bylo
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pfidano 9 ml SCM a buriky jsme resuspendovali, tim se inaktivoval trypsin a zabranil natraveni
bunéénych struktur. Pro dosazeni homogenni suspenze se buriky resuspendovaly opakovanym
nasatim obsahu lahve a vypusténim proti dnu lahve, ¢imZ doslo k rozbiti shlukd bunék.

Do nové sterilni lahve jsme nejprve napipetovali 15 ml ¢erstvého SCM, do kterého jsme
prenesli ¢ast vytvorené suspenze bunék z plvodni lahve. Objem prendsenych bunék zavisi na
zjisténé konfluenci a také na prenaseném objemu pti pfedchozi pasazi. Nové pfipravena ldhev
se kultivovala v inkubatoru za standartnich podminek do dalsi pasaze, zatimco zbytek suspenze
bunék se jesté vyuzil pro nasazeni bunék na experimenty.

Cely postup bylo nutné provddét ve sterilnim prostrfedi lamindrniho boxu a vidy
pracovat s predem vytemperovanymi roztoky na 37 °C.

7.2.4 Stanoveni poctu zivotaschopnych bunék

Zivotaschopnost bunék byla stanovena po pisobeni barviva trypanové modFi.
Principem metody je selektivni propustnost plazmatické membrany Zivé buriky, kdy zlstava
plné zachovdna membranova i funkéni aktivita buriky a barvivo je z intracelularniho prostoru
aktivné transportovano ven. Avsak u mrtvych bunék s narusenou strukturou plazmatické
membrany a jejich transportnich mechanism( se methylenova modr uvnitf buriky hromadi.

Nejprve jsme do mikrozkumavky napipetovali 100 pl 0,4% trypanové modfi a 100 pl
bunécné suspenze, které jsme promichali a nechali inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.
Dobte promichanou smés jsme poté pipetovali pod kryci sklo Birkerovy komarky, 10 ul na
kazdou polovinu.

Pocitani bunék probihalo pod mikroskopem pti zvétSeni objektivu 10x. V kazdé
poloving Birkerovy komUrky se pogitali Zivé buriky v 5 velkych ¢tvercich. Zivé burky se jevily
jako svétlé, kulaté atvary na svétle modrém pozadi, zatimco mrtvé buriky se vyznacovaly syté
modrou barvou z divodu hromadéni barviva. Dosazeny vysledek z mikroskopického pocitani se
nasledné prepocital na 1 ml suspenze, a byl dale vyuZit pfi pfipravé mikrotitracnich desticek na
nové experimenty.

7.3 Cytotoxicitni experimenty

7.3.1 Nasazovani bunék na experiment

Pro experimenty bylo nutné zajistit shodné koncentrace bunék v jamkach mikrotitracni
desticky. Pro pfipravu koncentrace 100 000 bunék/ml se odebrala bunééna suspenze z plavodni
kultivacni lahve a dlkladné promichala s potfebnym mnoZstvim SCM. Objem pipetované
bunécné suspenze a SCM vidy zdvisel na zjisténém vysledku Zivotaschopnych bunék
z mikroskopického stanoveni.
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Do kazdé jamky mikrotitracni desti¢ky bylo pomoci automatické multikanalové pipety
pipetovano 100 pl pfipravené bunécné suspenze. Tento objem odpovida 10 000 bunék v kazdé
jamce. Pfipravené desticky se inkubovaly 24 hodin pfti 37 °C.

7.3.2 Testovani fotoaktivnich sloucenin a toxickych latek

Po uplynuti inkubacni doby se ¢ast bunék v jamkach mikrotitra¢ni desticky nechala jako
negativni kontrola, kde se pouze vyménilo médium za Cerstvé SCM. Dalsi ¢ast jamek slouZzila
jako pozitivni kontrola, zde bylo také vyménéno SCM a pfidan roztok H,0,, ktery zajistil 100%
usmrceni bunék. V ostatnich jamkach probéhla vyména média za pfipravené koncentrace
studovanych latek.

Zasobni roztoky PS a saporinu byly naredény sSCM v mikrozkumavkach podle
zvolenych koncentraci. Pripravené roztoky byly do mikrotitracni desticky pipetovany tak, aby
kombinace latek (PS a saporinu) mohla byt porovnana se samotnym PS nebo saporinem.

Roztoky pro pfipravu jednotlivych koncentraci byly pfedem vytemperovany na teplotu
37 °C ve vodni lazni. Cely postup prace pak probihal ve sterilnich podminkach lamindrniho boxu
bez pfistupu svétla, ¢imz jsme zabranili pred¢asné fotoaktivaci PS.

7.3.3 Ftalocyaninové fotosensitizéry

Ftalocyaniny patfi do skupiny PS druhé generace. Jejich vnitini aromaticky chromofor obsahuje
kovovy iont. M(Ze se jednat napf. o Zn%*, AI** nebo Ga**, které jsou schopny Géinné vytvéaret
ROS. Tyto makrocykly mohou byt ddle doplnény rlznymi typy funkénich substituentl. Jejich
molekuldrni uspofadani urcuje fyzikadlné-chemické vlastnosti. Struktura PS ovliviiuje buné¢nou
absorpci a lokalizaci v burice.

Ftalocyaniny konjugované se sacharidy mohou vykazovat vyssi hydrofilitu a také
mohou byt Iépe pfijimany bunkami. Sacharidy mohou podporovat akumulaci PS v nadorovych
bunkach diky tomu, Ze jsou rozpoznany jejich receptory.

Rozpustnost ftalocyaninovych PS ve vodé muzZe byt zvySena periferni substituci
makrocyklu polarnimi kyselymi skupinami napf. -SOsH, -COOH.

Pro zlepseni intracelularni distribuce hydrofobniho PS a pfijem nadorovymi bunikami je
mozna substituce PS hydrofilnim polyethylenglykolem (PEG), ¢imz ziska lepsi farmakokinetické
vlastnosti (Janas et al., 2021).

PS P42-ZnMel a P44-COOH pouzivané v experimentech této prace pfipravila védeckd
skupina prof. PharmDr. Petra Zimcika, Ph.D. na katedfe Farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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Pc-Sugar a Pc-PEG s kterymi jsme také pracovali v nasich experimentech, pfipravila védecka
skupina prof. Makhseeda z Kuwait University.

N COOH

2
0
Pc-PEG g Pc-Sugar
08
0o
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7.3.4 Fototoxicita

Buniky se studovanymi latkami se po 12 h inkubaci pfipravily pro fototoxickou reakci.
V kazdé jamce mikrotitracni desticky se multikandlovou pipetou vyménilo médium za 100 pl
nového predehratého SCM. Inkubace desticky probihala dalsi 4 h v Cistém médiu. Tim jsme
zajistili, Ze se PS pred expozici svétlu lokalizoval do endosom( (a nezlstal v cytoplasmatické
membrané). Poté se vystavil aktivujicimu zareni. Kazdd desticka se ozarovala 15 min pod 450
W xenonovou lampou s vodnim a long-pass filtrem (A > 570 nm; 12,4 mW/cm?; 11,2 J/cm?).

Vyména média probihala za sterilnich podminek vlaminarnim boxu. Desticky bylo
nutné udrzovat stdle ve tmé, aby fototoxicitni reakce probéhla pfi zvoleném svétle pravé pod
xenonovou lampou.

7.3.5 Pristup ,light-after”

U pfistupu ,light-after” se k burikdm pridal soucasné PS i saporin které jsme nechali
soucasné inkubovat. Poté byly buriky ozareny a znovu se inkubovaly do nasledujiciho dne, kdy
se hodnotila jejich zivotaschopnost.

7.3.6 Pristup ,light-before”

U pfistupu ,Light-before” vyvold svétlo fotochemickou reakci pred podanim
cytotoxické latky. Jednd se o pfristup zaloZzeny na poddni samotnych PS. AZ po inkubaci a
fotochemické reakci se aplikoval cileny toxin saporin. | u této metody se <cekalo
do nasledujiciho dne, nez bylo provedeno hodnoceni Zivotaschopnosti.

Jesté pred stanovenim Zivotaschopnosti bunék, z divodu mozné interference saporinu
i PS se stanovenim neutralni ¢ervené (NR) jsme znovu vymeénili médium v celé mikrotitracni
desticce.

7.3.7 Stanoveni zZivotaschopnosti bunék testem vychytavani
neutrdlni cervené

Test Zivotaschopnosti bunék je klicovy pro kvantifikaci toxicity zkoumané latky
(xenobiotika). Hodnoti se bunécna integrita pomoci testu vychytavani NR, ktery identifikuje
Zivé bunky podle mnozstvi absorbovaného barviva.

NR je supravitalni barvivo slabé kationtové povahy. Barvivo dokaze neiontovou pasivni
difuzi prostupovat bunéénymi membranami a koncentrovat se predevsim v lyzosomech. Uvnitf
lyzosomU Zivych bunék udrzuje protonovy gradient nizsi pH neZ v cytoplazmé, proto je barvivo
nabito a zadrZzeno v téchto organelach. Vazbou s anionty a/nebo fosfatovymi skupinami vytvari
uvnitf lyzosomu elektrostatické vazby. V pfipadé poskozeni nebo Umrti buriky se pH
lyzosomalniho lumen zvysuje a barvivo se z buniky uvolfiuje (pfestava byt nabité). MnoZstvi
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zachyceného NR pak odpovidd celkovému poctu Zivotaschopnych bunék (Lim et al., 2015;
Nablo et al., 2020).

Zivotaschopnost bunék metodou NR se hodnotila po probéhnuti fototoxicitni reakce
a 24 hodinové inkubaci. Pro pfipravu roztoku neutrdini ¢ervené byl pouzit zasobni roztok NR
(3,3 g/ml) a potfebné mnoistvi média SCM. 100 pl pfipraveného roztoku se pomoci
automatické multikanalové pipety pridalo do kazdé jamky mikrotitracni desticky k pavodnimu
médiu, tim jsme dosahli vysledné koncentrace 30 pg/ml. Desti¢ky s barvivem se poté nechaly
inkubovat jesté nasledujici 2 h v inkubatoru pfi 37 °C.

Po inkubaci se z destic¢ek odstranilo médium a bylo postupné pridano nékolik roztoka.
Pro fixaci bunék na dné jamky jsme pipetovali 100 pl/jamku fixa¢niho roztoku (1% roztok CacCl,
v 0,5% formaldehydu). Fixace probihala 15 min.

Po fixaci se roztok z desticek opét UpIné odstranil a nasledovalo 2x promyvani bunék
100 pl/jamku ptipravenym roztokem PBS.

Poslednim ptidavanym roztokem, po odstranéni PBS, bylo 100 pl/jamku lyzaéniho
roztoku (1% roztok ledové kyseliny octové v 50% ethanolu), ktery narusil bunééné membrany a
uvolnil barvivo z bunék. Pro docileni homogenniho roztoku se desticky umistily alespon na 30
min na deskovou tfepacku.

Metoda je vhodna pro spektrofotometrické stanoveni. Pro méreni byla pouzZita ctecka
mikrotitracnich desticek Tecan Infinite M200. Intenzita zabarveni roztoku v destickach
odpovidala namérené absorbanci pfi 540 nm. Vysledné absorbance v jednotlivych jamkach
byly ddle zpracovany v programu Microsoft Office Excel. Po odecteni pozitivni kontroly
(usmrcenych bunék) a vztaZeni k neovlivnéné kontrole (negativni kontrola) jsme ziskali
vysledné procentudlni zastoupeni Zivotaschopnych bunék.

7.4 Vyhodnoceni dat

Podstatou fototoxicitnich experiment( je zjisténi stfedni ucinné (efektivni) koncentrace
ECso, kterd predstavuje koncentrace zkousenych latek v kombinaci s U¢inkem zafeni, jejichz
nasledkem je 50% snizeni Zivotaschopnosti vzhledem k neovlivnéné kontrole.

Ziskané vysledky nasich experiment( byly graficky zpracovany v programu GraphPad
Prism (GraphPad Software, USA). Grafy byly vytvoreny z primérné hodnoty namérenych
vysledkd a hodnoty smérodatné odchylky. Pomoci téchto grafi byly znazornény testované
koncentrace latek a zjistény hodnoty ECsq.
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8. VYSLEDKY

8.1 Experimenty pro stanoveni toxicity po ozareni

8.1.1 P42-1Zn-Me

Fototoxicita PS pti postupu Light Before odpovida ECso = 0,067 + 0,008 uM a pfi Light-
After ECso = 0,084 + 0,009 uM, tudiz zde neni vyznamny rozdil mezi zminénymi postupy.
Experimentdlné ziskand data znazornuje Obr. 8.
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Obr. 8: Zivotaschopnost Hela bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me pfi
poulZiti pristupu Light Before (®) a Light After(e). Data jsou vyjddrena jako primér (SD), n
=2 pro Light Before a n = 3 pro Light After.
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8.1.2 P44-COOH

Fototoxicitni experiment PS pfi Light Before odpovida hodnoté ECso = 0,62 £ 0,23 uM a
pfi postupu Light After ECso = 0,27 + 0,07 uM. Pfi postupu Light After je ECso mirné nizsi
v porovnani s Light Before. Experimentalné ziskana data znazorriuje nasledujici Obr. 9.
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Obr. 9: Zivotaschopnost Hela bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci P44-COOH a pfi
poulZiti pristupu Light Before (®) a Light After(e). Data jsou vyjddrena jako primér (SD), n
=2 pro Light Before a n = 7 pro Light After.
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8.1.3 Pc-Sugar

Fototoxicitni experiment Pc-Sugar opét porovnava postup Light Before, kde ECso = 1,6
MM a Light After s ECsp = 2,9 £ 0,5 uM. U tohoto PS je mirné nizsi ECso u postupu Light Before

v porovnani s Light After. Experimentalné ziskana data jsou znazornéna na nasledujicim Obr.
10.
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Obr. 10: Zivotaschopnost HelLa bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci Pc-Sugar pfi pouZiti
pristupl Light Before (®) a Light After(e). Data jsou vyjadiena jako primér (SD), n = 1 pro
Light Before a n = 6 pro Light After.
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8.1.4 Pc-PEG

Fototoxicita PS pfi postupu Light Before odpovida ECso = 3,1 uM a pfi Light After
ECso = 3,4 £ 0,5 uM. Zde jsou koncentrace PS téméf shodné. Zivotaschopnost bunék tedy
nebyla ovlivnéna postupem reakce. Ziskand experimentalni data jsou zobrazena na Obr.
11.
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Obr. 11: Zivotaschopnost Hela bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci Pc-PEG pfi pouZiti
pristupt Light Before (®) a Light After(e). Data jsou vyjadiena jako priimér (SD), n = 1 pro
Light Before a n = 5 pro Light After.
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8.1.5 Saporin

Toxicita samotného |éciva odpovida pri Light Before ECso > 700 pg/ml a pfi Light After
ECso = 20,49 £ 9,60 pg/ml. Jednd se o velmi vyznamny rozdil, kdy je Zivotaschopnost bunék
zavisla na zvoleném postupu experimentu ve prospéch Light After, ktery ma vysokou toxicitni
ucinnost v porovnani s Light Before. Ziskana experimentalni data jsou zndzornéna na Obr. 12.
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Obr. 8: Zivotaschopnost Hela bunék v zdvislosti na stoupajici koncentraci Saporinu pfi pouZiti

pristupt Light Before (®) a Light After(e). Data jsou vyjddrena jako primeér (SD), n = 27
pro Light Before a n = 28 pro Light After.
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8.2 Fototoxicitni experimenty latek v kombinaci Light
After

8.2.1 P42-1Zn-Me 0,01 uM a Saporin

Fototoxicita P42-1Zn-Me o koncentraci 0,01 uM v kombinaci s ménici se koncentraci
Saporinu odpovidd ECso = 0,36 *+ 0,05 pg/ml. Toxicky ucinek Saporinu, kde P42-1Zn-Me

odpovida koncentraci 0 uM, je ECso = 20,49 £ 9,60 pg/ml. Porovnani ucinku koncentraci PS
znazornuje Obr. 13 a 14.
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Obr. 13: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P42-1Zn-Me 0,01 uM (®) a 0
UM () a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako primér (SD), n = 3
pro 0,01 uMan =28 pro 0 uM.

38



100;

I0bidi

0005 001 005 007
Koncentrace Saporinu (pglml)

(3]
(=]

Zivotaschopnost bunék
(% kontroly)

v

l !

Obr. 14: Zivotaschopnost Hela bunék pri konstantni koncentraci P42-1Zn-Me 0,01 uM (e) a 0
uM (e) a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako primér (SD), n = 3
pro 0,01 uM an =28 pro 0 uM.
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8.2.2 P44-COOH 0,1 uM a Saporin

Fototoxicita P44-COOH 0,1 uM v kombinaci se Saporinem odpovida ECsp = 0,63 + 0,20

pg/ml. Fototoxicky Ucinek Saporinu, kde PS P44-COOH 0 uM, je ECsp = 20,49 + 9,60 pg/ml.
Porovnani ucinku koncentraci PS znazornuji Obr. 15 a 16.
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Obr. 15: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH 0,1 uM (e) a 0 uM
(®) a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako priimeér (SD), n =7 pro 0,1
uMan =28 pro 0 uM.
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Obr. 16: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH 0,1 uM (e) a 0 uM
(®) a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako priimér (SD), n =7 pro 0,1
uMan =28 pro 0 uM.
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8.2.3 Pc-Sugar 0,5 uM a Saporin

Fototoxicita Pc-Sugar 0,5 UM v kombinaci se Saporinem odpovida ECso = 0,073 £ 0,027

pg/ml. Toxicky ucinek Saporinu, kde PS Pc-Sugar 0 uM, je ECsp = 20,49 + 9,60 pg/ml. Porovnani
ucinku koncentraci PS znazorfiuje Obr. 17 a 18.
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Obr. 17: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-Sugar 0,5 uM (e) a 0 uM
(®) a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako priimér (SD), n =5 pro 0,1
uMan=28pro 0 uM.
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Obr. 18: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-Sugar 0,5 uM (e) a 0 uM
(®) a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako primeér (SD), n =5 pro 0,1
uMan =28 pro 0 uM.
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8.2.4 Pc-PEG 0,5 uM a Saporin
Fototoxicita Pc-PEG 0,5 uM v kombinaci se Saporinem odpovidd ECs0 = 0,81 £ 0,28

pg/ml. Toxicky Ucinek Saporinu, kde PS Pc-PEG 0 uM, je ECs0 = 20,49 * 9,60 pg/ml. Porovnani
ucinku koncentraci PS znazornuji Obr. 19 a 20.
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Obr. 19: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG 0,5 uM (®) a O uM (e)
a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako prumér (SD), n = 5 pro 0,1
uMan=28pro 0 uM.
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Obr. 20: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG 0,5 uM (®) a 0 uM (e)
a stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako priimér (SD), n = 5 pro 0,1
uMan =28 pro 0 uM.
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8.2.5 Saporin 0—1—10 pg/ml a P42-1Zn-Me

Toxicky ucinek Saporinu pfi koncentraci 10 pg/ml v kombinaci s P42-1Zn-Me odpovidd ECs =
0,014 £ 0,006 uM, pfi koncentraci 1 ug/ml ECso = 0,033 = 0,016 uM a samotny PS (koncentrace
saporinu = 0 pg/ml) ECso = 0,084 + 0,009 uM. Porovnani jednotlivych uc¢inka kombinaci
konstantnich koncentraci Saporinu v zavislosti na stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me
znazornuje Obr. 21 a 22.
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Obr. 21: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/mi (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me. Data jsou vyjadrena jako
primér (SD), n =2 pro 10 ug/ml, n = 4 pro 1 ug/mla n = 3 pro 0 ug/ml.
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Obr. 22: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/ml (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me. Data jsou vyjadrena jako
prameér (SD), n =2 pro 10 ug/ml, n =4 pro 1 ug/ml a n =3 pro 0 ug/mi.
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8.2.6 Saporin0—-1-10 pg/ml a P44-COOH

Toxicky Ucinek Saporinu pfi koncentraci 10 pg/ml v kombinaci s P44-COOH odpovida ECs0 =
0,043 £ 0,015 pM, pri koncentraci 1 ug/ml ECs50 = 0,078 * 0,008 uM a pfi koncentraci 0 ug/ml
ECs50 = 0,027 = 0,07 uM. Porovnani jednotlivych ucinkl kombinaci konstantni koncentraci
Saporinu v zavislosti na stoupajici koncentraci P44-COOH znazoriiuje Obr. 23 a 24.
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Obr. 23: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/mi (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P44-COOH. Data jsou vyjddrena jako
primér (SD), n = 3 pro 10 ug/ml, n =4 pro 1 ug/mlan =7 pro 0 ug/ml.
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Obr. 24: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/ml (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P44-COOH. Data jsou vyjddrena jako
primér (SD), n = 3 pro 10 ug/ml, n =4 pro 1 ug/ml an =7 pro 0 ug/ml.
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8.2.7 Saporin0—-5 - 7 ug/ml a P44-COOH

Toxicky ucinek Saporinu pfi koncentraci 7 pg/ml v kombinaci s P44-COOH odpovida EC50 =
0,035 * 0,003 uM, pri koncentraci 5 ug/ml ECs0 = 0,044 * 0,005 uM a pfi koncentraci 0 ug/ml
ECs50 = 0,027 = 0,07 uM. Porovnani jednotlivych ucinkl kombinaci konstantni koncentraci
Saporinu v zavislosti na stoupajici koncentraci P44-COOH znazorfiuje Obr. 25 a 26.
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Obr. 25: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 7 ug/ml (e), 5
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P44-COOH. Data jsou vyjddrena jako
primér (SD), n =2 pro 7 ug/ml, n=2 pro 5 ug/ml a n =7 pro 0 ug/mi.
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Obr. 26: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 7 ug/ml (e), 5
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P44-COOH. Data jsou vyjddrena jako
prameér (SD), n =2 pro 7 ug/ml, n =2 pro 5 ug/mla n =7 pro 0 ug/mil.
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8.2.8 Saporin 0 - 1 ug/ml a Pc-Sugar

Toxicky ucinek Saporinu pfi koncentraci 10 pg/ml v kombinaci s Pc-Sugar nebyl stanoven, pfi
koncentraci 1 pg/ml ECs0 = 0,3 uM a pf¥i koncentraci 0 ug/ml EC50=2,9 £ 0,5 uM. Porovnani
jednotlivych koncentraci Saporinu v zavislosti na stoupajici koncentraci Pc-Sugar znazornuje
Obr. 27 a 28.
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Obr. 27: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/mi (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-Sugar. Data jsou vyjadrena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n=1 pro 1 ug/ml a n =6 pro 0 ug/ml.
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Obr. 28: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/mi (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-Sugar. Data jsou vyjadrena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =1 pro 1 ug/ml a n = 6 pro 0 ug/mi.

53



8.2.9 Saporin 0 -1 pg/ml a Pc-PEG

Toxicky ucinek Saporinu pfi koncentraci 10 pg/ml v kombinaci s Pc-PEG nebyl stanoven, pfi
koncentraci 1 ug/ml EC50 = 0,7 uM a pf¥i koncentraci 0 pg/ml ECs0 = 3,4 £ 0,5 uM. Porovnani

jednotlivych koncentraci Saporinu v zdvislosti na stoupajici koncentraci Pc-PEG zndzornuji
Obr. 29 a 30.
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Obr. 29: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/ml (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-PEG. Data jsou vyjddiena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =1 pro 1 ug/mlan =5 pro 0 ug/ml.
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Obr. 30: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantnich koncentracich Saporinu 10 ug/ml (e), 1
ug/ml (e) a 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-PEG. Data jsou vyjddiena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n=1 pro 1 ug/mla n=>5 pro 0 ug/ml.
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8.3 Fototoxicitni experimenty latek v kombinaci Light
Before

8.3.1 P42-1Zn-Me 0,01 puM a Saporin

Toxicita 0,01 uM P42-1Zn-Me v kombinaci s ménici se koncentraci Saporinu odpovida
ECso > 50 pg/ml. Toxicky uéinek samotného Saporinu (koncentrace P42-1Zn-Me = 0 uM) je
ECso > 700 pg/ml. Porovnani uc¢inku znazornuji Obr. 31 a 32.
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Obr. 31: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P42-1Zn-Me (0,01 uM; o) a
bez PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddiena jako primér (SD), n =
1pro0,01 uMan =18 pro 0 uM.
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Obr. 32: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P42-1Zn-Me (0,01 uM; o) a
bez PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako primér (SD), n =
1pro0,01 uMan=18pro 0 uM.
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8.3.2 P42-1Zn-Me 0,03 uM a Saporin

Toxicita P42-1Zn-Me (0,03 uM) v kombinaci se stoupajici koncentraci Saporinu
odpovidd ECso= 0,2146 + 0,1762 pg/ml. U&inek Saporinu bez PS (0 uM P42-1Zn-Me) je ECso >
700 pg/ml. Porovnani Gc¢inku znazornuji Obr. 33 a 34.
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Obr. 33: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P42-1Zn-Me (0,03 uM; e) a
bez PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadiena jako primér (SD), n =
8 pro0,03uMan =18 pro 0 uM.
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Obr. 34: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P42-1Zn-Me (0,03 uM; ) a
bez PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddiena jako primér (SD), n =
8 pro0,03 uMan =18 pro 0 uM.
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8.3.3 P44-COOH 0,1 uM a Saporin

Toxicita 0,1 uM P44-COOH v kombinaci se stoupajici koncentraci Saporinu odpovida

ECso = 25,9 # 25,8 ug/ml. U¢inek samotného Saporinu (0 uM P44-COOH) je ECso > 700 pg/ml.
Porovnani Ucinku znazornuji Obr. 35 a 36.
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Obr. 35: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,1 uM; e) a bez
PS (e) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadiena jako prumér (SD), n = 11
pro 0,1 uMan =18 pro 0 uM.
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Obr. 36: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,1 uM; e) a bez
PS (e) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddrena jako primér (SD), n = 11
pro 0,1 uMan =18 pro 0 uM.
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8.3.4 P44-COOH 0,2 uM a Saporin

Toxicita 0,2 uM P44-COOH v kombinaci se Saporinem odpovidd ECso = 0,40 + 0,25
pg/ml. U&inek Saporinu (0 uM P44-COOH ) je ECso > 700 pg/ml. Porovnani Géinku znazorfiuji
Obr. 37 a 38.
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Obr: 37: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,2 uM; e) a bez
PS (e) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadiena jako prumér (SD), n = 11
pro 0,2 uM an =18 pro 0 uM.
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Obr. 38: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,2 uM; e) a bez
PS (e) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddiena jako prumér (SD), n = 11
pro 0,2 uMan =18 pro 0 uM.
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8.3.5 P44-COOH 0,3 uM a Saporin

U¢inek kombinace 0,3 puM P44-COOH spolu se stoupajici koncentraci Saporinu
odpovidd ECso= 0,57 pg/ml. U€inek samotného Saporinu bez P44-COOH (0 uM) je ECso > 700
pg/ml. Porovnani Géinku znazorfuji Obr. 39 a 40.
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Obr: 39: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,3 uM; ®) a bez
PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako primér (SD), n = 1 pro
0,3uMan=18 pro 0 uM.
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Obr. 40: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci P44-COOH (0,3 uM; e) a bez
PS (®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadiena jako primér (SD), n = 1 pro
0,3uMan=18 pro 0 uM.
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8.3.6 Pc-Sugar 0,5 uM a Saporin

Toxicita Pc-Sugar o konstantni koncentraci 0,5 uM v kombinaci se Saporinem odpovida
ECso=103,7 + 57,2 ug/ml. Toxicky uéinek Saporinu, kde PS Pc-Sugar = 0 pM, je ECso > 700
pg/ml. Porovnani G¢inku znazorriuji Obr. 41 a 42.
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Obr. 41: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantni koncentraci Pc-Sugar (0,5 uM; ®) a bez PS
(®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako priimér (SD), n = 7 pro
0,5uMan=18 pro 0 uM.
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Obr. 42: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-Sugar (0,5 uM; ®) a bez PS
(®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako primeér (SD), n = 7 pro
0,5uMan=18pro 0 uM.
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8.3.7 Pc-PEG 0,5 uM a Saporin

Toxicita 0,5 UM Pc-PEG v kombinaci se Saporinem odpovidd ECso > 10 pg/ml. Uginek
Saporinu, kde je 0 uM Pc-PEG je ECso > 700 pg/ml. Porovnani ucinku znazornuji Obr. 43 a 44.
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Obr. 43: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG (0,5 uM; ®) a bez PS
(®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddiena jako primér (SD), n = 1 pro
0,5uMan=18 pro 0 uM.
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Obr. 44: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG (0,5 uM; ®) a bez PS
(®) se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadiena jako prumér (SD), n = 1 pro
0,5uMan=18 pro 0 uM.
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8.3.8 Pc-PEG 1 uM a Saporin

Toxicita 1 UM Pc-PEG v kombinaci se Saporinem odpovida ECso = 59,16 + 39,69 pg/ml.
Ucinek Saporinu bez PS (Pc-PEG = 0 uM) je ECso > 700 pg/ml. Porovnani Géinku zndzorfiuji Obr.
45 a 46.
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Obr. 45: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG (1 uM; ®) a bez PS (e)
se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjddfena jako primeér (SD), n = 7 pro 1 uM
an=18 pro 0 uM.
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Obr. 46: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Pc-PEG (1 uM; ®) a bez PS (e)

se stoupajici koncentraci Saporinu. Data jsou vyjadrena jako prumér (SD), n =7 pro 1 uM
an=18 pro 0 uM.
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8.3.9 Saporin 0-1-10 ug/ml a P42-1Zn-Me

Toxicky Gcéinek Saporinu pfi konstantni koncentraci 10 pg/ml v kombinaci se stoupajici
koncentraci P42-1Zn-Me nebyl stanoven, pfi koncentraci 1 pg/ml ECso = 0,021 £ 0,005 uM a pfi
koncentraci O pg/ml ECso = 0,067 + 0,008 uM. Porovnani Gcinku znazornuji Obr. 47 a 48.
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Obr. 47: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me. Data jsou vyjddrena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =2 pro 1 ug/ml a n =2 pro 0 ug/ml.

72



(3)]
o

Zivotaschopnost bunék
(% kontroly)

k¥

illljjj_

001 003 005 007
Koncentrace P42-1Zn-Me (|.|M)

Obr. 48: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci P42-1Zn-Me. Data jsou vyjddrena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =2 pro 1 ug/ml a n =2 pro 0 ug/ml.
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8.3.10 Saporin 0-1-10 pg/ml a Pc-Sugar

U¢inek konstantni koncentrace Saporinu (10 pg/ml) vkombinaci se stoupajici
koncentraci Pc-Sugar nebyl stanoven, pfi koncentraci 1 pg/ml ECso = 1,19 uM a pfi koncentraci
0 pg/ml ECsp = 1,66. Porovnani ucinku znazornuji Obr. 49 a 50.

o 1001
c
=
-Qd-.
="
e S
o C
-gg 1 ) O —————
0
sv
o
2
N
0.
N N N N NSO O 0
O O Q . N Q Q
Q-QQ 09 o S NN

Koncentrace PcSugar (M)

Obr. 49: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-Sugar. Data jsou vyjddiena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =1 pro 1 ug/mla n=1 pro 0 ug/ml.
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Obr. 50: Zivotaschopnost Hela bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml (e) a stoupajici koncentraci Pc-Sugar. Data jsou vyjddiena jako
primér (SD), n =0 pro 10 ug/ml, n =1 pro 1 ug/mlan =1 pro 0 ug/ml.
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8.3.11 Saporin 0-1-10 pg/ml a Pc-PEG
Ucinek Saporinu pfi konstantni koncentraci 10 pg/ml v kombinaci s Pc-Sugar nebyl

stanoven, pfi koncentraci 1 pg/ml ECsp = 2,09 uM a pfi koncentraci 0 pg/ml ECso = 3,14 uM.
Porovnani Ucinku znazornuji Obr. 51 a 52.
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Obr. 51: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml () a stoupajici koncentraci Pc-PEG. Data jsou vyjddrena jako prumér
(SD), n=0pro 10 ug/ml, n=1pro 1 ug/mlan =1 pro 0 ug/mil.
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Obr. 52: Zivotaschopnost HelLa bunék pfi konstantni koncentraci Saporinu 10 ug/ml (e), pfi 1
ug/ml (e), 0 ug/ml () a stoupajici koncentraci Pc-PEG. Data jsou vyjddrena jako prumér
(SD), n=0pro 10 ug/ml, n=1pro 1 ug/mlan =1 pro 0 ug/mil.
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8.4 Souhrnna tabulka vysledki toxicity jednotlivych

Tabulka 1: Stanoveni toxicity jednotlivych Idtek po ozdreni. Porovndni pfistupl Light-Before,

latek po ozareni

Light-After a vSech Idtek pouZitych v nasich experimentech.

Stanoveni toxicity jednotlivych latek po ozareni

Light Before| Light After
Latky ECso ECso Jednotky
P42 |0,067+0,008|0,084+0,009] pM
P44 0,62+0,23 | 0,27 0,07 UM
Pc-Sugar| 1,6%0,2 2,9%0,5 1M
Pc-PEG 3,104 3,4+£0,5 Y
Saporin > 700 20,49+9,60 | pg/ml
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8.5 Souhrnné tabulky fototoxicitnich experimenti
latek v kombinaci

Tabulka 2: Fototoxicitni experimenty latek v kombinaci. Stanoveni ucinné koncentrace Saporinu
pri konstantnich koncentracich PS. Porovndni pfistup( Light-Before a Light-After.

Fototoxicitni experimenty latek v kombinaci
Light Before Light After
Kombinace latek ECso ECso Jednotky
Konstatni koncentrace PS a ucinna koncentrace Saporinu
P42 0,03 uM + Saporin  |0,2146 + 0,1762 / ug/ml
P42 0,01 uM + Saporin >50 0,36+0,05 | pg/mil
P42 0 uM + Saporin > 700 20,49+9,60 | pg/ml
P44 0,3 uM + Saporin 0,57 / ug/mi
P44 0,2 uM + Saporin 0,40+0,25 / ug/ml
P44 0,1 uM + Saporin 25,9+ 25,8 0,63+0,20 ug/ml
P44 0 uM + Saporin >700 20,49+9,60 | pg/ml
Pc-Sugar 0,5 uM + Saporin | 103,7+57,2 0,073+0,027| pg/ml
Pc-Sugar 0 uM + Saporin >700 20,49+9,60 | pg/ml
Pc-PEG 1 uM +Saporin | 59,16+ 39,69 / pg/ml
Pc-PEG 0,5 uM + Saporin >10 0,81+0,28 ug/ml
Pc-PEG O uM + Saporin >700 20,49+9,60 | pg/ml
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Tabulka 3: Fototoxicitni experimenty ldtek v kombinaci. Stanoveni ucinné koncentrace PS pri
konstantnich koncentracich Saporinu. Porovndni pristupt Light-Before a Light-After.

Fototoxicitni experimenty latek v kombinaci

Light Before

Kombinace latek

ECso

Konstatni koncentrace Saporinu a u¢inna koncentrace PS

Saporin 10 ug/ml + P42 /
Saporin 1 pg/ml + P42 0,021 + 0,005
Saporin 0 pug/ml + P42 0,067 + 0,008
Saporin 10 pg/ml + P44 /
Saporin 7 ug/ml + P44 /
Saporin 5 ug/ml + P44 /
Saporin 1 pg/ml + P44 /
Saporin 0 ug/ml + P44 /
Saporin 10 pg/ml + Pc-Sugar /
Saporin 1 pg/ml + Pc-Sugar 1,19
Saporin 0 pug/ml + Pc-Sugar 1,66
Saporin 10 pg/ml + Pc-PEG /
Saporin 1 pg/ml + Pc-PEG 2,09
Saporin 0 pg/ml + Pc-PEG 3,14

Light After
ECso Jednotky

0,014 £+ 0,006 UM
0,033 £0,016 UM
0,084 £ 0,009 UM
0,043 +0,015 UM
0,035 + 0,003 UM
0,044 + 0,005 UM
0,078 £ 0,008 UM
0,27 £0,07 UM

/ /
0,3 uM
2,9+0,5 UM

/ /
0,7 UM
3,4+0,5 UM
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9. DISKUZE

Vzhledem k ¢astému vyskytu nadorovych onemocnéni, vysoké mire recidivy a také
toxickym ac¢inkim bézné podavanych léciv byly vyvinuty neinvazivni formy terapie. PCl je
terapeuticky pfistup, ktery umoznuje specificky dodavat léciva do cytosolu nddorovych bunék,
aniz by ovlivnil zdravé tkané.

Technika je zaloZena na principech PDT, ktera je schvalena pro nddorové i nenddorové
indikace (Madsen, 2016). K vyvolani fotochemické reakce dochazi na zakladé aktivace molekul
PS, které absorbuji svétlo o vinové délce odpovidajici maximu jejich absorpéniho spektra
(idedlné v Eervené oblasti). Nasledkem pfenosu energie na 30; vznikd ROS, pfedevsim 10,
ktery je hlavnim produktem fotodynamické reakce typull. Reakce probihaji uvnitf
patologickych tkani v oblasti distribuce PS, ¢imz je zajiSténa selektivni destrukce tkané
(Kwiatkowski et al., 2018).

PCl vyuzivd metodu PDT v subletdlnich davkach k uvolnéni terapeutickych latek
z endosomi do cytosolu, kde mohou plné vyuZit svlj cytotoxicky potencial. V¢éasné uvolnéni
latek z endosom zabrani jejich natraveni proteolytickymi enzymy v lyzosomech.

Optimalni G¢inek metody PCl zavisi pfedevsim na pouzitém PS, ktery musi mit vhodné
fyzikdlné-chemické vlastnosti. Amfifilni povaha PS zajisti, Ze se hydrofobni ¢ast molekuly
zachyti v lipidové dvouvrstvé membrany endosomu, zatimco poldrni/nabita ¢ast (napr.
sulfoskupina) zlstane na rozhrani membrany a vodné casti. V pripadé, Ze se PS bude
lokalizovat pouze ve vnitfnim kompartmentu tzn. jeho struktura bude cisté poldrni, pak bude
pro PCl neucinny (Yaghini et al., 2017). S touto skutecnosti prispéli Berg et al. pfi porovnavani
vlastnosti di- a tetrasulfonovanych derivatl tetrafenylporfinu. V provedenych experimentech
byl Ucinny pouze amfifilni disulfonovany derivat, zatimco polarnéjsi symetricky
tetrasulfonovany derivat byl neucinny (Berg et al., 1999). Pfi vyvoji PS pro klinickou praxi se
uplatnily pravé tyto Uvahy a byl pfipraven disulfonovany tetrafenylchlorin. Jeho mozné klinické
pouziti pri |éCbé pacientl s pokrocilymi ¢i recidivujicimi solidnimi malignitami uvadi ve své
studii Sultan et al., za pouZiti |éCiva bleomycinu (Sultan et al., 2016).

Nékteré PS, obvykle klinicky pouzivany pro metody PDT, mohou byt pro PCl nevhodné
z dGvodu lokalizace mezi jiné bunécné organely (napf. mitochondrie, Golgiho aparat nebo
endoplasmatické retikulum). PfestoZe se vyznacuji dobrou absorpci svételného zareni a
vysokym kvantovym vytézkem ROS, jako je 0, jejich umisténi neni ve stejnych
kompartmentech bunky (endosomech) jako podané lécivo (Yaghini et al., 2017).

Pro prostfedi solidnich nadorl je typické nizsi pH, které zplsobuje kvili zvySené
protonaci karboxylovych skupin zménu lipofility PS. U lipofilni slouc¢eniny poté dochazi k difuzi
pfes bunééné membrany, zatimco ionizované formy rozpustné ve vodném prostiedi jsou
pfijimany adsorpcéni endocytdzou (Yaghini et al., 2017).

Techniku PCl je moZné studovat na mnoha typech nadorovych pfipadné i
nenadorovych bunécénych liniich. V pfipadé bunécné linie Hela je Uspésnost PCl ovlivnéna
v zavislosti na bunééném cyklu, coz ve své studii vysvétluje Kim et al., ve které byl pouZit
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TatBim, jakoZto konjugat peptidu a PS. Apoptdza byla nejucinnéji spusténa v prfechodné fazi
G1/S (Kim et al., 2020).

Do buriky lze aplikovat vice typl molekul, které mohou byt i zna¢né modifikované a
zéroven je mozné vyuzit rdzné typy PS, at jiz znamé z PDT ¢i pfipravené nové struktury. Pravé
zménou jejich fyzikdlné — chemickych vlastnosti je mozné zvysit Gcinnost reakce. Néktera lécCiva
a PS je mozZné v soucasné dobé aplikovat i klinicky.

Analyza a hodnoceni dat se mohou lisit, a to v zavislosti na typu testované bunécné

vvvvvv

porovnavani raznych dat mezi sebou, prestozZe se jedna o tutéz lé¢ebnou techniku.

Z vyse uvedenych experimentdlnich vysledkd vyplyva, Ze u pfistupu light-after bylo
dosazeno ECs pti nizSich koncentracich latek, nez u pfistupu light-before. Pokud byla v nékteré
kombinaci latek (PS a saporinu) zjisténa nizsi koncentrace u pristupu ,light-before”, nejednalo
se o vyrazny rozdil v porovnani s , light-after”.

Lepsich vysledkd pfi postupu ,light-after” oproti ,light-before” dosahli ve své studii
také Berstad et al., ktefi se zabyvali podanim 2 pg/ml saporinu, kdy fotochemicka aktivace byla
vyvoldna TPCS,, a jednalo se o buné&nou linii Zr-75-1 z nddoru prsu. U&inek postupu ,light-
after” byl lepsi, zatimco postupem ,light-before” byl v jejich studii velmi nizky. Vysledky
naznacuji, ze po fotochemické reakci bylo zabranéno saporinu ve vstupu do cytosolu buriky
(Berstad et al., 2012).

TPCS;,a byl vyuzit i v klinické |é¢bé recidivujiciho chondroblastického osteosarkomu, jak
popisuje Jerjes et al. Pacient v minulosti podstoupil lécbu ve formé chemoterapie, radioterapie
a nékolika velkych chirurgickych vykonl. BohuZel, dosavadni Ié¢ba nebyla Uspésna. Pacient
podstoupil PCI |écbu zaloZzenou na dodavani bleomycinu pomoci TPCS,.. Tti mésice po |éCbé
byla odebrand tkan zvice mist. Biopsie potvrdila, Ze oSetfovana oblast je jiz bez sarkomu.
Nebyly zaznamenany Zadné neZadouci Ucinky, kromé bolesti, kterd odpovidala usmrceni
nadorovych bunék (Jerjes et al., 2019).

Zakladnim aspektem techniky PCl je, Ze se poddva subletalni koncentrace léciva. Poté
je fotochemickou reakci, za pomoci PS, vyvolan cytotoxicky ucinek. Pro nas je tedy dullezZité
hodnoceni nejen kombinace latek, ale i srovnani ucinnosti jednotlivych latek (samotného
saporinu a samotné fotosensitivni latky). To se v naSich experimentalnich vysledcich ukazuje
jako vyznamné predevsim u postupu ,light-before”, kde by pfi pouhém pouZiti saporinu byla
nutnd ddvka pro dosaZeni ECso daleko vy$si nez maximdlni pouZitd koncentrace, tedy 700
pug/ml. Naproti tomu, pfi kombinaci s P42-1Zn-Me o koncentraci 0,03 uM je mozné docilit
ECs0=0,2146+ 0,1762 ug/ml nebo vkombinaci s0,2 uM P44-COOH je ECs=0,40+
0,25 pg/ml. V ptipadé Pc-Sugar o koncentraci 0,5 puM v kombinaci se saporinem dosahuje
ECso=103,7 + 57,2 ug/ml. Zde se jedna o pomérné vysokou hodnotu, ale opét v porovnani
s ECsp samotného saporinu (ECso> 700 pg/ml) se Géinnost vyrazné zvysila.

U pfistupu , light-after” vykazoval samotny saporin vyrazné vyssi cytotoxicitu a to ECso =
20,49 + 9,60 pg/ml. Byly porovnavany hodnoty samotného saporinu v kombinaci s vybranym
PS. Z namérenych dat byl nejvyraznéjsi rozdil v kombinaci s Pc-Sugar o koncentraci 0,5 uM, kde
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ECso = 0,073 + 0,027 pg/ml. Déle vykazovala Gcinnost latek v kombinaci lepsich vysledk( u
P42-1Zn-Me o koncentraci 0,01 uM, kde ECso = 0,36 * 0,05. Pokud se jednalo o latky P44-COOH
a Pc-PEG, také kombinace téchto latek byla uc¢innéjsi nez samotny PS, ale tento rozdil nebyl, v
porovnani s experimenty bez kombinace, pfilis vyrazny.

Je tedy otdzkou, zda jsou pouzité koncentrace latek vhodné pro pouziti v technice PCI
nebo se jednd o nevyznamné sniZeni koncentraci dosahujicich ECso. Z vysledk( nasich
experimentl také vyplyva, Ze provedeni samotné PDT (cytotoxicka reakce PS po ozareni) mélo
nepatrné nizsi ucinnost nez pri PCl, tudiz jiz PDT pfispiva k vyssi ucinnosti vysledné PCI a vliv
saporinu uZ neni tak vyrazny. PFi porovnani stechnikou PDT nemusi PCl vykazovat vyrazné
lepsi Ucinnost, pficemzZ vyhoda této techniky spociva predevsim v pouziti mensich davek PS, a
tedy sniZeni pfipadné fotosensitivni reakce na klZi, moZnost pouZiti v I1écbé mnoha typl
nadorovych i nendadorovych onemocnéni a jako nahrada za chemoterapeutickou lé¢bu. PCl je
tedy technikou, kterda ma uplatnéni predevsim pro dodani léciva do organismu, a tedy zvyseni
jeho ucinku. Avsak k tomu, abychom mohli vyvodit zavéry o Ucinnosti kombinaci PS a saporinu,
bude potreba provést kombinacni experimenty (napf. metodika dle Chou-Talalay).

Pro dalsi zvySeni cytotoxického ucinku saporinu, v technice PCl, je moZné se zabyvat
také rlznymi typy cilenych liposomU. Fretz et al. se ve své studii zabyvaji aplikaci saporinu
zapouzdreného v liposomu na bunééné linii lidského karcinomu vajec¢nikd po inkubaci s TPPS;..
Bylo ptipraveno nékolik typd liposom( napf. kationtové povahy, které se vyznacuji silnou
afinitou k negativné nabitym povrchim membran nebo PEG-liposomy, které cili na receptor
epidermalniho rdstového faktoru. Vysledky studii ukazuji, Ze nékteré typy liposomU zvysuji
doddvani saporinu. V pfipadé PEG-liposomu obsahujiciho saporin byla ucinnost srovnatelna
s klasickou technikou PCI (Fretz et al., 2007).

Pro techniku PCl a jeji nasledny rozvoj jsou klicové dalsi studie nejen in vitro, ale i
klinické studie zamérené na hodnoceni ucinnosti lécby pro rizné typy nadorovych bunék
v zavislosti na pouZitém PS a konkrétnim Iécivu. Je vhodné se déle zabyvat proteiny ve formé
toxin(, ale také jejich moznymi modifikacemi, pfipadné nukleovymi kyselinami v genové terapii
a v neposledni radé také novymi PSs, které by ucinné uvolfiovaly léciva z endosomd, aniz by
vyvolavaly nezadouci a vedlejsi ucinky v organismu pacienta.
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10.

Ve vSech uvadénych datech jsme PCl provedli v nejnizSich moznych koncentracich
nejen pro PS, ale také pro saporin. Snahou bylo vytvotit idedlni kombinaci koncentraci
téchto latek. Nicméné zgrafll je patrné, Ze ne vidy se jedna o nizkou hodnotu

koncentraci. OvSem v porovnani Ucinnosti jednotlivych latek a jejich kombinaci jsou
Casto zfetelné rozdily hodnot.

Z vysledkll provedenych experimentl vyplyva, Ze vyssi ucinnosti dosahuje pfistup
ylight-after”. PficemzZ nejvyraznéjsi rozdily byly zaznamenany u Pc-Sugar o konstantni
koncentraci 0,5 puM v kombinaci se saporinem o stoupajici koncentraci. Avsak v rdmci
hodnoceni musime vysledné hodnoty posuzovat v porovnani s PDT (toxicita vyvolana
ozarenim PS). Tim bylo zjisténo, Ze technika PCI byla pravdépodobné jen zanedbatelné
ucinnéjsi nez PDT, tudiz reakce PDT méla vyznamny vliv na vysledné PCI. K potvrzeni je
vsak potreba dalsich experimentd.

Z nasich dat je patrné, Ze samostatné podany saporin pfili$ nesnizuje Zivotaschopnost
testované linie, prestoze byl aplikovan v pomérné vysoké koncentraci. U postupu
»light-after” odpovidala hodnota ECso = 20,49 * 9,60 pug/ml a u postupu , light-before”
nebylo mozné hodnoty ECso dosahnout ani pfi nejvy$si pouzité koncentraci 700 pg/ml.
Lze tedy fici, Ze aplikace samotného saporinu neni dostatecna a je tedy vhodné pro
toto lécivo zprostiedkovat Ucinné uvolnéni za pomoci PS. To je moZné pozorovat
z vysledk( obou typl provadénych postupt.
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11. POUZITE ZKRATKY

AlPcS2 — ftalocyanin disulfonat hlinity

DMEM — Dulbecco’s modified Eagle’s medium, zakladni kultiva¢ni médium
DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

EDTA — ethylenediaminetetraacetic acid, ethylendiamintetraoctova kyselina
FBS — fetal bovine serum, fetalni bovinni sérum

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid,
N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonova kyselina

OHe — hydroxylovy radikal

H,0, — peroxid vodiku

MAPK — mitogen activated protein kinase, mitogenem aktivované proteinkinazy
NR — neutral red, neutralni ¢erven

O, - superoxid anion radikal

10, — singletovy kyslik

30, — molekuldrni kyslik

PBS — phosphate buffered saline, pufr

PCl — photochemical internalization, fotochemicka internalizace

PDT — photodynamic therapy, fotodynamicka terapie

PS — photosensitizer, fotosenzitizér

P/S — smés Penicilin/Streptomycin

RIP — ribosome inactivating protein, protein inaktivujici ribozomy

ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SCM - serum containing medium, sérové kultivaéni médium

TPCS2. — meso-tetraphenyl chlorin disulphonate, meso-tetrafenylchlorindisulfonat

TPPS,, — tetraphenyl porfin disulphonate, tetrafenylporfindisulfonat
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