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ABSTRAKT
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Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Marie Halaskova
Skolitel: RNDr. Miloslav Machacek, Ph.D.
Nazev disertacni prace: Studium origindlnich ftalocyaninovych fotosensitizéri na

buné¢né arovni

Fotodynamicka terapie (PDT) je 1écebna metoda, kterd v poslednich desetiletich
zaznamenala velky pokrok a pouziva se k 1é¢bé fady onemocnéni a poruch jako jsou
napiiklad vékem podminénd makularni degenerace, psoriaza ¢i nékteré druhy nadorovych
onemocnéni. PDT je zaloZzena na kombinaci tfi zékladnich slozek: 1é€iva citlivého na
svétlo (znamé jako fotosensitizér, PS), svétla o vhodné vinové délce a kysliku. Svétlem
aktivovany PS reaguje s molekuldrnim kyslikem za vzniku reaktivnich forem kysliku, jez
v biologickém prostiedi interaguji s bunéénymi slozkami a spoustéji kaskadu reakci, které
zpisobuji biochemické poskozeni buiiky, cévniho systému nadoru a indukci lokalni
zanétlivé reakce. Vysledkem je vyznamné naruSeni homeostazy bunky vedouci k procesu

bunééné smrti.

Jako vSechny nové navrzené zptisoby 1éCby, 1 v této oblasti je stale zapotiebi dalsi
vyzkum, véetné vyvoje a optimalizace syntézy novych PS pro zvySeni u€innosti terapie
a zaroveil minimalizace vedlejSich ucinkd. V této praci jsme se rozhodli provést rozsahlé
studium vlastnosti nékolika riznych PS ze skupiny ftalocyaninii (Pc) a jejich aza-analogt
(AzaPc). Pc se vyznacuji velmi dobrymi fotofyzikalnimi vlastnostmi, zejména silnou
absorpci v oblasti 650-750 nm a silnou produkci singletového kysliku. Tyto slou¢eniny
pfedstavuji velmi nadéjnou skupinu PS vhodnou pro pouziti v PDT, nicméné jejich
potencidlni vyuziti v PDT mnohdy omezuje jejich nizkd rozpustnost ve vodé a silna

tendence k agregaci.

V nasi praci jsme se zaméfili na sledovani fotodynamické aktivity a vlastnosti Pc
nesoucich rozdilné naboje perifernich substituentll. U série anionickych a kationickych

Pc (hydrofilnich 1 amfifilnich) byly charakterizovany jejich fotofyzikalni vlastnosti, a



byly hodnoceny z hlediska fotodynamické aktivity v podminkéch in vitro na nadorovych
1 nenadorovych bunéénych liniich. VSechny studované derivaty vykazovaly minimalni
toxicitu bez ozafeni, a zaroven vysokou toxicitu po aktivaci svétlem o vhodné vinové
délce (v tfadu desitek nM). Byla sledovana jejich rozpustnost a agregace ve vodném
prostiedi, vliv zmény pH prostiedi, vazba na sérové proteiny, interakce s biologickymi
membranami a liposomy, subcelularni lokalizace i naslednd relokalizace po ozafeni, a

také morfologické zmény a typ bunééné smrti.

Primédrnim mistem lokalizace vSech Pc v buiikach byl endolyzosomalni
kompartment, ktery znacné ovliviioval aktivitu anionickych derivatd. Pii pH 4.9, které je
typické pro intralyzosomalni prostiedi, byly vSechny anionické derivaty agregovany,
zatimco kationické derivaty nebyly touto zménou pH ovlivnény. Aktivita anionickych
sloucenin byla také siln¢ potlacena jejich vazbou na sérové proteiny (zejména albumin)
vedouci ke zhaSeni excitovanych stavii PS a snizené tvorbé singletového kysliku. Po
aktivaci kationickych derivatd dochazi kvuli naruSeni membrany k jejich rychlému
uvolnéni z lyzosomt a nasledné relokalizaci do cytoplazmy. Tento efekt byl silnéjsi u
hydrofilnich sloucenin, které byly po uvolnéni z lyzosoml rozptyleny volné v
cytoplazmé, na rozdil od amfifilnich Pc lokalizovanych primarné ve zbytcich
membranovych struktur. Masivni oxidativni stres po aktivaci Pc vedl k zdvaznym
morfologickym zménam (kondenzace jaderného chromatinu, zkrdceni a zakulaceni
mitochondrii, reorganizace cytoskeletu) a k indukci nekrotické ¢i apoptotické bunécné

smrti se sekundarni nekrdzou.

Celkové srovnani ziskanych vysledkil potvrzuje vyznamné niZsi fotodynamickou
aktivitu vSech anionickych Pc v porovnani s kationickymi, za coz jsou zodpovédné
pfedevsim nizsi pH v lyzosomalnim kompartmentu a vazba na albumin. Dale bylo
prokazéano, ze objemné a rigidni kationické substituenty na periferii (Aza)Pc ucinné
inhibuji agregaci, a také Ze zvétSovani nepolarnich substituentii na lipofilni ¢asti molekuly
amfifilnich (Aza)Pc nezlepSuje jejich uchyceni do lipidové dvojvrstvy, v porovnani s
derivaty s neobjemnymi substituenty vstupujicimi do membran témét okamzité. Diky
tomu jsou tyto PS vhodné pro potencidlni vyuziti pti svétlem spousténém uvoliovani

latek z liposomtl.
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Photodynamic therapy (PDT) is a clinically approved treatment modality that
experienced great progress over the last two decades and that has been used in the
treatment of several disorders, including age-related macular degeneration, psoriasis and
certain cancers. PDT is based on the combination of three main components: light-
sensitive drug (known as a photosensitizer, PS), light of an appropriate wavelength, and
oxygen. The light-activated PS reacts with molecular oxygen to produce reactive oxygen
species, which can interact with cellular components in a biological environment and
trigger a cascade of reactions causing destruction of tumor cells, tumor vasculature and
induction of a local inflammatory reaction. The result is a disruption of cell homeostasis

leading to the cell death.

Like all the novel treatment modalities, further research is still needed including
the development and optimization of PS synthesis in order to increase the efficiency of
therapy and minimalize side effects. In this project, we decided to carry out an extensive
study of the properties of several different PSs from the group of phthalocyanines (Pc)
and their aza-analogues (AzaPc). Pcs are characterized by exceptionally good
photophysical properties, especially strong absorption in 650-750 nm area and strong
singlet oxygen production. These compounds represent a very promising group of PSs
suitable for the use in PDT, however their potential application in PDT is often limited

by their low solubility in water and strong tendency to aggregate.

In our work, we focused on the evaluation the photodynamic activity and
properties of Pcs bearing different charges on a peripheral substituents. The photophysical

properties were characterized on a series of anionic and cationic Pcs (hydrophilic and
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amphiphilic) and they were studied in terms of photodynamic activity under in vitro
conditions on malignant and nonmalignant cell lines. All studied derivatives showed
minimal toxicity without irradiation and high toxicity upon irradiation (in the order of
tens of nM). Solubility and aggregation in the water, effect of pH, binding to serum
proteins, interaction with biomembranes and liposomes, subcellular localization and
subsequent re-localization after irradiation, as well as morphological changes and the type

of cell death were determined for all Pcs.

The subcellular localization of all Pcs was the endolysosomal compartment, which
greatly influenced the activity of anionic derivatives. All anionic derivatives were
aggregated at pH 4.9 (intralysosomal pH) while all cationic derivatives were not affected
by this pH change. The activity of anionic compounds was also strongly suppressed by
their binding to serum proteins (predominantly albumin) leading to excited states
quenching and decrease of singlet oxygen production. After irradiation, cationic
derivatives were rapidly released from lysosomes due to membrane rupture and
subsequently relocated to the cytoplasm. The effect seemed to be stronger for hydrophilic
compounds that were diffused in cytoplasm after the release from lysosomes, while
amphiphilic compounds were localized primarily in the residues of membranous
structures. The massive oxidative stress after the activation of Pcs led to severe
morphological changes (e.g., condensation of nuclear chromatin, shortening and rounding
of mitochondria, reorganization of the cytoskeleton) and to the induction of necrotic or

apoptotic cell death with secondary necrosis.

Based on all obtained results, a lower pH in the lysosomal compartment and
binding to albumin were responsible for a substantially lower photodynamic activity of
anionic Pcs compared to the cationic ones. Furthermore, this work demonstrated that an
efficient bulky and rigid arrangement of peripheral cationic substituents efficiently
inhibits aggregation, and that increased bulkiness of non-polar substituents on lipophilic
part of the molecule of amphiphilic (Aza)Pcs does not improve anchoring into lipid
bilayer compared to derivatives with non-bulky substituents that enter membranes almost
immediately. Therefore, these PSs have a significant potential in light-triggered drug

release from liposomes.
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Nadorova onemocnéni jsou celosvétovym zdravotnim problémem a
onemocnénim s nejveétsim dopadem na globalni zdravi (dos Santos et al., 2019). Podle
WHO jsou nadory celosvétove hlavni pfi¢inou umrti a v roce 2020 méla na svédomi téméet
10 miliont amrti (Ferlay et al., 2021). Standardni 1é¢ebné metody, jako jsou chirurgie,
radioterapie a chemoterapie, prokazaly v poslednich letech relativné dobry terapeuticky
uspéch u riznych druh nddord. Nicmén¢, nékteré problémy, jako jsou rezistentni
nadorové buiiky, recidiva nebo metastazy, nebyly stale prekonany a u mnoha béznych
druhi nddorovych onemocnéni jsou zodpovédné za vyskyt zavaznych nezadoucich
ucinki (Algorri et al., 2021; Hamblin, 2020). To Ize vysvétlit heterogenitou a genetickou
slozitosti populace nadorovych bunék. Tyto prekazky vyzaduji neustalé hledani novych,

vewr

onemocnéni.

S rostoucimi znalostmi o karcinogenezi, progresi a mechanismech Sifeni nadori
se podafilo navrhnout a vyvinout nékolik alternativnich terapeutickych strategii, jako jsou
napf. inhibitory angiogeneze, aktivni cileni cytotoxickych 1é¢iv, genova terapie,
imunoterapie nebo pravé PDT (Bergh, 2009; Coventry & Ashdown, 2012). Jde o
nekonvencni terapeutickou metodou pro solidni nadory, jejiz koncept je zaloZen na
vzajemné dynamické interakci mezi molekulou PS, svétlem o specifické vinové délce a
molekuldrnim kyslikem ((0.). Oproti standardni 16¢b& poskytuje PDT uréité vyhody,
kterymi jsou: selektivita (diky aplikaci svétla pouze na lé€ené misto v téle a vyssi
koncentraci PS v naddorovych bunikach), PDT nezpiisobuje poskozeni DNA ani struktur
pojivové tkané, umozZiluje opakované lécby a mimo jiné i1 aktivuje imunologickou
odpovéd. Uginnost téchto mechanismii zavisi na mnoha faktorech - jako jsou mimo jiné

typ PS, typ bunék, celkova davka svétla a stav okysli¢eni nadoru (Algorri et al., 2021).

Ve srovnani s jinymi konvencnimi onkologickymi technikami ma PDT znacné
vyhody, kterymi jsou zejména minimalni invazivita, dobré kosmetické vysledky a
schopnost stimulace imunitniho systému. PrestoZe je tato metoda klinicky schvélend,
Sirokého pouziti PDT nebylo zatim dosaZeno, a to pfedevsim diky omezené ucinnosti a
neschopnosti svétla pronikat do hlubSich tkani a prodlouzené kozni fotosensitivité. V
soucasné dobé je tedy vénovana znacna pozornost v oblasti vyvoje novych PS navrzenych
tak, aby co nejvice odpovidaly vlastnostem ideélniho PS (Rocha, 2015; Vidujith et al.,
2022).



2 SEZNAM ZKRATEK

Oy superoxid anion radikal

‘OH hydroxylovy radikal

02 singletovy kyslik

30, molekularni kyslik

AIF faktor indukujici apoptdzu (apoptosis inducing factor)
AK aktinicka keratdza

ALA 5-aminolevulova kyselina (aminolevulinic acid)

AlOHPc  hydroxyhlinity Pc
AMD vékem podminéna makularni degradace (age-related macular degeneration)

AMPK  AMP-activated protein kinase

ATG autophagy related genes
ATP adenosintrifosfat

AzaPc azaftalocyanin

BCC bazocelularni karcinom

BO bazicka oranz 14

BSA bovinni sérovy albumin

DAMPs  damage-associated molecular patterns
DISC death-inducing signaling complex

DLI drug-to-light interval

DOPC dioleoylfosfatidylcholin

DOX doxorubicin

ECso stiedni efektivni (terapeutickd) koncentrace
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EndoG endonukleasa G
ER endoplazmatické retikulum

EYPC fosfatidylcholin ziskany z vajecného zloutku

FADD Fas-asociovany protein s doménou smrti (FAS-associated death domain
protein)
GA Golgiho aparat

H>O» peroxid vodiku

HpD derivat hematoporfyrinu (hematoporphyrin derivative)
LDL lipoproteiny s nizkou hustotou (low density lipoproteins)
LED svétlo emitujici diody (light emitting diodes)

MOMP  permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany (miftochondrial outer

membrane permeabilization)

mTHPC  m-tetra(hydroxyfenyl)chlorin, temoporfin

mTOR mammalian target of rapamycin

NIR blizk4 infracervena oblast svétla (near infrared)
OH" hydroxylovy aniont

PAR poly(ADP-ribosa)

PARP poly(ADP-riboso)polymerasa I

Pc ftalocyanin (phtalocyanine)

PCD programovana bunécna smrt (programmed cell death)
PD Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease)

PDT fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PI jodid propidia (propidium iodide)

PpIX protoporfyrin IX
13



PS fotosensitizér (photosensitizer)

PS* excitovany stav PS

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SCC spinocelularni karcinom (squamous cell carcinoma)

SCM kultivacni médium obsahujici sérum a dal$i suplementy (serum containing
medium)

SFM kultivacni médium bez obsahu séra (serum-free medium)

SOD superoxid dismutasa

TAAs antigeny spojené s nadorem (tumor-associated antigens)

TCso sttedni toxick4 koncentrace

TNF tumor nekrotizujici faktor

TPyzPz  tetrapyrazinoporphyrazin

VEGF vaskularni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
VTP fotodynamicka terapie cilena na cévy (vascular-targeted PDT)

ZnPc zinecnaty ftalocyanin

Or kvantovy vytézek excitovaného tripletového stavu

Da kvantovy vytézek singletového kysliku

Tr doba Zivota excitovaného tripletového stavu
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY



3.1 UVOD DO FOTODYNAMICKE TERAPIE

Fotodynamicka terapie (PDT) ptitahuje v poslednich letech rozsahlou pozornost
jako minimalné invazivni a vysoce selektivni terapeutickd metoda schvalend predevsim
pro 1é¢bu neoplastickych a vaskuldrnich onemocnéni. PDT se bézné pouziva pfi 1écbe
fady naddorovych onemocnéni jako jsou nadory hlavy a krku, plic, moCového méchyie a
karcinomt kize. Usp&sné se také pouziva v 1é¢b& nenadorovych stavii jako je vékem
podminéna makularni degenerace (AMD), psoriaza, ateroskler6za, a prokazala také
uréitou ucinnost pti antivirové 1é€bé herpetickych infekci HSV1 a 2 (herpes genitalis,
keratitida) ¢i HHVS8 (spojeny s Kaposiho sarkomem), a infekci HPV (papilomatéza
laryngu). Je sloZena ze tii zdkladnich slozek: fotosensitizér (PS; podavany systémové
nebo topicky), svétlo (obvykle ve viditelné oblasti, bézné generované laserovymi zdroji)
a 30s, ktery pti fotodynamické reakci generuje singletovy kyslik ('O2) a daldi vysoce
reaktivni formy kysliku (ROS) (Josefsen & Boyle, 2008; Nowis et al., 2005; Zhang & Li,
2018).

Princip PDT je zaloZen na podani PS v nepfitomnosti svétla. Jakmile je dosaZzeno
optimalniho poméru PS v nemocné versus zdravé tkani, nasleduje aktivace PS
vystavenim presné regulované davce svétla, které je cilené pfimo na 1é¢enou tkan. Davka
svétla by méla byt regulovana tak, aby umoznila dodani dostate¢ného mnozstvi energie k
aktivaci PS, ale zaroven by tato davka méla byt dostatecné nizka, aby se minimalizovalo
poskozeni okolni zdravé tkané. Uspésna 1é¢ba PDT spoéiva v prodlouzené akumulaci PS
v nemocné tkani ve srovnani s rychlej$im odstranovanim z normalnich zdravych bun¢k
(Josefsen & Boyle, 2008). Podminkou pro zahdjeni fotochemické reakce je korelace
emisniho péasu svételného zdroje s absorpénim pasem PS. PS muze byt lokalizovan v
mitochondriich, lyzosomech, endoplazmatickém retikulu (ER), Golgiho aparatu (GA) a
plazmatické membrané (Ostanska et al., 2021). Selektivnéj§i vychytavani nadorovymi
buiikami souvisi s rozdily ve fyziologii normalnich a neoplastickych tkani, kdy nadory
maji oproti normdlnim tkanim vé&tsi vnitini objem, permeabilni cévni systém,
lipoproteinové receptory, mensi extracelularni pH a lymfatickou drenaz (Sobhani &

Samadani, 2021).

Mechanismus PDT zna¢n¢ zavisi na povaze PS a na intervalu mezi podanim PS a

ozatenim (DLI, z angl. drug-to-light interval). DL1 > 24 h umoznuje distribuci PS do



ruznych tkani v Case ozafeni a nadorové buriky jsou zabijeny pfevazné fototoxicitou PS
uvniti bun¢k (bunécnd-PDT). Ozéteni cilové tkané pii DLI < 30 min nachéazi PS v cévnim
sytému (vaskularni-PDT) a vede k uzavéru cévniho sytému nadoru s naslednou hypoxii
nadoru, nedostatkem zivin a smrti. Pfi stiedni DLI nachazejici se mezi témito dvéma
intervaly, muze byt PS také zadrzen v endotelidlnich buiikéch (endotelidlni-PDT). PDT
neni pouze lokalni 1é¢ba solidnich nadort pisobenim fototoxicity a/nebo okluzi cévniho
sytému nadoru, ale mize také stimulovat imunitni systém hostitele, coz pak pfispiva k
eradikaci vSech prezivajicich nadorovych bunék nejen v ozafovaném nadoru, ale také k

rozpozndni a zaniku nddorovych bunék ve vzdalenych mistech (Lobo et al., 2020).

3.2 STRUCNA HISTORIE FOTODYNAMICKE TERAPIE

Svétlo se v 1€kafstvi pouziva jiz po tisicileti. Helioterapie, terapeutické vyuziti
slune¢niho zafeni, se pouzivala jiz pted 5000 lety. Byla pouZzivana jiz ve starovékém
Egypté, Recku, Indii a Cing k 16¢bé koznich onemocnéni jako jsou psoridza, vitiligo,

nadory, ale také kiivice ¢i psychozy (Ackroyd et al., 2001; Algorri et al., 2021).

Fotodynamicka terapie byla poprvé popsana pted vice nez sto lety, kdy Oscar
Raab, pracujici v laboratofi Hermann von Tapienera v Némecku, u¢inil ndhodny objev —
vystaveni mikroorganismu (Paramecium sp.) svétlu v pfitomnosti akridini a ptibuznych
sloucenin vede k jejich smrti. Kdyz se pozdé&ji zjistilo, Ze kyslik ve vzduchu je také
nezbytny pro tento svétlem zprostiedkovany smrtici ucinek, vznikl termin

“fotodynamicka reakce/akce” (Abrahamse & Hamblin, 2016; Kessel, 2004).

Moderni éra PDT zacala v 70. letech v USA z velké Casti diky usili Dr. Thomase
Doughertyho pracujiciho v Roswell Park Cancer Institute v Buffalu, NY. Prvni PS byla
ve vodé rozpustna smeés porfyrinii nazvana “hematoporfyrinovy derivat” (HpD), pozdéji
znamy jako porfimer sodny (Photofrin®), ktery v roce 1978 Dougherty spole¢né s jeho
spolupracovniky predvedl na prvni sérii pacientli Gspésné léCenych pomoci PDT. Bylo
analyzovano nékolik typti nddort a vSechny z nich vykazovaly slibnou odpovéd’ na 1écbu.
Od té doby bylo provedeno vice nez 283 PDT studii. V Kanad¢ v roce 1993 byl porfimer
sodny (pod obchodnim ndzvem Photofrin®, semi-purifikovana verze HpD) schvaleny pro
1é€bu karcinomu mocového meéchyie. Pozdéji byl porfimer sodny schvalen také v
ostatnich zemich, véetné¢ USA, pro 1é€bu nddort jicnu, dychacich cest a pro 1écbu

Barretova jicnu. Ackoliv je dnes porfimer sodny celosvétove stale nejcastéji pouzivanym
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PS, m4 mnoho zndmych nevyhod zahrnujicich mj. kozni fotosensitivitu, kterd miize
pretrvavat po tydny ¢i mésice, a relativné maly absorpcni pik pii 630 nm, diky ¢emuz je
pii pouziti pon¢kud neefektivni, a to zejména u objemnych nadort, kde je penetrace svétla

tkani problematicka.

Tyto znacné nedostatky vedly k zaméfeni pozornosti na objeveni a vyvoj novych
derivat k 1é¢bé AMD, a roku 2001 temoporfin (Foscan®), chlorin pro 1é¢bu nadort hlavy
a krku (Abrahamse & Hamblin, 2016; Algorri et al., 2021; Celli et al., 2010; Cruess et
al., 2009).

3.3 MECHANISMUS FOTODYNAMICKE TERAPIE

PDT zahrnuje ozéatfeni PS lokalizovaného v nddoru pifi vinové délce, kterd
odpovida hlavnimu absorpénimu pasu PS v oblasti delSich vlnovych délek viditelného
svétla (typicky Cervené svétlo, které je schopno pronikat tkani do vétsi hloubky). Ozateni
PS svétlem vede k absorpci fotonu PS, coz méa za nésledek piechod elektronu ze
zakladniho stavu (So) do energeticky vyssiho, ale nestabilniho singletového excitovaného
stavu (S1). Ve vétsin€ molekul elektron v S; stavu rychle (typicky v fadu nckolika
nanosekund) podléha relaxaci nazpét na So stav PS. V prubéhu jeho pfechodu na So
produkuje teplo a dochazi k emisi fotonu (fluorescence). Nicméné, elektrony v S; stavu
PS obecné vykazuji silnou tendenci podstoupit mezisystémovy prechod, ve kterém je
energie fotonu redistribuovana dvéma neparovymi elektrony se stejnou spinovou

orientaci. Z tohoto nizkoenergetického, ale déle zijiciho tripletového stavu (PS*) mohou

elektrony reagovat s >0, a mohou nastat dva typy fotochemickych reakci (Obr. 1).

Pti reakci typu I reaguje PS* pfimo s molekulou substratu, naptiklad s lipidy v
bunééné membrang, a dochazi k tvorbé volnych radikéld, které po nasledné reakci 3O
produkuji vysoce reaktivni ROS, jako jsou superoxidovy aniontovy radikal
(-02°), hydroxylovy radikal (HO-) a peroxid vodiku (H20), které zptisobuji oxidacni

poskozeni tkani vedouci k 1ézim.

U reakce typu Il reaguje excitovany PS* piimo s >0z za tvorby vysoce reaktivniho
'10,. Silna reaktivita 'O, vi¢i lipidim, nukleovym kyselindm, proteinim a dal$im

biochemickym substratim se odrazi v jeho kratkém biologickém polocase a v malé
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oblasti u¢inku v zivotaschopnych buiikach (Broekgaarden et al., 2015; Prazmo et al.,

2016).
@@ D
@ Typl HPOBH-
@ @ efo Q

«
e Oprava/PFeziti
* Fluorescence Oxidaéni stres
.--¥ Poskozeni bunék x o
Typ il E Buné&éna smrt

Intraceluldarni

Obr. 1 Mechanismus piisobeni fotosensitizujicih latek v PDT. Pfevzato z (Buytaert et al., 2007).

Ob¢ fotochemické reakce, typ I i typ II, probihaji soucasné a jejich pomér zavisi
na nékolika parametrech, pfi¢emz nejdiilezit&jsi je typ pouzitého PS a koncentrace Oz v
okoli. Pro vétsinu PS pouzivanych v PDT ptedstavuje fotochemickéa reakce typu II
dominantni proces (Plaetzer et al., 2009). To je diivodem, pro¢ je 'O, povaZzovén za hlavni
mediator fototoxicity u PDT. Kvantovy vytéZzek tvorby 'O, (®a) je jednou z
excitovaného tripletového stavu (Calzavara-Pinton et al., 2007). Zivotnost 'Oz je diky
jeho reaktivité velmi kratka (v H2O 3,5 ps, v D20 68 ps) a navic se dramaticky sniZzuje na
0,2 ps uvnitt bunék v disledku jeho vysoké reaktivity s biologickymi latkami. Tato rychla
reaktivita a kratka Zzivotnost omezuji jeho distribuci v buiikidch a 1écba PDT je
lokalizovana pouze v misté produkce 'O (v priméru asi 10 nm, coz odpovida tloustce

bunécné membrany) (Ormond & Freeman, 2013).

Samotny -O> neni pfili§ reaktivni v biologickych systémech a neni tedy schopny
vétsiho oxida¢niho poskozeni tkdn€é. MlzZe ovSem podléhat dismutaci, mj. katalyzované
superoxiddismutasami (SOD), za vzniku H>0O,, ktery milZe snadno prochazet
biologickymi membranami. Vzhledem k tomu, Ze poSkozeni H2O2 neni omezeno na jeden
bunéény kompartment, je pomérné vyznamny v procesu poSkozeni bunék. -Oz mize také
redukovat kovové ionty, konkrétng Zelezité ionty (Fe’") na Zeleznaté (Fe®"), které

katalyzuji pteménu H202 na hydroxylovy aniont (OH") a HO". Tato extrémné reaktivni
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oxidacni Cinidla iniciuji fetézec oxidacnich reakei zodpovédnych za poskozeni tkan€.
Tento mechanismus je zndmy jako Fentonova reakce. Kromé toho miize -O™ reagovat s
HO- za vzniku '02 nebo s oxidem dusnatym za vzniku dalsich vysoce reaktivnich forem,

naptiklad peroxinitritu (OONQO") (Castano et al., 2004; Plaetzer et al., 2009).

Reaktivni molekuly napadaji vitalni struktury cilovych bun¢k a vedou k jejich
bunécéné smrti. Obecné jsou znamy tfi hlavni typy bunééné smrti: nekroza, apoptdza a

autofagie, a budou popsany nize (Oniszczuk et al., 2016).

3.4 MECHANISMY BUNECNE SMRTI

Pfi naruSeni rovnovahy mezi vznikem ROS a schopnosti bun€k dosdhnout
detoxikace nebo opravy poskozeni dochazi k vyvolani tzv. oxida¢niho stresu a nasledné
aktivaci mechanismti bunééné smrti. Pochopeni téchto mechanismi se stale rozviji.
Nekroza, apoptoza a autofagie patii stdle mezi nejzndméjsi a nejcastéji probihajici formy
zaniku bunék béhem PDT, ackoliv se v oblasti PDT objevily i terminy jako nekroptoza,
ferroptoza, pyroptéza, parthanatos, nekréza ftizenda zménami mitochondridlni
permeability, na lysozomech zavisld bunééna smrt, bunéna senescence, mitoticka

katastrofa nebo imunogenni buné¢na smrt (Donohoe et al., 2019).

Na molekularni urovni je pfiméa destrukce nadorovych bunék PDT zplsobena
nevratnym fotoposkozenim Zivotn¢ dllezitych subcelularnich cilli, mezi které patii
plazmatickd membrana a membrany mitochondrii, lyzosomil, GA a ER. JelikoZ se vétSina
PS neakumuluje v bunéénych jadrech, md PDT obecné mnohem nizSi potencial
zpisobovat poskozeni DNA, mutace a karcinogenezi ve srovnani s radioterapii a
chemoterapii (napf. alkyla¢ni €inidla). Obecné plati, Ze intracelularni lokalizace PS se
shoduje s primarnim mistem fotoposkozeni. Divodem je, Ze generovany 'O, ma velmi
omezenou schopnost difiize v biologickych systémech (Buytaert et al., 2007). Specifické
cytotoxické reakce jsou zavislé celé¢ fadé¢ podminek, jako jsou vlastnosti a davka

pouzitého PS, zplisob a dadvka ozéfeni a typ 1é¢enych bunck (Yoo & Ha, 2012).

Nekréza (nékdy nazyvana ,ndhodnd bunéénd smrt“) je neregulovand forma
rychlého nekontrolovaného procesu zaniku bunék nasledkem vystaveni zdvaznému a
nevratnému poskozeni. Naproti tomu rizné modality regulované bunéné smrti jsou

velmi komplexni a fizené né€kolika signalnimi drahami, které mohou byt modulovany
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farmakologickymi nebo genetickymi zasahy. K programované bunééné smrti (PCD;
geneticky zakodovand forma) dochdzi za fyziologickych podminek béhem
embryonalniho vyvoje a pfemény tkani. PCD muze ale byt zprostfedkovana také vnéjSimi
faktory vyvoléavajicimi poruchy/poskozeni, které jiz nemohou byt riznymi adaptivnimi a

reparacnimi mechanismy bunky napraveny (Buytaert et al., 2007; Donohoe et al., 2019).

3.4.1 Autofagie

Autofagie je konzervovany intracelularni sebedegradujici proces, ve kterém jsou
bunécné komponenty degradovany lyzosomy, a ktery zajisStuje bunécnou homeostazu
fizenim obratu bunéénych komponent, a to prostfednictvim omezeného mnozstvi vysoce
konzervovanych genti (skupina ATG; z angl. autophagy related genes). Autofagie je
mechanismus pteziti s ochrannymi funkcemi v mnoha bunéénych stresovych podminkéch
(jako je hladovéni, nedostatek ristovych faktorti, ER stres ¢i infekce patogeny)
prostfednictvim schopnosti recyklovat energii. Tento proces zahrnuje degradaci
poskozenych organel a dlouho Zijicich makromolekul, coz je nastrojem pro de novo
syntézy makromolekul jako jsou lipidy, cukry a nukleové kyseliny. Na druhou stranu,

autofagie miize pusobit také jako proces PCD v odpovédi na dlouhodobé stresové

podminky zptsobujici nevratné poskozeni bunky.

Autofagie je regulovéana predevsim piisobenim serinovych/threoninovych kinds —
napt. mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin) a AMPK (z angl. AMP-activated
protein kinase). Oba enzymy jsou schopny detekovat metabolické zmény a regulovat
autofagickou odpovéd’ na zmény metabolismu opa¢nym zpusobem. Apikalni negativni
regulator autofagie (mTOR) je udrZzovan aktivni v pfipad€ vysokého piisunu Zivin jako
inhibitor autofagie a je deaktivovan béhem hladovéni. Naopak aktivace AMPK je nutna,
jakmile je tfeba produkovat novu energii autofagickou cestou (Aredia & Scovassi, 2014;

Liang et al., 2016; Oniszczuk et al., 2016).

Obecné rozliSujeme tfi typy autofagie: makroautofagie, mikroautofagie a
chaperony zprostfedkovand autofagie. Béhem makroautofagie je cytoplazmaticky naklad
dodavan do lyzosomu prostiednictvim vackti s dvojitou membranou, zatimco u
mikroautofagie jsou cytosolické komponenty pfimo vychytavany samotnym lyzosomem
pomoci invaginace lyzosomdlni membrany. Chaperony zprostfedkovand autofagie je

zalozena na translokaci cilovych proteini pfes lyzosomalni membranu v komplexu s
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chaperonovymi proteiny, které jsou rozpoznavany lyzosomalnim membranovym
receptorem asociovanym s lyzosomalnim membranovym proteinem 2A, coz vede k jejich

rozvinuti a nasledné degradaci (Oniszczuk et al., 2016).

Autofagolyzosomalni systém je hlavnim proteolytickym systémem u savcich
bunék. Ackoliv molekuldrni mechanismy, kterymi ROS moduluji autofagii nejsou jesté
plné pochopeny, typ ROS, stupet oxida¢niho poSkozeni a molekularni cile mohou
ovlivnit vysledek PDT. Role autofagie jako faktoru v PDT-indukované bunééné smrti
neni dosud jasna, ale existuje nékolik moznosti pro jeji roli ve fotodynamickém procesu.
Je znamo, ze pro-autofagicky protein Beclin 1 se vaze na Bcl-2. Mnoho PS bézné
pouzivanych ve vyzkumnych a klinickych studiich zptsobuje fotoposkozeni Bcl-2 a
ztrata jeho funkce by tedy mohla vést k iniciaci autofagie. Miize také dojit k autofagické
odpovédi na fotopoSkozeni ER a/nebo mitochondrii ve snaze recyklovat poSkozené

organely (Kessel & Reiners, 2007; Reiners et al., 2010).

3.4.2 Apoptoza

Apoptoza je komplexni fyziologicky proces, ktery urCuje spravné fungovani
organismu eliminaci nezddoucich bunék, aniz by doSlo k naruSeni jejich integrity a
vyvolani zanétu. Poskozené apoptotické drahy hraji roli v patogenezi fady poruch, jako
jsou nadorova a degenerativni onemocnéni. Apoptdza je primarni formou PCD a je

regulovana riznymi bunéénymi a molekularnimi signalnimi drahami.

Typickymi indikatory apoptdzy jsou zmény v bunéfné morfologii, jako je
smr§tovani bunék, tvorba blebli na bunéném povrchu, kondenzace jaderného
chromatinu a fragmentace DNA spousténa faktorem indukujicim apoptdzu (AIF). Proces
apoptozy aktivuje specifickou rodinu protedz znamou jako kaspasy (nazev odvozen od
angl. caspase — cysteinyl aspartate specific protease). Kaspasy zprostiedkovavaji
apoptozu Stépenim Siroké Skaly bunécnych substratii, coz v konecném disledku vede
k rozpadu odumirajicich bunék na apoptotickad téliska a jejich pohlceni sousednimi

bunkami nebo fagocyty.

V zéavislosti na typu bunécnych organel zapojenych do tohoto procesu miizZe
apoptoza probihat podle specifickych drah: receptorovd draha (bunéénd membrana),

mitochondrialni draha (mitochondrie), pseudoreceptorova draha (T bunky, NK buiiky) a
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stresem indukovana sfingomyelin-ceramidova drdha (ER). Spole¢nym prvkem vsech
téchto drah PCD je aktivace kaspasovych kaskad, jejichz aktivace spousti fadu
biochemickych procesti vyvolavajicich apoptézu. Hlavnimi molekuldrnimi mechanismy
apoptozy jsou vnéjsi (receptorova) a vnitini (mitochondridlni) draha (Obr. 2) (Dabrowski

& Arnaut, 2015; Viduyjith et al., 2022; Yoo & Ha, 2012).

Cinnost vné&j§i drahy je zaloZena na membranovych receptorech a ligandech.
Mezi riznymi membranovymi receptory bylo identifikovano nékolik receptorti pro TNF.
Po vazbé liganda smrti (napt. FasL, TNF-a, TRAIL) na pfislusné receptory smrti (Fas,
TNFR1, TRAILR) dochazi k interakci s dalSimi bilkovinami a pienosem signalu
nasledné proteolyticky aktivuje hlavni efektorové kaspasy 3/7 (Buytaert et al., 2007;
Dabrowski & Arnaut, 2015).

Vnitini (mitochondridlni) draha je aktivovdna zvySenim ROS, narusenim
transportu ionti nebo zvysenim koncentrace Ca?" v cytoplazmé. Zasadnim krokem pro
vnitini cestu apoptdzy je nevratna a rozsahld permeabilizace vnéj$i mitochondridlni
membrany (MOMP). Primarni roli mitochondrii v apoptotické signalni draze je regulace
uvolnovani proapoptotickych molekul z mezimembranového prostoru mitochondrii do
cytosolu. Toto uvoliiovani je pozitivné regulovdno proapoptotickymi proteiny z Bcl-2
rodiny jako jsou BAX (z angl. Bcl-2 associated X protein), BAK (z angl. Bcl-2 antagonist
killer 1), BIM (z angl. Bcl-2 interacting mediator of cell death), BID (z angl. BH3
interacting-domain death agonist), PUMA (z angl. p53 upregulated modulator of
apoptosis), a negativné regulovano antiapoptotickymi proteiny Bcl-2 rodiny jako jsou
Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, A1 a MCLI1 (Carneiro & El-Deiry, 2020; Galluzzi et al., 2018).
Jakmile jsou proapoptotické proteiny aktivovany, dochazi k jejich oligomerizaci, inzerci
do mitochondrialni membrany a tvorbé kanalii, prostfednictvim kterych cytochrom c
(klicovy protein elektronového transportniho fetézce mitochondrii) a dal$i proteiny
(Omi/HtrA2, Smac/DIABLO) unikaji do cytosolu. Cytosolicky cytochrom ¢ po vazbé na
Apaf-1 (z angl. apoptotic protease-activating factor 1) a v ptitomnosti ATP/dATP vede
k aktivaci prokaspasy 9 a nasledné tvorbé apoptosomu — heptamerni komplex spoustéjici

......

kaspasy 3/7 (Buytaert et al., 2007; Dabrowski & Arnaut, 2015).
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Obr. 2 Dvé hlavni drahy vedouci k aktivaci efektorovych kaspas. Pfevzato z (Buytaert et al.,
2007).

Aktivace efektorovych kaspas ma za nasledek morfologické a biochemické zmény
typické pro apoptotickou bunécnou smrt, jako jsou internukleosomalni fragmentace

DNA, tvorba membréanovych blebt a smrstovani bunck.

Ackoliv PDT primarn€ aktivuje drahy apoptézy zavislé na kaspaséch,
mechanismy zodpovédné za fotooxida¢ni poSkozeni vyvolavaji také apoptozu na
kaspasach nezéavislou. Ta je zpusobena uvolnovanim AIF a endonukleasy G z
mitochondrii a jejich naslednou translokaci do jadra vedouci piimo k rozsihlé
fragmentaci DNA. Neékolik studii uvadi, Ze PDT muze indukovat uvoliiovani jak
cytochromu c, tak AIF, a je tedy schopna zacilit na rizné buiky. Kaspasou 8
zprostiedkované Stépeni cytosolického proapoptotického proteinu Bid poskytuje
molekularni spojeni mezi vnéj§imi a vnitinimi apoptotickymi cestami (Buytaert et al.,

2007; Yoo & Ha, 2012).
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3.4.3 Nekroza

Nekroéza je rychld a ndhla smrt buiiky postihujici velké frakce bunéénych populaci,
ktera je charakterizovand pyknotickym jadrem, cytoplazmatickym otokem, destrukci
organel a porusenim plazmatické membrany. Tyto zdvazné zmény néasledné vedou
k rozpadu buné¢k, uvolnéni cytoplazmatického obsahu do extracelularniho prostoru a
vyvolani zanétu (Mroz, et al.,, 2011b). Predpokladd se, ze nekrdza je koneCnym
vysledkem bioenergetické katastrofy vyplyvajici z vyCerpani ATP na hodnotu, ktera je
neslucitelna s prezitim bunck (Buytaert et al., 2007).

Zékladni format bunécéné smrti zplsobené PDT piechazi v nekréozu s PS
lokalizovanym v plazmatické membrané a lyzosomech. Biochemicka cesta vedouci k
nekréze po PDT vsak nebyla dosud identifikovana. Hlavni slozkou v propagacéni a
exekuéni fizi této bun&né smrti jsou Ca** a ROS, které vedou k poskozeni lipidd,
proteini a DNA, a zptsobuji tak naruseni bunéénych organel i integrity buniky. Poskozené
a umirajici bunky spoustéji prozanétlivé signalni kaskady, dochazi k aktivnimu
uvolnovani zanétlivych cytokinti a vylévani jejich bunééného obsahu pii 1yze bunky

(Oniszezuk et al., 2016; Vidujith et al., 2022).

Po dvé desetileti byla apoptdza povazovana za standartni formu bunééné smrti
béhem vyvoje, homeostdzy, infekce a patogeneze, zatimco nekrdza byla vétSinou
povazovana za ,,ndhodnou* bun&fnou smrt, kterd se vyskytuje v odpovédi na rizné
fyzikéalné-chemické podnéty. Nedavné genetické dikazy, stejné jako objev chemickych
inhibitori nekrdzy, tento pohled znacné zménily a odhalily existenci vice riznych drah
regulované nekrézy. Regulovand nekroza je definovand jako geneticky kontrolovany
proces bunécné smrti, ktery nakonec vede k uniku bunééného obsahu (Berghe et al.,
2014). Nekréza tedy mize byt dobfe kontrolovana a programovand, a je vysledkem
rozsahlého prenosu signalti mezi biochemickymi a molekularnimi udalostmi na rtiznych
bunéénych urovnich. Apoptéza funguje jako vychozi mechanismus bunééné smrti,
zatimco k nekroze dojde pouze tehdy, pokud selZe aktivace kaspas. Nekroptoza je
programovana forma nekrotické buné¢né smrti, ktera probiha napf. prosttednictvim FasL,

TNF ¢1 TRAIL (Oniszczuk et al., 2016; Vidujith et al., 2022).
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3.4.4 Parthanatos

Parthanatos je forma regulované bunécné smrti fizend hyperaktivaci
poly(ADP-riboso)polymerasy 1 (PARP). Zda se, Ze parthanatos se vyskytuje nejen jako
dasledek vazného alkyla¢niho poSkozeni DNA, ale také jako reakce na oxidacni stres,

hypoxii, hypoglykémii nebo zanétlivé signaly (Galluzzi et al., 2018).

Parthanatos je vyvoldna podnéty, které indukuji poSkozeni DNA, jako je
ultrafialové zareni, alkylacni Cinidla ¢i ROS, které nadmérné aktivuji PARP, kterd je
zapojend do opravy DNA. Tato hyperaktivace PARP indukuje masivni
polyADPribosylaci proteinii, ochuzujici bufiky o NAD™ a ATP a vedouci k energetické
katastrofé. Hyperaktivace PARP navic zvySuje tvorbu poly(ADP-ribosy) (PAR), ktera
indukuje translokaci AIF mitochondrii do jadra, kde vyvolava jadernou fragmentaci

prostfednictvim dosud neznamého mechanismu (Soriano et al., 2017).

AIF je flavoprotein syntetizovany v cytosolu jako prekurzor a poté je importovan
jako zrald forma do mezimembrdnového prostoru mitochondrii, kde reguluje dilezité
mitochondrialni biochemické reakce. Béhem parthanatos dochazi k pfeméné AIF na jeho
rozpustnou formu tAIF a jeji naslednou translokaci do jadra, kde podporuje kondenzaci
chromatinu a degradaci vysokomolekularni DNA prostfednictvim endonukleas a DNAs

(Aredia & Scovassi, 2014).

PARP je nuklearni enzym dileZity pro regulaci bunééné homeostazy a zachovani
genomove stability za fyziologickych podminek. Mezi fadou dalSich moZnych roli je
znamo, ze PARP reguluje genovou expresi a amplifikaci, buné€nou diferenciaci, bunééné
dé€leni, maligni transformaci, replikaci DNA, mitochondridlni funkce a bunécnou smrt.
Podili se na onemocnénich jako jsou mrtvice, infarkt myokardu ¢i Parkinsonova choroba
(PD). Za fyziologickych podminek je PARP dulezity pro opravu DNA, genomickou
stabilitu a transkripci. Pfi patologickych stavech, které¢ zplisobuji zavazny genomicky
stres jako je ischemicko-reperfuzni poskozeni, zanét, infarkt myokardu, glutamétova
excitotoxicita a PD, vede nadmérna aktivace PARP k bunécné smrti (David et al., 2009;
Fatokun et al., 2014). PARPs mohou byt aktivovany n¢kolika stresovymi stimuly, véetné
posSkozeni DNA, a interagovat s vice efektory bunécné smrti. PARP je inaktivovan
kaspasami pouze v ramci apoptotickych drah, zatimco zlstdva aktivni a syntetizuje
vysoké mnozstvi PAR piisobici jako signalni molekuly pro nékteré formy bunééné smrti

(parthanatos, nekroptoza a autofagie).
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Prabéh parthanatos je spojeny s biochemickymi udalostmi rychlé aktivace PARP,
syntézou a akumulaci PAR, mitochondridlni depolarizaci, nuklearni translokaci AIF (k
niz dochéazi casn€) a v pozdni fazi také s moznou aktivaci kaspas, ackoliv ta neni
,povinna" a nelze ji tedy chranit pan-kaspasovymi inhibitory (napfi. bocaspartyl-fmk nebo
Z-VAD-fmk). Tato vlastnost proto odliSuje parthanatos od apoptézy zavislé na
kaspasach, ktera bez ucasti prislusnych kaspas nemutize probihat. DalSich rozdilem od
apoptozy je, ze parthanatos neindukuje tvorbu apoptotickych télisek ani nezptsobuje
drobnou fragmentaci DNA. Parthanatos naopak vyvolava rozsahlou fragmentaci jaderné
DNA. Stejné jako nekrdza, parthanatos zahrnuje ztratu integrity bunééné membrany, ale

na rozdil od nekrézy neni doprovéazena otokem bunék (Fatokun et al., 2014).

3.5 SVETLO, KYSLIK A FOTOSENSITIZERY

3.5.1 Svétlo

Casto pouzivanymi svételnymi zdroji jsou lampy s filtry, diody a fada
luminiscen¢nich a superluminiscen¢nich LED diod ¢i rizné typy laserii. Prvnimi
svételnymi zdroji pouzivanymi v PDT byly nekoherentni svételné zdroje (napf.
konvenc¢ni obloukové lampy), které jsou bezpecné, snadné na pouzivani a levné. Svételné
diody a xenonové lampy jsou nyni bézn€ pouzivanymi zdroji pro dermatologické
aplikace. Nicméné dnes jsou jiz castéji pouzivany spiSe lasery. Ty produkuji
vysokoenergetické monochromatické svétlo specifické vlnové délky s uzkou Sitkou
excitatniho pasma pro konkrétni PS. Laserové svétlo lze zaostfit a prostiednictvim

optického vldkna dodat piimo do cilové tkang.

Idedlni typ svétla pro PDT by mél mit nésledujici vlastnosti: vhodna absorpce PS
pro ziskani vysokého ®a, vysoka penetrace kiZi, a odpovidajici davka ozafeni a jeho
trvani. Vlnové délky pouZivané v PDT jsou v fervené nebo infraCervené oblasti
elektromagnetického zafeni. Penetrace viditelného svétla tkani se zvySuje smérem k
blizké infraCervené (NIR) oblasti. Zatimco svétlo z modré oblasti (400 nm) umoziuje
prinik tkani asi 1 mm, ¢ervené svétlo mize proniknout tkdnémi do hloubky 0,5 az 1 cm,
coz mj. umoznuje osvétleni hloubé€ji ulozenych 1ézi. Aby doslo k fotobiologické reakci,

svétlo musi byt absorbovano PS. To je mozné, pokud vinovéa délka svétla odpovida
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maximu absorp¢niho spektru daného PS (Mahmoud, 2016; Nowis et al., 2005; Ostanska
etal., 2021).

Prinik svétla do nadorové tkané je velmi komplexni, jelikoz svétlo se zde miize
odrazet, rozptylovat nebo absorbovat. Rozsah téchto procesti zavisi na typu tkané a
vlnové délce svétla. Absorpce svétla je zpuisobena piredevsim endogennimi chromofory
vyskytujicimi se ve tkanich, jako je hemoglobin, myoglobin a cytochromy, které¢ mohou
redukovat fotodynamicky proces tim, ze konkuruji PS v procesu absorpce aktivujiciho
zafeni. Absorpce svétla tkanémi klesa s rostouci vinovou délkou, coz znamena, ze delsi
vlnové délky svétla (Cervené svétlo) pronikaji tkani uc€innéji. Oblast mezi 600 a 1200 nm
se proto Casto nazyva “optické okno tkan¢” (Allison & Sibata, 2010; Correia et al., 2021).
Krats$i vinové délky (< 600 nm) maji mensi penetraci tkani (jsou vice absorbovany), coz
ma za nasledek zvySenou kozni fotosensitivitu, pokud v této oblasti absorbuje také PS
ukladajici se v kiizi. Na druhou stranu, delsi vlnové délky (> 850 nm) nemaji dostatek
energie k nasledné excitaci 02 do jeho singletového stavu a k produkei dostate¢ného
mnozstvi ROS. Z toho divodu se je pro PDT nejvhodnéjsi svétlo v rozsahu vinovych
délek cca 600 az 850 nm. Tento rozsah se mj. nazyva “fototerapeutické okno” (Yoon et

al., 2013).

3.5.2 Kiyslik

cey

30, je dalsi klicova slozka PDT. ROS jsou obecné malé, kratce Zijici a vysoce
reaktivni molekuly tvofené netiplnou jedno-elektronovou redukci kysliku. ROS zahrnuyji
kyslikové anionty, volné radikdly a peroxidy. Nizké hladiny ROS jsou normalné
redukovany neenzymatickymi a enzymatickymi antioxida¢nimi ¢inidly jako jsou napf.
glutathion, thioreodoxin, SOD, katalasa a peroxidasy. Vysoké hladiny ROS, které nejsou
detoxikovany témito bunénymi antioxidacnimi systémy vedou ke vzniku oxida¢niho

stresu (Scherz-Shouval & Elazar, 2007).

Oxidacni stres produkovany v pribéhu PDT je zodpovédny za komplexni kaskadu
oxidacnich reakci cilenych na mnoho biomakromolekul jako jsou DNA, lipidy nebo
proteiny. Zbytky proteinovych aminokyselin tyrosinu, tryptofanu, methioninu, histidinu
a cysteinu jsou diky jejich reaktivit¢ nékterymi z hlavnich cili ROS. Oxidace
tyrosinovych zbytkl je zv1aste¢ vyznamna kviili jejich ucasti v intracelularnich signalnich
drahach, a muze vést k tvorbé dityrosinovych dimer. Nenasycené¢ mastné kyseliny z
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bunéénych membran a dalSich intracelularnich membranovych organel (napi. ER),
mohou podléhat reakcim za vzniku hydroperoxida lipidi vedouci ke zménam fluidity a
permeability membran (nebo jejich naruSeni) a zastaveni bunécného cyklu. Také
nukleotidy DNA (zejména guanin) mohou byt oxidovany ROS, coz mlize vést k poruseni
fetézce nebo zesitovani DNA-DNA nebo DNA-proteint, a nasledné k bunécné smrti

(Calzavara-Pinton et al., 2007; Castano et al., 2004; Sakharov et al., 2003).

Koncentrace kysliku se miize vyznamné liSit mezi riznymi nadory, a dokonce 1
mezi riznymi oblastmi stejného nddoru v zavislosti na hustoté jeho cévniho systému.
Monitorovani tkanové oxygenace v pritbéhu i po skonceni PDT je dulezité pro pochopeni
zakladnich fyziologickych mechanismt a svételné dozimetrie. Jeho cilem je (na zaklade¢
zmén v dostupnosti kysliku v prubéhu a po skonéeni ozafeni) predpovédét ucinnost PDT
(Woodhams et al., 2007), kdy zejména u hloubé&;ji lokalizovanych solidnich nadort, které
jsou casto charakterizovany svym anoxickym mikroprostfedim, mize byt nedostatek

kysliku limitujici faktor (Yang et al., 2010).

3.5.3 Fotosensitizéry

PS jsou syntetické nebo piirodni latky vyuzivajici energii absorbovaného svétla
pro tvorbu ROS skrze fotoreakce (L1, et al., 2019a). VétSina PS pouzivanych v nddorové
terapii je zaloZena na tetrapyrrolové struktuie, kterd je podobnd protoporfyrinové
prostetické skupin€¢ nachdzejici se pfirozené v biomelukulach hemu, chlorofylu a

bakteriochlorofylu (Abrahamse & Hamblin, 2016).

Idealni PS pro 1é¢bu solidnich nadord by mél absorbovat svétlo s vysokou
molarni absorpci pii vlnové délce nachéazejici se ve fototerapeutickém okné tkané
(Gierlich et al., 2020). V idedlnim ptipad¢ by m¢l byt PS netoxicky, nemél by generovat
toxické nebo mutagenni katabolity, mé&l by vykazovat nizkou az nulovou toxicitu
v nepiitomnosti svétla, a naopak silnou fototoxicitu v ozarené cilové tkani. Idealni PS by
mél navic byt také komeréné dostupnou, chemicky Cistou a fotostabilni slouc¢eninou, s
vysokym ®@r, mit vysokou ucinnost produkce ROS, dobrou selektivitu vii¢i nadorovym
bunikam, absorbovat pii vinovych délkach s hlubsi penetraci do tkani. Déle by se mél
rychle eliminovat z organismu a poskytovat vice cest pro podani (ordlni, intravendzni,

intratumoralni nebo inhalac¢ni) (Huang et al., 2008; Weijer et al., 2015).
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Mnoho PS pouzivanych v PDT jsou porfyriny nebo jejich redukované derivaty
jako jsou chloriny, bakteriochloriny a benzoporfyriny, jejichz zéklad tvoii tetrapyrolovy
makrocyklus nachdzejici se také v hemové skupiné u hemoglobinu a v chlorofylech
(Obr. 3). Tyto molekuly vykazuji silnou absorpci okolo 400 nm (Soretiiv pas) a slabsi
absorp¢ni pasma mezi 500 a 800 nm (Q pasy) (Yano et al., 2011). Mezi dal$i nejéastéji
pouzivané PS patii ftalocyaniny (Pc), PS druhé generace podobné porfyriniim sestavajici
ze Ctyt isoindolovych jednotek spojenych azamethinovym mistkem. Maji vynikajici
nejen. fotofyzikdlni a fotochemické vlastnosti: jednoduchou syntézu a moznost
modifikace za ucelem zmény hydrofility, vysokou fotostabilitu i chemickou stabilitu,
silnou absorpce pti dlouhych vinovych délkach (650-750 nm) a vysoky @4 (Calixto et al.,
2016; Yano et al., 2011). S vhodnym centrdlnim atomem, jako je zinek, hlinik nebo
kiemik, vykazuje Pc mnoho dal$ich optimalnich vlastnosti, které spliuji vySe uvedené
pozadavky idealniho PS. Nicméné Pc maji dva hlavni nedostatky: nizkou rozpustnost ve
vod¢ a tendenci k agregaci. VétSina nesubstituovanych Pc je Spatné rozpustna ve vodé¢ a
béznych organickych rozpoustédlech. Agregace pak vede ke ztraté¢ PDT aktivity a
fluorescence. Zpiisob, jak piekonat tyto nedostatky, spocivd v modifikaci struktury,
pouzitim vhodného transportniho systému nebo pfiddnim vhodného kosolventu ke

snizeni agregace (Jiang et al., 2014).
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Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin Ftalocyanin

Obr. 3 Zakladni struktury fotosensitizérd. Pfevzato z (Ormond & Freeman, 2013).

K PS takzvané prvni generace se fadi HpD a jeho purifikovanad a komeréné
dostupna verze porfimer sodny (Photofrin®), které se vyskytuji jako komplexni smés
monomernich, dimernich a oligomernich struktur. Porfimer sodny absorbuje svétlo slabé
pii 630 nm, a také efektivni pronikani svétla o této vlnové délce do tkané je malé

(2 - 3 mm), coz limituje aplikovatelnost piedevS§im na povrchové nadory. Jeho dlouho
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trvajici kozni fototoxicita pretrvava 6-10 tydnli a béhem tohoto obdobi je zapotiebi se
vyhnout slune¢nimu zafeni a silnému uméelému svétlu. I pies tyto nedostatky poskytuje
porfimer sodny vysoky ®a = 0.89 indikujici efektivni generaci 'O,. Ukézalo se, ze HpD
ma schopnost lokalizovat se primarné v nadorech a v kombinaci s cervenym svétlem
vykazuje vyznamné tumorocidni u€inky. V roce 1976 byla provedena prvni klinicka PDT
s pouzitim HpD u pacientl s karcinomem mocového méchyte a klize. V roce 1993 se jeho
purifikovand frakce porfimer sodny stala prvnim PS schvalenym pro PDT u
recidivujiciho, povrchového papilarniho karcinomu mocového méchyie, a stale patii
mezi nejpouzivanéjsi a nejstudovanéjsi PS (Hamblin, 2020; Ormond & Freeman, 2013;

Triesscheijn et al., 2006).

Vlastnosti nezadouci kozni fotosensitivity, nizkd absorpce v Cervené oblasti
viditelného spektra stejné¢ jako komplexni smési vznikajici béhem syntézy vedly
k zaméfeni se na vylepSeni a nasledny vznik PS druhé generace. V roce 1999 ziskal
schvaleni pro 1é¢bu rakovinnych 1ézi PS druhé generace ALA (Levulan®). Samotna ALA
nema zadny fotosensitivni ucinek, ale jedna se o ptirodni prekurzor v biosyntéze hemu.
Jde o tzv. prolécivo, u kterého dochdzi k enzymatické pfemeéné na PplX, ktery ma
fotosensitivni vlastnosti. Nevyhodou ALA je, Ze je siln€ hydrofilni, a proto tézko pronika
ptes neporusenou kizi, bunééné membrany nebo biologické bariéry, jako je zaludek a
sttevni stény. To vedlo k vyvoji nékolika alkylesterd ALA. MALA (Metvix®) byl
schvalen v Evropské unii (EU) v roce 2001 pro lé¢bu AK a BCC. Mnohem ucinnéjsim
PS se pozdéji stal temoporfin (Foscan®), ktery byl v EU v témZe roce schvalen pro
paliativni 1é¢bu nador@ hlavy a krku. Sulfonovany hydroxyhlinity Pc (Photosens®) se
pouziva v Rusku k 1é¢bé nadort zaludku, kiize, rtd, dutiny ustni a prsu. Nicméné jeho
kozni fototoxicita trva po né€kolik tydn (Bourré et al., 2002; Donohoe et al., 2019;
Ormond & Freeman, 2013; Triesscheijn et al., 2006). Kfemicity ftalocyanin 4 (Pc4) byl
testovan jako topicky aplikovany PS pro riizné kozni malignity a dokonc¢il fazi IA-IIA
klinickych studii pro kozni T-bunéény Non-Hodgkiniv lymfom (Clinical Trials, 2019;
Hamblin, 2020). Tisice pacientt jiz bylo léceno PDT za pouziti PS prvni i druhé generace
u riznych pokrocilych novotvarli a prokéazaly velké zlepSeni kvality jejich Zivota a
prodlouzeni ptfeziti. Navzdory vS§em vyhoddm ma ale PDT i fadu omezeni v 1é€bé nadorti,
zejména diky nizké selektivit¢ PS. Idealni systém podani PS u PDT by mél zajistit
selektivni akumulaci v nddorovych tkanich a dodani terapeutickych koncentraci PS do

cilového mista s malou nebo Zadnou akumulaci v necilenych bunikdch. Nicméné, vétSina
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PS je neselektivné pfijiména v§emi bunécnymi typy, coz je pficinou jejich vyskytu nejen
v nadorovych bunkéch, ale také v bunkach normalnich, zdravych tkani. Tato situace
vedla k vyvoji treti genmerace PS — derivaty PS druhé generace piipojené nebo
inkorporované na rtizné chemické nosi¢e umoziujici jejich cileni, jako jsou sacharidy,
peptidy, lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL), polymery, nanocastice nebo

monoklonélni protilatky (Kamarulzaman et al., 2011; Mokwena et al., 2018).

Samotné PDT nabizi urcitou nddorovou selektivitu a specificitu diky ozafovani
pouze maligni tkan¢€. Navic je znamo, ze PS (zejména amfifilni a lipofilni molekuly) maji
diky jejich interakci s LDL piednostni akumulaci v nddorech, které maji nadmérné
exprimované LDL receptory. Diky tomu, 1ze dosdhnout vyznamnych zlepsSeni 1écby PDT
pomoci strategii cilenych ligandem. Je obecné¢ piijimano, Ze vys$i a specificté;si

akumulace PS v nadoru zvysi destrukci nadoru a zaroven zabrani fotosensitivité kiize.

Cileni ligandem muze zajistit efektivni dodani podaného PS do mikroprostiedi
nadorovych bungk. Po intravendznim podéni je PS konjugovany s ligandem ptitomen v
cirkulaci po pfiméfenou dobu tak, aby byla umoznéna extravazace skrze endotelidlni
fenestrace nadorovych krevnich cév. Po akumulaci je cilici skupina rozpoznana receptory
nadmérné exprimovanymi na povrchu nadorovych bunék, nebo jinych stromalnich
bunék, coz vede k endocytdzou zprostredkované internalizaci PS. Po fuzi ciliciho ligandu
a/nebo nosice pro dodani lé¢iva dochazi k destabilizaci endosomil a PS se uvoliiuje do
cytosolu s naslednou redistribuci do dalSich organel. Nicméné PS muze ziistat zachyceny
v endolysosomdlnim kompartmentu aZ do doby ozareni. Po urcitém case (DLI), ktery
typicky odpovida dobé umoziiujici nejvyssi nadorovou akumulaci, je provedeno ozareni

nadoru (Gierlich et al., 2020).

3.6 VYHODY A OMEZENI

PDT ma né¢kolik vyhod oproti konven¢nim piistupim k 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Prvni generace PS zplsobuje zvysenou fotosensitivitu kize. Pti spravném
pouzivani v§ak PDT nema zadné dlouhodobé vedlejsi ucinky. Je také mén¢ invazivni nez
chirurgické zakroky a lze ji provadét ambulantné. Kromé samotného nadoru mtize PDT
zniCit také s nim spojeny cévni systém, coz vyrazné piispiva k destrukci nddoru. PDT
muze byt aplikovana pfimo a ptfesné v cilové tkani diky jeji dudlni selektivité: pfirozena
vlastnost nékterych PS akumulovat se pfednostné v nadorové tkani a ozareni svétlem
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aplikované vyhradné v cilové tkdni. Kromé& vyse zminéného 1ze PDT opakovat nékolikrat
ve stejném umisténi, na rozdil od radioterapie, po zhojeni zanechava pouze malé nebo

zadné jizvy a je obvykle levnéjs$i nez ostatni terapie nadorovych onemocnéni.

Stejné jako jiné terapeutické piistupy ma i1 PDT wur€itd omezeni. K
fotodynamickému efektu dochazi selektivné v ozatfované oblasti, coz velmi ztézuje jeho
pouziti u rozsahlych metastaz pti aktualné dostupnych technologickych ptistupt. Pro
vytvoreni fotodynamického efektu je rozhodujici tkanova oxygenace, coz znamena, ze
nadory obklopené nekrotickou tkani nebo hustou nadorovou hmotou mohou vést k
neucinné PDT. Hluboké nadory (Spatné dostupné bez chirurgického zakroku) mohou byt
obtizné 1éc¢itelné kvili nizké penetraci viditelného svétla do tkané, a proto je presnost

vvvvvv

(Calixto et al., 2016; Correia et al., 2021; Rocha, 2015).

3.7 UCINKY PDT NA NADORY

Byly identifikovany tii odliSné (ale vzajemné souvisejici) mechanismy, které
ptispivaji k pozorovatelnému zmenseni (a Castému vymizeni) nddord pii 1lécbé PDT.
V prvnim piipadé mize ROS tvorené béhem PDT =zabijet nddorové builky piimo
apoptdzou a/nebo nekrézou. PDT také poskozuje cévni systém spojeny s nadorem, coz
vede k tkanovému nedostatku kysliku a Zivin a nasledné smrti nddorovych bunék. A
v poslednim pfipadé mize PDT aktivovat imunitni odpovéd’ proti nadorovym buikam.
Tyto tf1i mechanismy se vzajemné ovliviiuji a kombinace vSech téchto sloZek je nezbytna
pro optimalni dlouhodobé vylé€eni nadorli, zejména nadorli schopnych metastdzovat

(Castano et al., 2005; Yoo & Ha, 2012).

3.7.1 Vliv na nadorové bunky

PDT je schopna do urcité miry eliminovat nadorové buiky pfimo a snizit pocet
klonogennich nddorovych bunék. Bylo publikovano, ze béhem PDT mtize dochazet az k
ptiblizn€é 72% snizeni poctu klonogennich bun€k bezprosttedné po ozareni. Smrt
nadorovych bunék se zda byt kineticky proces, protoze pocet klonogennich bunék dale
klesa jako funkce ¢asu po PDT. PDT indukuje zaroven apoptozu, nekrézu 1 autofagii na

cilovych néadorovych buiikach. Jednotlivé mechanismy bunéné smrti se mohou
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v ozafované tkani v rizném poméru vyskytovat soucasné v zavislosti na typu a davce PS
a v zavislosti na poskozenych bunéénych organelach, coz je dano intracelularni lokalizaci
PS (Buytaert et al., 2007; Gunaydin et al., 2021). Pfimy cytotoxicky uc¢inek na nadorové
buniky miize byt podpoten protokoly s dlouhou DLI (> 24 h), aby se umoznila selektivni
akumulace PS v nadorovych buiikdch vzhledem k okolnimu prostfedi zdravé tkan¢ a

cévnimu systému, coz prispiva ke zvysSeni selektivity 1écby (Castano et al., 2005).

3.7.2 Vliv na cévni systém

Krom¢ oxidativniho poSkozeni nadorovych buiiek vede aplikace PDT casto k
destrukci nadorové mikrovaskulatury, coz vede k preruseni dodavky kysliku a zivin, a
nasledn¢ pak ke smrti naddorovych bunék (Abels, 2004). Zakladni mechanismy
vaskularnich G¢inkdt PDT se u riiznych PS znacné 1i8i. PDT zpisobuje konstrikci cév,
propustnost cév pro makromolekularni latky, adhezi leukocyti a nasledné vznik trombu.
Vsechny tyto ucinky souvisi s aktivaci krevnich desti¢ek, uvoliovanim tromboxanu a
poskozenim vaskularniho endotelu. PDT muize také prostfednictvim inhibice vzniku nebo

uvolnovani oxidu dusnatého endotelem vyvolédvat konstrukei cév (Castano et al., 2005).

Tyto zmény v cévnim systému mohou zpiisobit jak pozitivni, tak negativni ti¢inky.
Na jedné stran¢ muze takové poSkozeni cévniho systému nddoru vést k tkanové hypoxii,
nedostatku Zivin a pfipadnému hladovéni a smrti nddorovych bun&k. Na strané¢ druhé
mohou buiiky v hypoxickém stavu stimulovat vylu€ovani proangiogennich faktorti jako

je VEGF (vaskularni endotelialni riistovy faktor) a spoustet angiogenezi.

Selektivnim zacilenim na existujici krevni cévy a/nebo inhibici tvorby novych
krevnich cév lze proto dosdhnout vysoké léCebné ucinnosti. V poslednich letech se
vaskularné cilené PDT dostalo znacné pozornosti kvili jejimu potencidlnimu pokroku v
1é¢bé nadord, coz dale stimuluje klinicky vyvoj PS cilenych na cévy (Gunaydin et al.,

2021; Wang et al., 2013).

Fotodynamicka terapie cilena na cévy (VTP) je charakterizovana velmi kratkym
DLI, typicky 0-30 minut po injekci PS, ktery by mél mit rychlou clearance, a tudiz by
mohl mit minimdalni selektivitu vii¢i nddorovym bunikdm. Pfi tomto unikatnim ptistupu

dochézi k ozafovani cileného mista svétlem, zatimco PS stale cirkuluje v cévnim sytému
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a zpusobuji tak wvaskularni poSkozeni prostiednictvim drah zprostfedkovanych

LDL-receptory a vedou k tromboéze a okluzi cév.

I kdyz mnoho PS vykazuje selektivitu vii¢i nadorovym buiikdm a jsou idealni pro
bunécnou-PDT, VTP je stale rostoucim ptedmétem zajmu. VTP byla primarné pouzivana
pro 1écbu neovaskularnich 1€zi (napt. AMD) a koznich kapilarnich malformaci (napf.
nevus  flammeus).  V posledni dobé byla VTP  zprosttedkovana  také
Pd-bakteriochlorofylovymi derivaty (napf. padaporfin znimy jako Tookad®, a
padeliporfin — WST11, Tookad® Soluble) zkoumana pro kurativni nebo paliativni 1é¢bu
solidnich nadort (pfikladem je rakovina prostaty a ledvin) cilenim na cévni systém

nadoru (Betrouni et al., 2011; Huang et al., 2008).

3.7.3 Vliv na imunitni systém

Ideélni naddorova terapie by méla zplisobovat lokalni regresi a eradikaci nadoru,
stejné jako navozeni systémové protinddorové imunity, kterd by mohla G¢inné eradikovat
1 vzdalené metastazy bez toxicity pro normalni zdravé tkané. Protinadorova imunitni
odpovéd, ktera je spusténa formou sterilniho zanétu, ptredstavuje dilezity proces pii
post-PDT odstranéni 1écené malignity. Né&kolik rtiznych studii na mySich ukézaly, ze
aktivace imunitniho sytému po PDT je nezbytna pro uplnou eradikaci nadoru. Smrt
nadorovych bungk, ke které dochazi ptimo v disledku fotochemického poSkozeni nebo
v disledku hypoxie/anoxie a hyponutrice zprosttedkované vaskularnim pferusenim, je

kli¢ovou prekurzorovou udalosti pro protinddorovou imunitni odpovéd'.

PDT-1éc¢ené nadorové buinky umiraji v diisledku nékterého z typ bunécné smrti,
jako jsou nekrdza, apoptdza, nekroptdza €i autofagie. Ve vSech rezimech bunécné smrti
se uvolnuji intracelularni molekuly, které po svém uvolnéni ptsobi jako DAMPs (z ang].
damage-associated molecular patterns). DAMPs jsou intracelularni molekuly normélné
,skryté“ v zivych bunkach, které maji odliSné vlastnosti. Pfedpoklada se, ze DAMPs
zprostfedkovavaji moznou imunogenicitu umirajicich bunck. Uvolnéné molekuly
obsahuji také snadorem spojené antigeny (TAAs), které jsou jinak chranény pted
rozpoznanim imunitnimi bunikami, a proto jsou az do uvolnéni neimunogenni. V souladu
s tim, extracelularni DAMPs a TAAs upozoriiuji buiiky vrozené¢ho a adaptivniho
imunitniho systému na bliZici se zanik buiiky a na pfitomnost maligni tkan¢ a nasledné

pak spoustéji sterilni imunitni odpovéd’ cilenou na odstranéni nddoru lé¢ené¢ho PDT.
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Hlavni vyhodou onkoimunologickych drah spousténych béhem PDT 1é¢by je, ze
tyto drahy mohou vyvolat protinddorovou imunitni odpovéd’ zprosttedkovanou antigen-
specifickymi T-lymfocyty i1 proti vzdalenym nadorovym bunkam, které nebyly vystaveny

PDT (Broekgaarden et al., 2015; Mroz, et al., 2011a).

3.8 FOTODYNAMICKA TERAPIE V KLINICKE PRAXI

Klinické vyuziti PDT v terapii se datuje zhruba pted 40 lety, ale pokrok védy v
této metod¢ predbehl pokrok v jejich klinickych aplikaci. V mnoha literaturach byla
prokazana ucinnost PDT u koZnich malignit jako slibna 1écebnd metoda a v nékterych
ptipadech, naptiklad u rakoviny plic, jako adjuvantni a paliativni metoda. Ackoli se zda,
ze navrhovéani metod k piekonani omezeni, jako je fotosensitivita, Spatna penetrace svétla,
nizkd selektivita k nadorovym bunkam a systémova toxicita, je ucinné¢ z hlediska
ucinnosti PDT, tak pro rozSifenéjSi aplikace je zapotiebi vice randomizovanych

klinickych studii (Sobhani & Samadani, 2021).

Klinickd PDT je provadéna ve dvou krocich: 1) Aplikace. PS je podavan
systémove¢ (intravendzné/oraln¢) nebo topicky. Cilem je, aby se PS nasledné lokalizoval
v cilové 1ézi ve vySsi koncentraci nez v normalni tkani. 2) Ozateni. Svétlo je sméfovano
na cilovou oblast tkdné/léze. Dozimetrie svétla predstavuje dilleZitou problematiku,
kterou musi lékat nebo klinicky (Iékatsky) fyzik zvladnout. Mezi poddnim a ozafenim
musi byt obdobi, které umozni distribuci a lokalizaci PS v bunkach/tkanich cilové 1éze

(DLI).

PDT lze pouzit i v rdmci multidisciplinarniho ptistupu. Muze byt zaclenéna do
schématu kombinované terapie, kterd ma byt pouzita v pftimé kombinaci nebo az nasledné
po chemoterapii ¢i operaci. V urcitych piipadech mize byt pouzita jako neoadjuvantni
terapie ke zmenSeni nadoru pfed chirurgickym zakrokem. Také muze byt pouzita v
Casném stadiu nékolika typli novotvarli, a v neposledni fad¢ 1ze PDT pouzit u lokéalné
pokrocilych stadii mnoha typl nadorti za ucelem zmirnéni symptomil (Moghissi et al.,

2015).

Mezi Ctyfi nejcastéji klinicky pouzivané PS patii HpD, porfimer sodny, kyselina
S-aminolevulinova (ALA), ktera je prekurzorem mitochondrialn¢ produkovaného PS

protoporfyrinu IX (PpIX), a temoporfin. VSechny tyto PS spojuje znac¢né tiroven kozni
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fototoxicity, kterd je zptisobena dlouho trvajici eliminaci z tkani po systémovém podani

a rozsahlou retenci PS v kazi (Weijer et al., 2015).

Hlavnim cilem PDT je selektivni destrukce cilové tkan€. Tento koncept byl
aplikovan v riznych terapeutickych oblastech v¢etné onkologie, kde terapeutické cile
aplikaci PDT je lé¢ba nemelanomovych koznich nadorid, jako jsou bazocelularni
karcinom (BCC) nebo spinocelularni karcinom (SCC), a prekancerézni léze jako
aktinickd keratdza (AK) (Ibbotson, 2010). ALA (Levulan®), methylester ALA
(Metvixia®) a hydrochlorid ALA (Ameluz®) jsou bézné pouzivanymi PS pro PDT AK
(Sobhani & Samadani, 2021). Pro zadvazna o¢ni onemocnéni jako je AMD a myopicka
choroidadlni neovaskularizace je v soucasnosti pouzivan klinicky schvaleny PS
verteporfin (Visudyne®). Porfimer sodny (Photofrin®) byl prvnim PS schvéalenym pro
klinické pouziti u PDT pro 1écbu naddort mocového méchyte, a pozdé€ji také pro 1écbu
nador plic, jicnu, zaludku, délozniho ¢ipku, stejné jako pro cervikélni dysplazie. DalSim
PS, ktery ziskal schvaleni byl temoporfin (Foscan® ¢&i Foslip®), Siroce pouzivan k 16¢bé
pokrocilého SCC hlavy a krku a je také studovany pro 1é¢bu nadora prsu, slinivky biisni
a prostaty. Talaporfin (Laserphyrin®), byl schvalen v Japonsku pro 1é¢bu nadort plic, ale
byl také pouzivan u pacientli s casnym stadiem nddort hlavy a krku a prochézi fazi 11
klinickych studii pro 1é¢bu kolorektalnich novotvara a jaternich metastaz. Existuji také
dalsi 1éciva schvalena pro PDT, naptiklad pro 1écbu koZzniho T-bunééného lymfomu

(SGX301) a rakoviny zlucovych cest (LUZ11) (dos Santos et al., 2019).
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Stanoveni fotodynamické aktivity novych fotosensitizérti ze skupiny ftalocyanint
a jejich aza-analogli. Stanoveni toxicity in vitro po expozici aktivujicimu zafeni a
vlastni toxicity PS v absenci svételného zareni. Hodnoceni toxicity primarné na
lidské nadorové linii karcinomu d€lozniho Cipku (HeLa), ale i na dalSich

nadorovych a nenadorovych bunéénych liniich.
Stanovit rychlost prostupu (¢asovy profil) studovanych latek do bunék.

Ur¢it primarni cil lokalizace PS v buitkach pomoci fluorescencnich sond
specifickych pro jednotlivé bunééné organely metodou fluorescencni nebo

konfokalni mikroskopie.

Charakterizovat zmény v bunéné morfologii metodami svételné, fluorescencni a

konfokalni mikroskopie.

Stanovit typ bunécné smrti vyvolany fotodynamickou reakci a monitorovani

zaniku bunék v realném case.

Porovnat vlastnosti studovanych latek mezi sebou a objasnit vliv struktury,

periferni substituce a naboje na fotodynamickou aktivitu.

Oveftit vliv pH, vazby na sérové proteiny, interakce s membranami, rozdili
v lokalizaci a nasledné relokalizace po ozéfeni na fotodynamickou u¢innost téchto

latek.
Porovnat Gi¢innost novych PS s vybranymi klinicky pouZzivanymi PS.

U vybranych latek odhalit dilezité faktory, které mohou ovlivnit jejich pouziti pii

svétlem spousténém uvolnovani latek z liposom1.



5 KOMENTARE K PRACIM



Tato disertatni prace je predkladana jako komentovany soubor Ctyf praci.
Vsechny tyto prace byly publikovany v mezinarodnich impaktovanych casopisech.
Uvedené publikace jsou ptivodni experimentalni prace zaméiené na syntézu a hodnoceni
fotodynamické aktivity originalnich fotosensitizéri na bazi ftalocyanini a jejich
dusikatych analogli, azaftalocyaninti (AzaPc), ve fotodynamické terapii nadorovych

onemocnéni.



5.1 VLIV

NABOJE U KATIONICKYCH A ANIONICKYCH

FTALOCYANINU NA JEJICH FOTODYNAMICKY UCINEK

Kollar J, Machaéek M, Halaskova M, Lenco J, Kucera R, Demuth J, Rohlickova

M, Hasonova K, Miletin M, Novakova V, Zimc¢ik P. Cationic versus Anionic

Phthalocyanines for Photodynamic Therapy: What a Difference the Charge Makes.
Journal of Medicinal Chemistry. 2020; vol. 63, s. 7616-7632.

Tato studie byla zaméfena na fadu kationickych a anionickych Pc vhodnych pro

PDT a zkoumala jejich fotofyzikalni, fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti. Cilem

této prace bylo nalézt parametry a faktory, které mohou vysvétlit podstatny rozdil v

aktivité¢ mezi Pc nesoucimi kladné a zaporné naboje na perifernich substituentech. Do

studie bylo zahrnuto deset riiznych zinec¢natych Pc rozdélenych do c¢tyt skupin, a to

anionické hydrofilni (1-3), kationické hydrofilni (4-6), anionické amfifilni (7 a 8) a

kationické amfifilni (9 a 10) (viz Obr. 4).
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Obr. 4 Struktury studovanych slou¢enin 1-10. Cervené jsou znadené anionické latky a modie
kationické, pficemz latky 1-6 jsou symetrické hydrofilni derivaty a latky 7-10 jsou nesymetrické

amfifilni derivaty.



Design studovanych sloucenin byl primarné motivovan snahou udrzet hydrofilni
molekuly plné monomerni ve vodnych roztocich, proto byla zvolena substituce
karboxylatovymi funk¢nimi skupinami nebo kvarternimi aminoskupinami, které¢ Pc plné
monomerizuji (Choi et al., 2004; Makhseed et al., 2013). VSechny hydrofilni slou¢eniny
(1-6) a anionické amfifilni Pc (7, 8) byly pIn€ rozpustné ve vodé¢ a PBS i pfi vysokych
koncentracich (> 1 mM). Na druhou stranu, u amfifilnich kationickych Pc 9 a 10 byla
pozorovana mnohem niz8i rozpustnost (~100 uM) a dochazelo k jejich precipitaci

v kultivaénim médiu nad touto koncentraci.

Absorpéni spektra vSech studovanych derivati (Obr. 5) v DMF byla typicka pro
monomerni stav Pc, s intenzivnim Q-pasem mezi 670-690 nm a B-pasem pftiblizné
v oblasti 350-370 nm. ZvySena polarita a iontova sila v prostfedi PBS vyvolala agregaci

u vSech amfifilnich sloucenin (7-10), zatimco u vSech hydrofilnich Pc (1-6) byl v PBS
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Obr. 5 Absorpéni spektra 1-10 v DMF a v PBS o koncentraci 1 uM.

In vitro experimenty byly provadény na bunécénych liniich HeLa, MCF-7 a
HCT-116 a vyssi fotodynamickou aktivitu vykazovaly kationické Pc na vSech bunéénych
liniich (ECso ~ 3-50 nM) v porovnani s anionickymi Pc (ECsp ~ 0.3 — 10 uM). Hlavnimi

faktory pfispivajicimi k obecné niZsi fotodynamické aktivité anionickych Pc byly nizké

pH prostfedi a vazba na sérové proteiny (pifedevsim sérovy albumin).

Néboj u anionickych sloucenin neni stabilni a pfi nizSich hodnotach pH mohou
karboxylatové skupiny ztracet naboj (asociace protonu — vodikového kationtu), ktery je

zodpoveédny za monomerizaci molekul repulznimi silami. Ukazalo se, Ze pfi pH 5, které
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je typické pro lyzosomalni prostiedi, jsou vSechny anionické Pc agregovany, coz vede k
podstatnému snizenim fotodynamické aktivity bez ohledu na to, zda jsou navazany na
bovinni sérovy albumin (BSA) ¢i ne. Tato skutecnost byla potvrzena také slabym
fluorescen¢nim signalem v lyzosomech, ktery se podstatné zvysil po jejich prasknuti a
zvySeni pH v disledku zmény prostiedi. Naopak, kationické derivaty, které maji stabilni

naboj (kvaternizované aminoskupiny), nebyly zménou pH vyznamné ovlivnény.

Velmi dualezity vliv na aktivitu testovanych Pc méla také vazba na BSA. Silna
vazba s vysokymi hodnotami asocia¢ni konstanty byla pozorovédna primarné¢ u
anionickych hydrofilnich derivati 1-3 a mirné slabsi vazbu vykazovaly také anionické
amfifilni derivaty 7 a 8. U kationickych derivati 4-6 nebyla pozorovana zadna interakce
s BSA au amfifilnich kationickych derivati 9 a 10 byla jen velmi slaba. Navic, kationické
amfifilni derivaty 9 a 10 maji za biologickych podminek mnohem vétsi preferenci
lokalizovat se pfednostné v biomembranach nez v BSA, coZ bylo potvrzeno pozorovanim
jejich signalu v bunkach, kdy se tyto derivaty po prasknuti lyzosomil relokalizovaly na
membrany. Naproti tomu, po uvolnéni z lyzosomil byl signal anionickych amfifilnich
derivatl 7 a 8 detekovan voln¢ v cytoplazmé. Po rychlém uvolnéni kationickych derivati
z lyzosomt dochézelo k jejich relokalizaci do cytoplazmy a poskozeni dalSich organel.
Tento proces zacal ve velmi kratkém Case po zahéjeni ozafovéani. Na zakladé ziskanych
hodnot ECsp se tento efekt zda byt vyraznéjsi u hydrofilnich sloucenin (4-6), které¢ jsou
po uvolnéni z lyzosomi rozptyleny v cytoplazmé ('O, miiZze snadno poskodit vsechny
organely v okoli), zatimco u amfifilnich latek 9 a 10 lokalizovanych primarné¢ ve zbytcich
membranovych struktur je po§kozeni zptisobené produkei 'O, lokalizovano piedevsim na

membrany.

Morfologické zmény a pokles poctu zivych bun€k byly snadno detekovany pii
vys$i davee PS odpovidajici ICgs (Obr. 6). Kationické slouc¢eniny indukovaly kondenzaci
jaderného chromatinu a pyknézu v mrtvych butikach, slabym fluorescencnim signalem
mikrofilament a difuznim, stéZi detekovatelnym signdlem mitochondrii (sonda
MitoTracker), coZ naznacuje rychlou bunéénou smrt jakou je nekroza. Na druhou stranu,
anionické slouceniny indukovaly rizné fenotypy mrtvych bun€k obsahujicich
fragmentaci jadra nebo pykndzu, depolymerovand nebo reorganizovand mikrofilamenta
a zmény v morfologii mitochondrii (difuzniho signalu sondy MitoTracker nebo zkracené
a zaoblené mitochondrie). To naznacuje pomalejsi smrt buiiky s probihajicimi bunéénymi

procesy, pravdépodobné apoptozou.
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Obr. 6 Morfologické zmé&ny bunék 24 h po ozafeni (A > 570 nm, 11.2 J cm™2) po inkubaci s
amfifilni anionickou 8 a amfifilni kationickou 10 o koncentracich odpovidajicich ECisa ECss.
Modra — jadra, Cervena — mitochondrie, zelena — F-aktin (mikrofilamenta). Méfitko odpovida
50 pm.

Vysledky této studie na sérii deseti sloucenin nesoucich kladné¢ nebo zaporné
naboje rizné rozmisténé na periferit makrocyklu potvrdily ocekavany rozdil mezi
anionickymi a kationickymi (Aza)Pc z hlediska jejich fotodynamické aktivity na
buiikach. Bylo potvrzeno, Ze niz8i pH v endolyzosomalnim kompartmentu a vazba na
albumin jsou zodpovédné za vyrazné nizsi fotodynamickou aktivitu anionickych derivati,

zejména hydrofilnich.
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5.2 PERIFERNE SUBSTITUOVANE KATIONICKE
FTALOCYANINY JAKO UCINNE FOTOSENSITIZERY

Halaskova M, Rahali A, Almeida-Marrero V, Machacek M, Kucera R, Jamoussi
B, Torres T, Novakova V, de la Escosura A, Zim¢ik P. Peripherally Crowded Cationic
Phthalocyanines as Efficient Photosensitizers for Photodynamic Therapy. ACS
Medicinal Chemistry Letters. 2021; vol. 12, s. 502-507.

Hlavni motivaci tohoto projektu bylo zhodnoceni, jak je rigidita perifernich
substituentl zdsadni pro dosaZeni vysoké uc¢innosti PDT. Za timto G¢elem byly navrzeny
a syntetizovany perifern¢ substituované Pc 11, 12, 13, 14 (viz Obr. 7) obsahujici 8 nebo

16 pyridylovych zbytkid (neutralni nebo kvarternizované).

Obr. 7 Struktury zkoumanych periferné substituovanych zine¢natych Pc 11-14.

Kvaternizované kationické derivaty 13 a 14 ve vod¢ viibec neagregovaly a nejen
ze si zachovaly své dobré fotofyzikdlni vlastnosti, ale byly schopné vysoké
fotodynamické aktivity na bunécnych liniich HeLa, MCF-7 a EA.hy926 s velmi nizkymi
hodnotami ECso. Oba Pc vykazovaly nejvétsi aktivitu prott MCF-7 buiikdm s hodnotami
ECso ~ 49 nM po aktivaci svétlem. Soucasné si zachovaly nizkou toxicitu bez ozareni

(TCso > 600 uM) poskytujici tak velmi dobré fototerapeutické indexy (TCso/ECso)
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1409 a 5691 (pro 13 a 14). U nekvaternizovanych derivati 11 a 12 dochézelo k precipitaci
nad 1 pM v kultivaénim médiu bez jakékoli detekovatelné toxicity viici HeLa buitkdm
jak v pfitomnosti, tak v neptitomnosti svétla. Toto chovani je disledkem jejich zvysené
tendence k agregaci ve vodnych roztocich, a proto tyto sloucCeniny nebyly dale

hodnoceny.

Primarnim mistem lokalizace PS v buiikach jsou lyzosomalni vacky. Bohuzel, u
obou sloucenin (13 i 14) dochazi béhem fotoaktivace v buiikach k jejich rychlému zhaSeni
a spolecné s jejich pomérné rychlou relokalizaci do cytoplazmy tak neni jejich detekce v
jejich primérni subcelularni lokalizaci (endosomy a lyzosomy) snadna. Soucasn¢ tato
rapidni relokalizace vede k oxidacnimu posSkozeni i ostatnich bunéénych komponent
kaspas 8 a 9 a soucasné¢ i exekucnich kaspas 3/7 nésledkem enzymového Sté€peni pro-
kaspas. Hodnoceni kaspasové aktivity bylo zaloZeno na méteni luminisce¢nich signala v

casech 1, 4 a 24 h po fotodynamické aktivaci PS (Obr. 8).
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Obr. 8 Aktivita kaspas 3/7 (zelend), 8 (Cervena) a 9 (modra) pro 14 v riiznych Casech po ozareni.

Vysledky in vitro experimentil ukazaly, Ze hlavni cestou zaniku bunck je
apoptoza, ktera je néasledovana sekundarni nekroézou na rozdil od situace in vivo, kde
signadly na povrchu apoptotickych bunék podporuji jejich vychytavani fagocyty
prostfednictvim fagocytézy a soucasné tak indukuji protizanétlivou odpoveéd’ (Sachet,
2017). Monitorovani zaniku bun¢k v redlném ¢ase bylo umoZnéno pouzitim annexin V
luciferasovych fznich proteini a fluorescenéni sondy s afinitou k DNA. Expozice
fosfatidylserinu na vné&j$i stranu cytoplazmatické membrany byla detekovana jako
zvySeni luminiscen¢niho signdlu a zacala ihned po ozafeni. V disledku ztraty integrity

membran (cytoplazmatické 1 jaderné), kterd je typicka pro pozdni stadia apoptozy in vitro
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(sekundarni nekrdza) nebo nekrotickou bunécnou smrt, dochazi ke zvyseni fluorescence.
Zpozdéni narGstu signalu fluorescence umoznuje rozliSeni mezi apoptézou
(nésledovanou sekundarni nekrézou — pozorovanou jako vyrazné zpozdéni) a primarni
nekréozou pozorovanou jako kratké nebo chybéjici zpozdéni nartstu fluorescence
(Kupcho et al., 2019). Ob¢ studované slou¢eniny zptisobovaly po fotodynamické aktivaci
jak indukci apoptdzy, tak 1 znamky sekundarni nekrézy. Pti nizs$i ddvce Pc byl nartst
fluorescence detekovan 9 h po aktivaci svétlem, zatimco vyssi davky Pc vedly k nartistu

jiz béhem 3,5 h po aktivaci diky rozsahlému a rychlému poskozeni bun¢k (Obr. 9).
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Obr. 9 Detekce bunééné smrti v redlnem ¢ase pomoci Annexinu V (zelend) a DNA-vazebné sondy
(Cervend) pro 14 o koncentracich ECis (a) a ECss (b).

Tato prace potvrdila, Ze rigidni uspofadani objemnych perifernich kationickych
substituentll na aromatickém jadie Pc Gc¢inn€ inhibuje agregaci (nejen v organickych
rozpoustédlech, ale také ve vod¢€), a udrzuje tak molekuly PS vyhradné v
monomolekularnim stavu, ktery je velmi dulezity pro zajiSténi dobrych fotofyzikalnich

vlastnosti a vysoké fotodynamické aktivity.
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5.3 AMFIFILNI KATIONICKE FTALOCYANINY PRO FOTO-
DYNAMICKOU TERAPII NADORU

Halaskovd M, Kostelansky F, Demuth J, Hlboc¢anova I, Miletin M, Zim¢ik P,
Machacek M, Novakova V. Amphiphilic Cationic Phthalocyanines for Photodynamic
Therapy of Cancer. ChemPlusChem. 2022; 87.

Tato prace byla zamétena na studium amfifilnich kationickych Pc kombinujicich
nabité¢ skupiny na hydrofilni ¢asti makrocyklu, zatimco lipofilni ¢ast makrocyklu neni
substituovana, nebo nese alkylsulfanylové skupiny. Jeji cilem bylo syntetizovat tyto
amfifilni nabité Pc navrzené podle nejnovéjsich poznatkli o vztazich mezi strukturou a
aktivitou, studovat jejich fotofyzikalni vlastnosti, porovnat jejich interakci s liposomy,
které jsou povazovany za jednoduchy model biologické membrany, a posoudit jejich

biologickou aktivitu in vitro na riznych bunéénych liniich.

Amfifilniho charakteru cilovych (Aza)Pc 9, 10, 15 a 16 (Obr. 10) bylo dosazeno
substituci nabitymi skupinami pouze jedné ctvrtiny makrocyklu (hydrofilni ¢4st), zatimco
tii ctvrtiny makrocyklu zlstaly nesubstituované, nebo nesou alkylsulfanylové skupiny
(lipofilni ¢ast). Slouceniny 9 a 10 byly zkoumany jiz diive v predchozi studii (viz kapitola
6.1, (Kollar et al., 2020)) a jsou zde pouzity ptfedevsim pro porovnani vlivu substituce —

tato prace byla zaméfena piedevs§im na hlubsi vyzkum zcela novych slou€enin 15 a 16.
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Obr. 10 Struktury zcela novych studovanych sloucenin 15 a 16 v porovnani se slou¢eninami 9 a
10 publikovanymi jiz diive nasi skupinou (Kollar et al., 2020).
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Fotofyzikalni vlastnosti syntetizovanych sloucenin 15 a 16 dobie korespondovaly
s vlastnostmi (Aza)Pc 9 a 10 — sloudeniny vykazovaly vysokou produkci 'O, (PA = 0.38
—0.46 v DMSO) a dobré kvantové vytézky fluorescence (OF = 0.21 — 0.26 v DMSO).
Byl vSak pozorovan vyznamny rozdil v interakci téchto Pc s lipidovymi membranami. Na
rozdil od slouc¢enin 9 a 10, které vstupovaly do lipidové dvojvrstvy téméi okamzité, byla
kinetika vstupu 15 a 16 substituovanych alkylsulfanylovou skupinou pomald. Plné
monomerizace v membran¢ vSak bylo po urcit¢ dobé dosazeno. Studium interakce
s liposomy odhalilo, Zze 1 derivaty s objemnymi substituenty (tercbutylsulfanylovy
substituent) jsou schopny vstupovat do biomembran, a Ize je tedy pouzit v dalSim vyvoji

novych PS.

Pomalejsi interakce s biomembranami neméla zasadni negativni vliv na
fotodynamicky ucinek in vitro. Slouc¢eniny 15 a 16 byly charakterizovany vynikajicimi
hodnotami ECso v rozsahu desitek nM na vSech bunéénych liniich (HeLa, MCF-7 a
HCT-116) a byly tak srovnatelné s hodnotami ECso latek 9 a 10. Slouceniny byly
lokalizovany ptfedevsim v endolyzosomalnim kompartmentu, a diky jejich amfifilnimu
charakteru také v cytoplazmatické membrané. Po ozafeni bun€k doslo k souc¢asnému
(kaspasa 9) drahy. To je zplsobeno bud’ nespecifickou aktivaci proteasami uvolnénymi
z poskozenych lyzosomi, nebo soucasnym vyskytem signald intracelularniho stresu
(endolyzosomalni lokalizace PS) a extracelularnich stresovych signalt (lokalizace PS

v cytoplazmatické membrang) vedoucich k zaniku bunky.

K objasnéni, zda k zaniku bun¢k dochdzi nekrotickou nebo apoptotickou cestou,
bylo stejné¢ jako u piedchozich latek pouzito monitorovani procesu bunééné smrti
vrealném cCase (Obr. 11). Pro ptfesnéjSi rozliSeni mezi témito cestami byly spolu
s (Aza)Pc 15 a 16 hodnoceny také pozitivni kontroly — digitonin (induktor nekrozy
dezintegraci membrany), bortezomib (induktor vnitini drahy apoptdzy) a FasL (induktor
vnéj§i dréhy apoptdzy). Obe slouceniny 15 a 16 vykazovaly nérlst luminiscence
s okamzitym nartastem fluorescence ukazujici na pfevazné nekrotickou bunéénou smrt po

ozatreni (obdobné¢, jako tomu bylo po pouziti digitoninu).
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Obr. 11 Monitorovani procesu bunécné smrti v redlném case vazbou Annexinu V (zelend) a DNA-
vazebné sondy (Cervena). Pozitivni kontroly pro nekrozu (a), vnitini cestu apoptodzy (b), vn&jsi
cestu apoptozy (c); slouceniny 15 (d) a 16 (e) o koncentracich ECss.

Vysledky této studie prokazaly, ze zvySena lipofilita nepolarni ¢asti amfifilni
molekuly pouzitim objemnych lipofilnich substituentli nemusi zakonité vést ke
zlepsenému vmezeteni do lipidové dvojvrstvy. Naopak, derivaty bez objemnych
lipofilnich funkénich skupin vstupuji do lipidovych dvojvrstev téméf okamzité, a proto
se zdaji byt vhodné&j$imi kandidaty pro budouci navrh PS pro PDT — zvlasté u aplikaci,
kde by bylo vhodné pouzit kratsi DLI.
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5.4 SVETLEM VYVOLANE UVOLNOVANI LATEK Z LIPOSOMU

M, Kostelansky F, Miletin M, Novakova V, Machac¢ek M, Zimcik P. Amphiphilic
phthalocyanines as a tool for a light-triggerd drug release from liposomes.

V recenznim fizeni v Journal of Materials Chemistry B. 2023.

Tato prace byla zamétena na studium péti amfifilnich (Aza)Pc (anionické 7 a 8,
kationické 9 a 10, a hlinity derivat 17, ktery je komeréné dostupnym a Siroce studovanym
PS) a jejich vzajemné srovnani k odhaleni dulezitych faktorii, které mohou ovlivnit jejich
pouziti pfi svétlem spousténém uvoliiovani 1é¢iv z liposomi. Byly pfipraveny dva druhy
liposomi slozené bud z EYPC (fosfatidylcholin ziskany z vajeéného Zloutku)
s cholesterolem (molarni pomér 55:45; slozeni odpovida komer¢né€ dostupné liposomalni
formé& doxorubicinu znidmého pod obchodnim oznadenim Myocet®) nebo z DOPC
(dioleoylfosfatidylcholin) s cholesterolem (molarni pomér 60:40) se zamérem porovnat
efekt miry nasyceni mastnych kyselin ve struktufe fosfolipidi. K monitorovéani
uvolnovani latek z liposomti byla pouzita dvé modelova fluorescencni ,,lé¢iva“ — BO

(bazicka oranz 14) a DOX (doxorubicin).

Vsechny amfifilni PS dobie vstupovaly do lipidovych dvojvrstev liposomu s
naslednou monomerizaci agregatti PS. Po ozéafeni laserem (685 nm, 400 mW-cm™) byly
schopny efektivné uvolfiovat léc¢iva z liposomi bé¢hem nékolika minut (Obr. 12).
Polocasy jejich uvoltovéni silné zavisely na produkci 'Oz (Zn > Al), jejich trovni

agregace a absorbanci pii vlnové délce zateni 685 nm.
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Obr. 12 Svétlem spousténé uvoliovani BO (a, ¢) a DOX (b, d) z EYPC (a, b) nebo DOPC (c, d)
liposomt s testovanymi PS v poméru 50:1 (PS:lipidy). Ozéafeni: 685 nm, 400 mWcm™2,

Vysledky experimentti ukazaly, ze BO se béhem uvolnovani z liposomi rozklada
pusobenim PS, a neni proto vhodné jako modelové ,,1é¢ivo* pro tento typ experimentd.
Na druhou stranu, DOX se ukézal byl plné stabilni béhem uvoliiovéani. Svétlem spousténé
uvoliovani z DOPC liposomil bylo rychlej$i nez z EYPC liposomi diky zvySenému poctu
dvojnych vazeb v mastnych kyselinach (intenzivnéjsi peroxidace fosfolipidi). Tato

studie potvrdila vysoky potencidl amfifilnich Pc v této aplikaci.
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6 SOUHRNNA DISKUZE



Pro PDT byla testovana a klinicky schvalena fada riznych makrocyklt: porfyriny,
chloriny, bakteriochloriny a Pc. Posledni zmifiované jsou zvlasté¢ zajimavou skupinou
latek, kterd se vyznacuje zejména optimalnimi fotofyzikalnimi vlastnostmi (jako jsou
silnd absorpce kolem 700 nm a dobra produkce 'O2) a moznosti variabilni substituce
makrocyklu (periferni a axialni — v piipadé n€kterych centraln¢ koordinovanych atomt),
ktera mtize vylepsit fyzikalné-chemické vlastnosti. Pc jsou aromatické heterocykly, které
se skladaji ze ¢tyt isoindolovych podjednotek spojenych atomy dusiku a jsou schopny
koordinovat iont kovu ve stfedu molekuly. Pfitomnost a povaha dané¢ho centralniho
kovového iontu siln¢ ovliviiuje vlastnosti Pc — napt. efektivnost mezisystémového
piechodu a Zivotnost tripletovych stavil, ¢imz ovliviiuje Gi¢innost tvorby 'O,. Tyto Pc
komplexy jsou obecné povazovany za PS s vyrazné vyssim potencidlem ve srovnani s
jejich analogy bez pritomnosti kovil. Nejvyuzivanéjsimi jsou komplexy Pc s hlinikem

(ptikladem je Photosens®), se zinkem (Photocyanine) a s kiemikem (Pc4).

Charakteristickym problémem u mnoha Pc je vSak jejich hydrofobni planarni
makrocyklus, ktery ma, zejména ve vod¢, tendenci siln¢ agregovat, coz vede ke sniZzeni
nebo dokonce k eliminaci produkce 'O», a tedy i ztraté fotodynamické aktivity Pc.
Resenim je navazani ve vodé rozpustnych substituentdi (pfedev§im nabitych), které
mohou agregaci vyrazn¢ snizit na zaklad¢ elektrostatickych odpudivych sil. Moznost
modifikaci na periferii Pc makrocyklu umoziiuje ménit miru hydrofility celé molekuly,
coz umoziuje syntetizovat PS s riznou fotodynamickou aktivitou, zplisoby prostupu do
bunék, intracelularni lokalizaci, rychlosti penetrace tkdnémi a vylu€ovani organismem

(Brilkina et al., 2019; Li, et al., 2019a; Roguin et al., 2019).

Vliv naboje ve vodé rozpustnych ftalocyanint na jejich fotodynamickou aktivitu

Dlouhodobé pozorovani fotodynamickych vlastnosti riznych Pc publikovanych
nejen nasi vyzkumnou skupinou, ale také jinymi vyzkumniky odhalilo podstatné rozdily
mezi anionickymi (obsahujici napt. karboxylatové nebo sulfatové funkéni skupiny) a
kationickymi (obsahujici pfedevsim kvarterni amoniové skupiny) Pc. Analyza témér
Sedesati souborti dat publikovanych v literatufe tuto hypotézu podporuje a naznacuje
systematicky vyznamné rozdily v aktivité. Ty ukazuji, ze anionické Pc jsou obecné

mnohem mén¢ aktivni nez kationické Pc (Obr. 13), coZz mlize podstatné ovlivnit vybér



vhodnych substituentll v racionalnim navrhu nové syntetizovanych PS s vylepSenymi

fotodynamickymi vlastnostmi.
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Obr. 13 Srovnani fotodynamickych aktivit in vitro u anionickych (Cervena) a kationickych
(modra) Pc publikovanych v literatute (Kollar et al., 2020).

Biologické prostiedi je velmi komplexni systém slozeny pfedev§im z mnoha
biomolekul, se kterymi ptichdzeji PS do styku a mohou snimi interagovat.
které mohou podstatné ovlivnit stav agregace, fotofyzikalni vlastnosti i farmakokinetiku
PS, a nasledn¢ kone¢ny fotodynamicky efekt. Z toho divodu byl zkouman efekt

nejhojnéjsiho sérového proteinu albuminu (v nasem piipadé Slo o BSA) a interakce

studovanych Pc s lipidovou dvojvrstvou liposom.

Albumin uzce souvisi s regulaci plazmatického osmotického tlaku a s transportem
fady endogennich a exogennich sloucenin. Mnoho studii potvrdilo, Ze albumin se podili
na poskytovani vyZzivy nadorim. Albuminové receptory, které jsou nadmeérné
exprimovany na nadorovych bunkdch, usnadiuji akumulaci, distribuci a degradaci
albuminu v nadorovych tkadnich. Vzhledem ke svému potencidlu pro zvySenou
permeabilitu a retencni efekt byl albumin Siroce zkouman jako vSestranny nanonosi¢ pro
dodavani 1éciv prostfednictvim kovalentni konjugace nekovalentnich interakci (Lan et
al., 2016; Li, et al., 2019b; Wang et al., 2018). Albuminy (navzdory jejich relativné
nizkému izoelektrickému bodu ptiblizné 4.7) jsou dobie zndmé tim, Ze siln€ vazou kysela
léciva hlavné do kladn€ nabitych vazebnych mist tvofenych pievdzné bazickymi

aminokyselinovymi zbytky lysinu, argininu a histidinu (Zsila et al., 2011). Proteiny maji
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jedno nebo vice mist pro vazbu Pc, ktera ovliviiuje distribuci, metabolismus i molekularni

formu PS, a mize ménit jejich fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti (Lang et al., 2004).

Vazba na BSA zhasi excitované stavy anionickych Pc, kdy zejména v piipadé¢
tetrapyrazinoporfyrazinu (TPyzPz) je tento proces dilezitou deaktivaéni cestou. Jak bylo
neddvno prokazéno nejen pro sulfonovany zine¢naty TPyzPz a 5,10,15,20-tetrakis(4-
sulfofenyl)porfyrin a dalsi Pc i porfyriny, vazba na BSA stericky omezuje u¢innou difuzi
302 k makrocyklu vedouci ke sniZeni zhaseni tripletovych stavii kyslikem. Prostorové
usporadani po vazb& Pc na BSA vede také k chemickému zhaseni produkovaného 'O
reakci s BSA, jakoZto nejblizsi dostupnou molekulou. Po reakci s BSA se 'O2 do okolniho
roztoku neuvoliluje v dostate¢ném mnozstvi a poskozeni ostatnich biomolekul a organel

v bunikach se tak vyrazné€ snizuje (Machacek et al., 2016b).

S ohledem na silnou vazbu anionickych Pc na BSA, byla fotodynamicka aktivita
vSech Pc zkoumdana také v médiu bez obsahu séra (SFM), u kterého byly ziskany
statisticky vyznamné rozdily v hodnotach ECso (Obr. 14). U anionickych sloucenin 1-3
byla ziskana aktivita ptiblizné desetkrat vy$si. Obdobné tomu bylo u derivatli 7 a 8 (téméf
o 2 fady niz8i ECso) €1 klinicky vyuZivaného sulfonovaného hydroxyhlinit¢ého Pc
(Photosens®). Na druhou stranu, u kationickych Pc nebyl pozorovan Zadny statisticky
vyznamny rozdil aktivité. Pii pouziti SFM se také zvysilo produkované mnozstvi 'O; a
ucinek na bunétné organely byl proto destruktivnéj$i. Tento efekt je déale podpoten
dobrymi vazebnymi vlastnostmi anionickych amfifilnich derivéti 7 a 8 k biomembranam
v nepiitomnosti BSA, kde !0, miize snadno niéit lipidy v nejblizsim okoli, a vysvétluje

tak extrémné leps$i fotodynamickou aktivitu téchto Pc v SFM oproti SCM.
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Obr. 14 Hodnoty ECso Pc 1-10 a AIOHPc na bunééné linii HeLa v SCM (prazdné sloupce) a SFM
(vyplnéné sloupce). Kationické derivaty — modra, anionické derivaty — Cervend (Kollar et al.,
2020).
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Vsechny vySe zminéné studované slouCeniny byly lokalizované v
endolyzosomalnim kompartmentu po 12 h inkubaci, coz je v souladu s diive
publikovanymi studiemi nasi vyzkumné skupiny zamétenymi na in vitro hodnoceni PS
(Kollar et al., 2019; Machacek, et al., 2016a; Machacek, et al., 2016b). Hydrofilni
kationtové i aniontové slouceniny byly lokalizovany vyhradné v lyzosomech, zatimco
vSechny amfifilni slouceniny byly kromé lyzosoml detekovany také v bunécné
membran¢. Lokalizace PS v buiice urcuje primarni cil oxida¢niho poskozeni buiiky po
ozateni. Stejné tak je dulezita i ptipadna relokalizace PS v pribéhu ozafovani, protoze PS
déle produkuje '02 i v t&chto dalsich oblastech butiky. Hydrofilni kationtové Pc 4—6 se
po ozareni relokalizovaly do cytoplazmy a poskozovaly dalsi bunécné organely. Podobné

chovani bylo jiz dfive popsano pro Pc 6 (Machacek, et al., 2016a).

Jodid propidia (PI) je fluorescenc¢ni interkalacni Cinidlo (neschopné prochazet
neporusenymi bunéénymi membrdnami), které bylo pouzito k hodnoceni rychlosti a
rozsahu poskozeni ozafovanych bunék béhem ozafovani a béhem prvnich minut po
ozateni. PoSkozeni bunék plisobenim aniontového hydrofilniho Pc 2 nebylo dostate¢né k
vyvolani rozsédhlého poSkozeni membran, coz bylo demonstrovano neschopnosti PI
obarvit buniky a jadra ve vétSin€ bunék ani 45 min po ozéfeni. Vyrazné vyssi prostup PI
do bunék vyvolal aniontovy amfifilni Pc 8, u které¢ho bylo barveni PI detekovatelné 15
poskozeni. Kationické hydrofilni Pc 5 1 amfifilni Pc 10 indukovaly oxidaéni poSkozeni,

které umoznilo PI prostupovat do cytoplazmy jiZ béhem prvnich 5 min ozafovani.

Objemné nabité substituenty na periferii Pc jsou nezbytné pro sniZeni agregace,
ktera by jinak vedla ke ztrat¢ fotodynamické aktivity. To ovSem nemusi byt dostatecné
ve vodnim prostfedi, kde jsou n—n interakce mezi plandrnimi a silné¢ hydrofobnimi Pc
jadry mimofadné silné. Resenim mohou byt riizné povrchové aktivni latky nebo nosi¢ové
systémy, avSak ty mohou ztéZovat hodnoceni in vitro i praktické vyuziti (Chow et al.,
2016; Lau et al., 2014; Lucky et al., 2015). V neddvnych studiich s 14 se ukdzalo, Ze je
vysoce ucinny v produkci ROS po imobilizaci na proteinovych krystalech viru tabdkové
mozaiky pro pouziti jako heterogenni katalyzatory v kontinudlnich oxidacnich procesech

(Anaya-Plaza et al., 2019).

Vsechny ptipravené Pc 11 — 14 vykazovaly absorp¢ni spektra v DMF typicka pro

monomerni slouceniny (Obr. 15). Absorpcni spektra nekvaternizovanych Pc ve vodném
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prostiedi se vyznamné lisila od téch v DMF. U Pc 11 dochazelo ve vodnim prostiedi k
silné agregaci a vyznamnému snizeni intenzity Q-pasu, zatimco u Pc 12 bylo
zaznamenano pouze mirné snizeni jeho intenzity a z PBS nebo vodnich roztoka nebyla
emitovana zadné fluorescence (Obr. 15c). Absorpéni spektra kvaternizovanych Pc 13 a
14 byla charakteristickd pro monomerni formu, kdy se spektra v PBS dokonale piekryvala
se spektry v DMF a na rozdil od 12 byla zachovana silna emise fluorescence. Tvar
absorp¢nich spekter se nezménil ani pti koncentraci 100 pM, coz ukazuje na velmi
ucinnou inhibici agregace Pc timto extrémné rigidnim uspofadanim kvaternizovanych
perifernich substituentii. Tento plné¢ monomerni stav 13 a 14 ve vodném prostiedi je

zasadnim piedpokladem pro ziskani dobrych PDT vlastnosti in vitro a potencialné i in

vivo.
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Obr. 15 Absorpéni spektra sloucenin 11 (a), 12 (¢), 13 (b) a 14 (d) ve vode (Cervena), PBS (Cerna)
a DMF (modr4) o koncentraci 1 uM. c) Fluorescence roztokti 12 v DMF a PBS (Aexc = 366 nm)

(Halaskova et al., 2021).

V porovnani s klinicky schvalenymi PS vykazuji obé studované kationické

slouCeniny 13 a 14 vyrazné lepsi vysledky (niZ§i hodnoty ECso) neZ sulfonovany
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hydroxyhlinity Pc, ktery byl schvélen v klinické praxi v Rusku pod nazvem Photosens®,
a vyznacuje se zejména vysokym stupném hydrofility, pomalym bunécnym
vychytavanim, lokalizaci v lyzosomech a relativné nizkou fotodynamickou aktivitou
(Brilkina et al., 2019). Hodnoty ECso stanovené nasi vyzkumnou skupinou za stejnych

experimentalnich podminek byly vys$si nez 2 pM pro vSechny testované bunécné linie.

Kvaternizované slouceniny 13 a 14 se akumuluji v endolyzosomalnim kompartmentu
v mnozstvi 0.26 a 0.50 nmol/mg proteinu (po 12 h inkubaci), coz je srovnatelné s
ostatnimi multikationickymi Pc diskutovanymi v kapitole 6.1 (Kollar et al., 2020). U
obou Pc dochazelo behem fotoaktivace k jejich rychlé relokalizaci do cytoplazmy se
soucasnym oxida¢nim poSkozenim dal$ich bunécnych komponent a nasledné i k vyvolani

bunééné smrti.

Celé tada studii odhalila dtlezité vztahy mezi strukturou a aktivitou v rodin¢ Pc a
dosud bylo popsano mnoho sloucenin s optimalnimi fotofyzikalnimi vlastnostmi, jako
jsou @, a silna absorpce v NIR (Mehraban & Freeman, 2015; Novakova et al., 2018).
Nicméné pii prechodu do in vitro (nebo dokonce in vivo) oblasti studia mnoho z téchto
nadé&jnych derivath ztraci svou pozadovanou funkci, a to pievazné diky jejich agregaci ve
vodnim prostiedi. Ukézalo se, ze substituce nabitymi perifernimi substituenty v rigidnim
uspofddani je ucinny zplisob monomerizace, dokonce i v pufrech a bunéénych
kultiva¢nich médiich. Dal§i moZnosti je pouZziti axidlné substituovanych Pc, jejichz
axidlni ligandy stericky zabranuji vzajemnému pftiblizeni makrocykld (Ghazal et al.,

2017; Huang et al., 2004; Machacek, et al., 2016a).

Existuji vSak 1 jiné faktory nez jen agregace, které mohou ovlivnit aktivitu PDT
in vitro a potazmo 1 in vivo. Vzhledem k mistu piisobeni miize byt velmi piinosna i
optimalni interakce PS s bunéénymi komponenty (tedy napt. snadné ukotveni do lipidové
dvojvrstvy). Z tohoto pohledu mohou mit Pc s amfifilnim charakterem vyssi aktivitu in
vitro také diky del§i dobég Zivota 'O, v lipidovém prostedi (Zivotnost !> ve vodé je
3.5 ps, zatimco v biomembréanach je udavéana v desitkdch ps) (Ehrenberg et al., 1998;
Ogilby, 2010). VétSina publikovanych ve vodé rozpustnych neagregujicich Pc jsou vSak
symetrické vysoce nabité slouceniny, coz neni dobry ptredpoklad pro jednoduchou

interakcei s lipidovymi dvojvrstvami.

Vlastnosti nové piipravenych amfifilnich makrocykld 15 a 16 kombinujici

kationickou hydrofilni a lipofilni ¢ast s alkylsulfanylovymi skupinami byly porovnavany

60



s analogickymi amfifilnimi (Aza)Pc s nesubstituovanou lipofilni ¢asti makrocyklu (9 a
10) (Kollar et al., 2020). Periferni alkylsulfanylové skupiny mély pozitivni vliv na
fotofyzikalni vlastnosti u 15 a 16, jejichz Q-pasy byly posunuty batochromné o cca
25-30 nm ve srovnani s 9 a 10. Spolecnou vlastnosti vSech téchto derivati bylo
zachovani rozpustnosti ve vodé diky kladnym nébojiim, nicméné jejich absorp¢ni spektra

ve vodnim prostiedi byla typické pro agregované formy.

Vysledky in vitro hodnoceni prokazaly vysokou fotodynamickou aktivitu 15 a 16
nezéavislou na typu nadorové bunécéné linie a ziskané hodnoty ECso dobie korelovaly s
fotodynamickou aktivitou strukturné blizkych 9 a 10 (Kollar et al., 2020). Ukézalo se, Ze
nesubstituovand jadra (Aza)Pc 9 a 10 vedou ke statisticky vyznamné vyssi aktivité
pravdépodobné diky jejich lepSimu a rychlejSimu zabudovani do lipidovych membran.
Tento rozdil je vSak relativné maly a nevylucuje tak potencialni pouziti sloucenin 15 a 16
v PDT lécbé vzhledem k jejich velmi nizkym ECso, které jsou srovnatelné nebo dokonce

lepsi nez u jiz klinicky schvéalenych PS (verteporfin, temoporfin, PpIX, AIOHPc).

Slouceniny byly charakterizovany vynikajicimi hodnotami ECso v fadu
desitek nM, které byly zavislé na DLI a dosahly ,,platé faze* po 4 hodinach. Foto-
dynamicka aktivita 15 a 16 (HeLa bunky, DLI = 12 h) byla podobna, pficemz 16
(ECso =79 £ 20 nM) byla mirné t¢innéjsi nez 15 (ECso = 105 £ 34 nM).

PDT muze byt cilena také proti krevnim cévam (VTP), které zasobuji nador
zivinami a kyslikem a zaroven z n€ho odvadéji odpadni produkty (Chen et al., 2006). Z
tohoto dlivodu byla hodnocena fotodynamicka aktivita také proti bunécné linii EA.hy926
(endotelidlni bunky). S klesajici DLI vykazovaly oba PS sniZenou fotodynamickou
ucinnost (Obr. 16), ale 1 bez preinkubace (DLI = 0 h) byly 15 a 16 schopny vyvolat
fototoxicitu s hodnotami ECso = 16,37 + 3,11 uM a 4,22 + 0,19 uM. ZvySujici se DLI
vede k vyrazné zvySenym fotodynamickym U¢inkiim (vy$8i mnozstvi PS vychytaného
buitkami). Dobfe vyvéaZena lipofilita a schopnost interakce s biomembranami tak fadi tyto

derivaty mezi perspektivni PS nejen pro klasicky ptistup PDT, ale i pro VTP.
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Obr. 16 Zavislost hodnot ECso u sloucenin 15 a 16 na DLI na bunécné linii cervikalniho
karcinomu (HeLa; a) a endotelialni bunécné linii EA.hy926 (b) (Halaskova et al., 2022).

Ob¢ slouceniny (15 a 16) byly lokalizovany pfedev$im v endolyzosomalnim
kompartmentu, pravdépodobné¢ dusledkem jejich pasivniho transportu do bunky
endocytozou, protoze jejich velkd molekulovd hmotnost a naboj znemoziuje vstup do
buiiky volnou difuizi nebo aktivnim transportem pomoci transportérd. Jejich amfifilni
charakter vSak umoznil také jejich lokalizaci v cytoplazmatické membrané (Kollar et al.,

2020).
Svétlem vyvolané uvoliiovani latek z liposomi

Liposomy jsou sférické €astice sloZzené z fosfolipidové dvojvrstvy, které mohou
inkorporovat lipofilni latky (a tedy 1 1é¢iva) ve svych lipidovych membranach nebo
hydrofilni latky ve vnitinim prostoru ¢astice a dopravovat je do cilovych mist (napf.
nadory). ProdlouZeni doby cirkulace liposomt v krevnim fecisti a zvySeni jejich i€innosti
muze byt ovlivnéno jejich vlastnostmi (fluidita lipidové dvojvrstvy, naboj, velikost,
povrchova hydratace) modifikovany. Diky své velikosti jde o tzv. pasivni nosicovy
systém, ktery je zaloZzeny na zesileném permeacnim a retenénim efektu. Zaroven
poskytuje ochranu prenasenému lécivu pred jeho rozkladem enzymy nebo neptfiznivému
pusobeni prostiedi (napt. v endosomech/lyzosomech). Liposomy konjugované s
ligandem jsou cilené na receptory, které jsou nadmérné exprimovany na nadorovych
bunkach, aby doSlo ke sniZeni vedlejSich G¢inkl 1é¢iv zvySenim jejich selektivniho

dodani do cilové tkan¢ (Fathi & Oyelere, 2016; Gabizon et al., 2006; Jerjes et al., 2020).
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Svétlem spousténé uvoliiovani 1é¢iva z liposomtl zptisobené tvorbou 'O, diky PS
obsazenému v liposomalni membrané je jednim z perspektivnich piistuptli, jak omezit
toxicitu cytostatickych chemoterapeutik. Srovnani dvou liposomélnich formulaci
odhalilo vyssi nadchylnost k svétlem vyvolanému uvoliiovani u ¢astic, které obsahovaly
alkylové fetézce s vétsim poctem dvojnych vazeb. V pribéhu lipoperoxidace vyvolané
oxida¢nim stresem mohou produkované hydroperoxidy destabilizovat lipidovou
dvojvrstvu, ktera nasledné¢ vede k uvolnéni ptrenaseného léciva (Lovell et al., 2011;

Massiot et al., 2017, 2019).

V piedchozich studiich bylo prokazano, e diky zanedbatelné Zivotnosti 'Oz v
PBS, mlZe pouze PS inkorporovany do liposomalni dvojvrstvy narusit liposomy, a byt
tak GspéSné pouzit pii svétlem vyvolaném uvoliovani latek (Machacek et al., 2018).
Vysoce hydrofilni PS, které neinteraguji s biomembranami, byly proto netcinné pii
indukei uvolilovani latek z liposomi. Naopak u silné lipofilnich PS bylo ukotveni do
pfedem vytvotfenych liposomi casto extrémné dlouhé (v fddu hodin) (Zimdik et al.,
2007), nebo vyZzadovalo piidani PS jiz béhem tvorby liposomi, coZ nasledné¢ omezuje
jejich manipulaci na svétle (Carter et al., 2014). Pro tuto studii byly proto zvoleny
asymetrické amfifilni Pc obsahujici vysoce hydrofilni substituenty nesouci naboj (kladny
nebo zaporny). Lipofilni ¢ast makrocyklu tak zajist'uje spontanni ukotveni do liposomalni
membrany pouze jednoduchym smichanim liposomt (ty jiz mohou obsahovat 1é¢ivo)
s roztokem PS. Hydrofilni ¢ast pak umoziuje rozpustnost ve vodném prostredi, a tudiz

také rovnomérné rozloZeni v celé liposomalni suspenzi.

Obecné se uvadi, Ze po interakci lipofilnich PS s lipidovou dvojvrstvou dochazi k
jejich monomerizaci, a €ini je tim fotodynamicky aktivni (Ghosh et al., 2019; Lopez
Zeballos et al., 2012). To bylo testovano titraci studovanych PS v roztoku PBS s
liposomy, kde byly pozorovany typické zmény absorp¢nich spekter s vyskytem ostrého
Q-pasu (pro 7-10) spolu se zvySenim fluorescence indikujici usp€snou inzerci PS do

lipidové dvojvrstvy a naslednou monomerizaci (Obr. 17).
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Obr. 17 Zmény absorpcniho spektra (a) a intenzity fluorescence (b) u 8 v PBS (c =1 uM, Aex =
608 nm) po pfidani EYPC liposomi o rizném poméru EYPC:PS (Kolarova et al., 2023).
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peroxidaci fosfolipidii v liposomech a nasledné€ i pro svétlem spusténého uvolnéni
pfenaSené latky. VSechny studované zine¢naté (Aza)Pc (7-10) byly schopny silné
produkovat 'Oz s @ kolem 0,4 (pro hlinity Pc 17 byla ®s = 0,2), coZz naznacuje jejich
dobry potenciél pro tuto aplikaci. Intenzita produkce 'Oz je viak ovlivnéna také urovni
agregace v roztoku a samoziejmée schopnosti absorpce svétla pti excita¢ni vinové délce.
Vsechny tyto faktory pfispély k rozdilim v uvoliovani modelového ,léciva“. Ze
studovanych PS se zdal jako nejucinnéjsi kationicky Pc 9, zatimco sulfonovany Pc 17 byl
i¢inny nejméné, coz bylo zplisobeno pravdépodobné jeho nizsi produkci 'O,. Soucasné
zustavaly anionické derivaty s karboxylatovymi skupinami 7 a 8 vyznamné agregovany
v roztoku PBS po ptidani DOPC i EYPC liposomt v poméru lipid:PS 50:1, coz vysvétluje
schopnost pomaleji uvoliiovat pfenaSenou modelovou latku v porovnani s kationickym

Pc 9 (Obr. 18).
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Obr. 18 a-e) Absorp¢ni spektra 17 a 7-10 v PBS po pfidani DOPC (Cervena) a EYPC (modra)
liposomi v poméru lipid:PS 50:1. Spektra latek po uplném navazani do EYPC v poméru lipid:PS
2000:1 pro 7-10 a 1000:1 pro 17, (zelend). f) Spektra vSech PS v EYPC liposomech v poméru
lipid:PS 50:1 (Kolafova et al., 2023).

Liposomy jsou casto povazovany za jednoduché modely biomembran, které
mohou byt cilem fady lipofilnich nebo amfifilnich PS a jinych 1é¢iv (Matos et al., 2012).
Studium interakce syntetizovanych Pc s lipidovou dvojvrstvou je proto velmi dilezité. U
hydrofilnich slouc¢enin 1-6 nebyly po ptidani DOPC liposomi pozorovany zadné zmény
v absorban¢nim nebo fluorescencnim spektru. Tato skutecnost byla nedavno potvrzena
nasi védeckou skupinou pro kationicky Pc 6 (Machacek et al., 2018). Tato publikace
popisuje piistup svétlem spousténého uvoliiovani modelovych ,léCiv z piedem
vytvofenych liposomil za pouziti nove syntetizovaného kationického amfifilniho Pc 9. U
tohoto PS dochazi ve vodnim prostfedi po jednoduchém smichani s Cistymi liposomy
obsahujicimi modelové ,léc¢ivo™ ke spontannimu zaclenéni do lipidové dvojvrstvy,
zatimco u kationického hydrofilniho Pc 6 k tomuto v¢lenéni nedochazi. To umoziuje
nasledné uvolnéni modelového ,,1é€iva* (DOX nebo BO) po ozatfeni NIR svétlem. Pfidani
liposoml k roztoku agregovanych amfifilnich (Aza)Pc 7-10 vede také k jejich
monomerizaci (amfifilni derivaty vstupuji lipofilni ¢asti makrocyklu do liposomalni
dvojvrstvy, coz vede k separaci jednotlivych molekul) a na rozdil od vazby na BSA byla

tato monomerizace uspésna i pro kationické Pc 9 a 10 (Kolarova et al., 2023).
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V této studii bylo zjisténo, ze BO neni optiméalni modelovou slouceninou pro
monitorovani svétlem spousténého uvolilovani latek z liposomii kvili jeho citlivosti na
oxidaci ROS vytvofenymi plsobenim svétla na studované PS. Dochazi k témért
dvouttetinovém poklesu koncentrace BO. Z toho diivodu neni pftili§ vhodnou modelovou
slouceninou pro budouci experimenty tohoto typu i pfes jeji rozsdhlé vyuziti v jinych
studiich. Nicmén¢ byla také pouzita v nasledujicich experimentech pro potvrzeni trend
ziskanych z experimentii s DOX. Tato studie potvrdila vysoky potencidl amfifilnich Pc
(7-10) pti svétlem vyvolaném uvoliiovani z DOPC a EYPC liposomi, zejména téch s

vysokou tvorbou 'O; a dobrou interkalaci do lipidové dvojvrstvy (Pc 9).
Srovnani in vitro fotodynamické aktivity rozsahlé série PS

Srovnani fotodynamickych aktivit riznych PS uvadénych v literatufe je typicky
komplikovano rozdilnymi podminkami pti hodnoceni jejich aktivity in vitro, jako je
ozéfeni (druh a energie svételného zdroje, excitacni vinové délky atd.), inkubacéni doba,
bunécna linie, testy zivotaschopnosti a rizna interpretace vysledkd. Z tohoto diivodu jsme
se rozhodli pro ptimé in vitro porovnani fotodynamické aktivity riznych PS za zcela
stejnych experimentalnich podminek. Byla shromdzdéna velkd série jiz diive
publikovanych Pc (anionické, kationické, nenabité, hydrofilni, lipofilni, amfifilni, axidlné
substituované) od riznych Spi¢kovych vyzkumnych skupin. Spolecné s latkami
syntetizovanymi nasi vyzkumnou skupinou byla u této série PS hodnocena jejich
fotodynamicka aktivita za stejnych experimentalnich podminek na bunéénych liniich

HeLa, MCF-7 a SK-MEL-28 (dosud nepublikovana data).

Vyzkum série tetra(3,4-pyrido)porfyrazini (TPyPz) substituovanych hydrofilnimi
substituenty odhalil dileZity vztah mezi strukturou a aktivitou pro jejich pouziti v PDT.
Kationicky derivat TPyPz 6 s 12 naboji a unikatnim prostorovym uspotfadanim
syntetizovany nasi vyzkumnou skupinou vykazoval vyjimecné €innou fotodynamickou
aktivitu s hodnotami ECs typicky pod 5 nM, u€inné;jsi a méné toxicky nez kterykoliv z
klinicky schvalenych PS pro PDT (Machacek et al., 2016a). Ptiklady celosvétove klinicky
pouzivanych PS jsou chlorin temoporfin (Senge & Brandt, 2011), derivat benzoporfyrinu
verteporfin (Cruess et al., 2009), PpIX (aktivni forma Siroce pouzivaného proléciva ALA
a jejich esterti) (Kennedy & Pottierb, 1992) a AIOHPc (sulfonovany hydroxyhlinity Pc,
ktery je v Rusku schvélen od roku 2001 pro PDT pod obchodnim nazvem Photosens®
(Lukyanets, 1999; Ormond & Freeman, 2013)) Pfimé srovnani jejich fotodynamickych
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vlastnosti odhalilo, ze aktivita klesala v nasledujicim pofadi: verteporfin ~ temoporfin >

Pp IX > AlOHPc.

Srovnatelné¢ vysoké fototoxicity byly potvrzeny také u dvou kiemicitych Pc
axialn¢ substituovanych L-tyrosinovymi (Huang-6) a N-acetyl-L-tyrosinovymi
skupinami (Huang-7) (Sun et al., 2017), které byly syntetizovany vyzkumnou skupinou
jejiz vedoucim je prof. Jian-Dong Huang (Fuzhou University, Cina) (Obr. 19).
Prostfednictvim této axidlni modifikace bylo G¢inné snizeno agregacni chovani Pc diky
sterické zabrané. Kfemicité Pc vykazovaly vysoké fotodynamické aktivity in vitro s
pro PS. Dalsi zajimavé latky syntetizované touto vyzkumnou skupinou jsou anionické
zine¢naté tetrasulfonované Pc (Lan et al., 2016). Derivat Huang-3 substituovany
v neperifernich a pozicich makrocyklu vykazoval pfiblizné 11x vyssi G€innost (ECso =
1,004 £ 0,2955 uM) nez jeho analog Huang-4 substituovany v perifernich 3 polohach
(ECso = 11,568 £+ 3,235 uM), coz bylo zpusobeno piedevsim jeho nizsi tendenci k
agregaci. Podobnych hodnot ECsg jako u tetra-a-substituovaného Pc bylo dosazeno také
u zine¢natého oktasulfonovaného Pc Huang-5 (Li et al., 2015), kdy zavedeni osmi ve
vodé vysoce rozpustnych sulfonatli poskytuje pfiznivé vlastnosti pro PDT. Velmi
dobrych vysledkt bylo dosazeno i u dvou Pc nesoucich substituenty na bazi 2-fenylethan-
I-aminu ptipojenych skrze kyslikovy mustek (Peng et al., 2017) — mono-a-substituovany
zine¢naty Pc Huang-1 a axialng disubstituovany kiemicity Pc Huang-2. Obé¢ slou€eniny

vykazovaly velmi vysoké toxicity po ozatfeni s ECso v fadu desitek nM.
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Obr. 19 Struktury PS poskytnuté skupinou prof. Huanga. Pfevzato z (Lan et al., 2016; Li et al.,
2015; Peng et al., 2017; Sun et al., 2017).

Dalsi skupina axialn¢ substituovanych Pc pfipravena skupinou jejiz vedoucim je
prof. Dennis Kee-pui Ng (Chinese University of Hong-Kong) (Obr. 20) prokazala také
velmi dobré vysledky. Vysoka fotodynamicka aktivita dipegylovaného zine¢natého Pc
Ng-ZnPc (Liu et al., 2008) dosahovala hodnot ECsp = 0,0170 + 0,0054 uM muze byt
prisuzovana jejich vysokému bunéénému uptaku a nizké tendenci k agregaci ve vodnych
roztocich, coZz podporuje tvorbu ROS uvnitt bun¢k. Dvojice kiemicitych Pc axidlné
substituovanych alifatickymi aminovymi jednotkami s odliSnou délkou (Jiang et al.,
2011) dosahovala hodnot ECsp 0,0492 +0,0260 uM pro Ng-SiPc-1 a2 0,0817 + 00,0299 uM
pro Ng-SiPc-2 na HelLa buikach, potvrzujici, ze del$i fetézec nezvySuje in vitro
fototoxicitu Pc. Poslednim z této série byl kiemicity Pc Ng-SiPc-CD se dvéma axialnimi
permethylovanymi B-cyklodextrinovymi skupinami (Lau et al, 2011) s hodnotou
ECs0=0.1901 £+ 0,1162 pM. VSechny tyto axialni substituenty mohou zna¢né snizit

tendenci k agregaci vedouci k vy$$im fotodynamickym aktivitam.
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Obr. 20 Struktury PS poskytnuté skupinou prof. Ng. Pfevzato z (Jiang et al., 2011; Lau et al.,
2011; Liu et al., 2008).

Do studie bylo zahrnuto dale porovnani fotobiologickych vlastnosti klinicky
schvaleného PS AIOHPc (Photosens®) a dvou novych slou¢enin Lukyanets-1 (autory
nazyvany Cholosens) a Lukyanets-2 (autory nazyvany Phthalosens) (Obr. 21) ziskanych
od Dr. Sci. Evgeny A. Lukyanetse (Scientific Research Institute of Organic Intermediates
and Dyes, Moskva, Rusko) (Brilkina et al., 2019). AIOHPc je sulfonovany hlinity Pc,
ktery se vyznacuje vysokym stupném hydrofility, pomalym bunéénym vychytavanim,
vSech derivati ziskanych vramci této rozsdhlé mezindrodni spoluprace, a byl jiz
nckolikrat diskutovan vysSe. Lukyanets-1 je oktacholinovy zine¢naty Pc (kationicka
sloucenina s vyznamnym nabojem), G¢inngji vstupuje do bunck, krom¢ lyzosomi je
lokalizovan 1 v Golgiho apardtu a vykazuje vyznamny inhibi¢ni u¢inek na
zivotaschopnost bunék po ozéateni (ECso = 0.148 + 0,045 uM). Nejvyssi fotodynamickou
aktivitu ztéto trojice derivati prokdzal Lukyanets-2 s hodnotami ECso = 0,085
+ 0,007 uM, coz je bezkovovy di- az tri- sulfonovany analog AIOHPc (ten je di- azZ tetra-
sulfonovany). Vyznacuje se nejvyssi rychlosti bunééného vychytavani (vyssi lipofilita —
molekula je amfifilni) ptes vnéjs$i bunéénou membranu a lokalizaci v bunééné membrang,

v lyzosomech 1 Golgiho aparatu. Obecné, ve srovnani s AIOHPc, zajistily tyto zmény
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fyzikéalné-chemickych vlastnosti u Lukyanets-1 a Lukyanets-2 zvySeni jejich uc¢innosti

in vitro a naznacuji tak vhodnost téchto novych latek pro klinickou praxi.
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Obr. 21 Struktury PS poskytnuté skupinou Dr. Lukyanetse. Pfevzato z (Brilkina et al., 2019).

Tato série latek obsahovala i jednoho zéstupce s centrdlnim atomem hoiciku
poskytnuty skupinou jejiz vedoucim je prof. Tomasz Goslinski (Medical University of
Karol Marcinkowski in Poznan, Polsko) (Mlynarczyk et al., 2016). Tento sulfanylovy
tribenzoporphyrazin Goslinski-1 substituovany na periferii dendrimerickymi skupinami
(Obr. 22) dosahoval v naSich experimentalnich podminkach hodnot ECso = 0.107 +
0,001 pM.
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Obr. 22 Struktura PS poskytnuta skupinou jejiz vedoucim je prof. Goslinksi. Prevzato z
(Mlynarczyk et al., 2016).

Nékolik novych slibnych zinecnatych (Aza)Pc uréenych pro PDT bylo
syntetizovano skupinou jejiz vedoucim je prof. Saad Makhseed (Kuwait University).
Vynikajicich fotodynamickych vysledkli bylo u nejicinngjsiho PS Makhseed-1
dosazeno diky jeho rigidnimu prostorovému uspotadani kvaternizovanych triazolovych

skupin nad a pod Pc jadrem, kde tyto triazolové zbytky tvofily dva ,kationtové kruhy*
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nad a pod rovinou hydrofobniho makrocyklu chranici jej proti agregaci. Fotodynamicka
aktivita Makhseed-1 na HeLa buitkdch méla hodnoty ECso = 0,012 + 0,004 uM, coz je
nékolikandsobné lepsi nez nejlépe fungujici klinicky schvélené PS (AIOHPc, verteporfin,
temoporfin, PpIX) za stejnych experimentalnich podminek. U¢inna inhibice agregace
rigidnimi kationickymi substituenty mize byt velmi a¢innym néstrojem pro navrh vysoce
aktivnich PS (Ghazal et al., 2017). Podobnych vysledkl bylo dosazeno i u zine¢natého
Pc Makhseed-2 nesouciho Sestnact kvaternizovanych imidazolovych skupin na periferii,
vykazujici také vynikajici fotodynamickou aktivitu (ECso = 36.7 £ 1,78 nM) (Makhseed
et al., 2013). Velmi zajimavym se ukézal byt také vyvoj novych neagregujicich (Aza)Pc
nesouci sacharidové substituenty na periferii makrocyklu Makhseed-3 (o poloha) nebo
Makhseed-4 (B poloha). Jedine¢né prostorové usporadani cukernych jednotek poskytuje
pln€¢ monomerni chovani ve vodném prostiedi. Tyto latky se vSak vyznacujici velmi
nizkou toxicitou po ozéfeni. Diky vysoce poldrni povaze bylo totiz dosazeno extrémné
nizkého prostupu téchto latek do buné€k. /n vitro hodnoceni téchto derivatt ukazalo jejich
potencidl pro pouziti jako extracelularni fluorescencni sondy (Husain et al., 2020).
Posledni je skupina tfi neiontovych amfifilnich zinecatych Pc substituovanych na periferii
maltéozou (Makhseed-5), glukézou (Makhseed-6) a polyethylenglykolem
(Makhseed-7), ktera vykazuje vysledky srovnatelné s klinicky schvalenym AIOHPc,
tedy s ECso 2 az 5 uM, 1 pfes to, Ze jde o latky s tendenci k agregaci ve vodném prostiedi

(dosud nepublikované vysledky).

Z vyzkumné skupiny jejiz vedoucim je Dr. Fabienne Dumoulin (Acibadem
University, Istanbul, Turecko) byly hodnoceny dva zine¢naté Pc. Dumoulin-1 nesouci
substituenty na bazi 1,3-dioxolanu (Zorlu et al., 2009) i polypegylovany Pc Dumoulin-2
(Pehlivan et al., 2019) (Obr. 23) vykazovaly podobnou fotodynamickou aktivitu
s hodnotami ECso < 0,7 uM na HeLa bunikach, které jsou srovnatelné naptiklad s PpIX

(produkt klinicky schvéaleného proléciva ALA) za stejnych experimentalnich podminek.
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Obr. 23 Struktury PS poskytnuté skupinou pod vedenim Dr. Dumoulin. Pfevzato z (Pehlivan et

al., 2019; Zorlu et al., 2009).

Prof. Tomas Torres & Dr. Andres de la Escosura (Universidad Autonoma de

Madrid, Spanélsko) nam kromé slou¢enin 11-14 diskutovanymi v kapitole 6.2 poskytli i

skupinu ¢ty zine¢natych okta-kationickych Pc derivatl Andres-1-4 (Anaya-Plaza et al.,

2017) (Obr. 24), které dosahovaly velmi dobrych hodnot ECso < 0,06 uM.
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Obr. 24 Struktura slouceniny poskytnuta Dr. Andresem. Pfevzato z (Anaya-Plaza et al., 2017).
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Nejaktivnéjsimi latkami se po vystaveni svétlu obecné ukdzaly byt kationické
derivaty (Aza)Pc, a to na vSech pouzitych nadorovych linii. Zaroven si zachovaly

velmi nizkou toxicitu bez pfitomnosti svétla.

Rychlost prostupu studovanych latek do bunék byla rychla v prvnich hodinach a

poté se snizila béhem 12 h inkubace.

Primérnim cilem subcelularni lokalizace PS v buiikkach byl endolyzosomalni
systém, amfifilni derivaty byly lokalizovany i1 v cytoplazmatické membrané. U
hydrofilnich derivati dochazelo béhem ozafeni k jejich relokalizaci do

cytoplazmy.

Fotodynamicky efekt vyvolany po aktivaci PS zptisoboval morfologické zmény
bun¢k zpisobené masivnim oxidacnim stresem. Po aktivaci PS dochazi k
prasknuti lyzosomélnich membran a uvolnéni jejich obsahu do cytoplazmy s

naslednym poskozenim ostatnich bunécnych komponent.

Fotodynamicka aktivace anionickych PS indukovala apoptotickou buné¢nou smrt,
zatimco u kationickych derivati dochédzelo pievazné k nekrotickému typu
bunééné smrti. Vyjimkou byly kationické Pc s objemnymi a rigidimi perifernimi

substituenty (13 a 14), které¢ indukovaly apoptozu.

Celkové srovnani potvrdilo vyznamné niZsi fotodynamickou aktivitu anionickych
PS v porovnani s kationickymi. Zavedeni objemnych a rigidnich substituentli na
periferii Pc u¢inné inhibuje agregaci a zajiStuje tak vysoké fotodynamickeé
aktivity. Pouziti objemnych lipofilnich substituentd u amfifilnich PS nemusi
zlepSovat uchyceni do lipidové dvojvrstvy. Naopak, u derivath bez téchto

substituentl je vstup do lipidové dvojvrstvy témét okamzity.

Nizké intralyzosomalni pH a silna vazba na proteiny vyrazné snizuje produkci !0,
anionickych PS a je diivodem jejich niZsi fotodynamické aktivity ve srovnani

s kationickymi (Aza)Pc.

Studované PS vykazovaly velmi dobré fotodynamické vlastnosti srovnatelné,
nebo dokonce lepsi, s klinicky schvalenymi PS jako jsou verteporfin, temoporfin,

PpIX (produkt ALA) a AIOHPc.



Amfifilni Pc dobie vstupovaly do lipidovych dvojvrstev liposomt a prokéazaly
vysoky potencial pfi svétlem spousténém uvolnovani latek z liposomt. U DOPC
liposomii dochazelo po aktivaci svétlem k rychlejsSimu uvoliovani [éCiv
z liposomil ve srovnani s EYPC liposomy kvuli vyssimu poctu dvojnych vazeb

v mastnych kyselinach.
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8 PODIL PREDKLADATELE NA PUBLIKACICH ZAHRNUTYCH
V DISERTACNI PRACI



()  Kollar J, Machacek M, Halaskova M, Lenco J, Kucera R, Demuth J, Rohlickova
M, Hasonova K, Miletin M, Novakova V, Zimc¢ik P. Cationic versus Anionic
Phthalocyanines for Photodynamic Therapy: What a Difference the Charge
Makes. Journal of Medicinal Chemistry. 2020; vol. 63, s. 7616-7632.

= kultivace bunéénych linii HeLa, HCT-116, MCF-7

= stanoveni fototoxicity a toxicity bez ozareni

= stanoveni prostupu latek do bunék v Case

= podileni se na ptipravé preparata pro subcelularni lokalizaci

= podileni se na pripravé preparatd pro sledovani morfologickych zmén

(IT)  Halaskovd M, Rahali A, Almeida-Marrero V, Machacek M, Kucera R, Jamoussi
B, Torres T, Novékova V, de la Escosura A, Zim¢ik P. Peripherally Crowded
Cationic Phthalocyanines as Efficient Photosensitizers for Photodynamic

Therapy. ACS Medicinal Chemistry Letters. 2021; vol. 12, s. 502-507.
= kultivace bunéénych linii HeLa, MCF-7, 3T3, EA.hy926
= stanoveni fototoxicity a toxicity bez ozareni
= stanoveni ¢asového profilu prostupu latek do bunék
= mé&feni aktivity kaspas 3/7, 8 a 9 luminiscencni metodou

* monitorovani procesu bunécné smrti v realném Case

(IIT) ~ Halaskova M, Kostelansky F, Demuth J, HlboCanova I, Miletin M, Zimcik P,
Machacek M, Novéakova V. Amphiphilic Cationic Phthalocyanines for
Photodynamic Therapy of Cancer. ChemPlusChem. 2022; 87.

= kultivace bunéénych linii HeLa, MCF-7, HCT-116, EA.hy926

= stanoveni fototoxicity a toxicity bez ozareni



(1)

= stanoveni ¢asového profilu prostupu latek do bunék
= méfeni aktivity kaspas 3/7, 8 a 9 luminiscencni metodou

® monitorovani procesu bunécné smrti v redlném case

M, Kostelansky F, Miletin M, Novakova V, Machacek M, Zim¢ik P. Amphiphilic
phthalocyanines as a tool for a light-triggerd drug release from liposomes.

V recenznim fizeni v Journal of Materials Chemistry B. 2023.
= piiprava a charakterizace liposomi
= studium interakce PS s liposomy

= podileni se na pripravé manuskriptu
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