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2 Uvod

Nadorova onemocnéni patii mezi nejcastéjsi priiny umrti, a to nejen
v Ceské republice, jejich vyskyt pfitom stéle roste. Zvysujici se vyznam ma proto
i vyzkum tykajici se moznych diagnostickych a terapeutickych postupti, pomoci

kterych by se tento trend podafilo zvratit.

Prvni zaznamenané piipady nadori pochazi jiz ze starého Egypta
z podobné doby, kdy lidé zacali objevovat i terapeutické vyuziti svétla jako formy
prevence a lécby nékterych nemoci. Diky ndhodnému objevu studenta mediciny
Oscara Raaba byly o vice nez dva tisice let pozdéji polozeny zaklady
fotodynamické terapie (PDT), kterd v nasledujicim stoleti proSla vyraznym
vyvinem a uplatnila se pravé na poli diagnostiky a 1écby pravé onkologickych,

ale 1 dal$ich onemocnéni.

PDT je jiz od svych pocatkd slibnou metodou, nyni v jednotlivych
odvétvich riznou mérou vyuzivanou v cilené protinddorové terapii 1 paliativni
1é¢be. Mezi jeji nejvetsi vyhody patii selektivita, minimalni invazivnost a na rozdil
od velké casti béznych moznosti 1é€by malignit i aktivace imunitniho systému

pacienta.

Kladem je také vyslednd jednoduchost. Nezbytnym zdkladem PDT je kromé
kysliku a svételného zateni o vhodné vinové délce také pfitomnost fotosenzitizéru
(PS) v bunikach cilové tkané. Nevyhody PS piimo limituji efektivitu PDT, a vyvoj
novych PS s lepSimi vlastnostmi je proto s pokrokem PDT uz od jejich pocatkt
uzce spjat. Idedlni PS vykazuje mnoho vlastnosti (napt. schopnost co nejvyssi
selektivni akumulace v tumoru, vysoké schopnosti produkce cytotoxickych latek,
maximalni absorpce zafeni o vinové délce vhodné pro klinické uziti a naopak
bez pritomnosti svétla by fotodynamickou aktivitu ani vlastni toxicitu vykazovat
nemé¢l, snadna eliminace z tkdni po PDT, hydrofilni struktura kvili moznosti
systétmového podani, nemél by ve vodném prostiedi agregovat, apod.). Tyto
pozadavky vSak kazdy PS spliiuje pouze do urcité miry — pravé posledni
z jmenovanych jsou problematické napf. u ftalocyanint (Pc), PS druhé generace.
Existuje vSak vicero zptsobi, jak tyto nevyhody potladit ¢i zcela odstranit. Jednou
znich je i supramolekuldrni interakce mezi nimi a navenek hydrofilnimi

kukurbiturily ~ (CB[n]), molekulami relativné nedavno  objevenymi,



ale o to zajimavéjSimi. In vitro testovdnim a srovnanim cytotoxicity a subcelularni
lokalizace PS tvofenymi samotnym upravenym Pc a supramolekuldrnim Pc+CB[n]

na naddorové bunécné linii HeLa se zabyva i tato prace.



3 Teoreticka c¢ast

3.1 Historie fotodynamické terapie

3.1.1 Fototerapie a fotochemoterapie

S vyuzitim svétla jako prevenci onemocnéni a terapii nejriznéjSich
onemocnéni se setkavame jiz u starovékych civilizaci. Fototerapie (tedy uziti
svételného zateni v 1é¢b& nemoci) byla tehdy rozvijena v Cing, Indii, Egypt& nebo
v Recku, kde i diky Hippokratovi dosihla v podobé tzv. helioterapie velké
popularity. V podobné dob¢ se poprvé objevuje 1 uziti fotochemoterapie, pomoci
které bylo ve staré Indii 1éceno vitiligo. Psoraleny, prvni znamé latky vykazujici
fotosenzitivni vlastnosti, pouZzivali pozdéji v jinych formach také Egyptané k 1écbé

leukodermie (Ackroyd at al. 2001, Lee et al. 2020).

S
J
0 0 0

Obr. 1 Struktura psoralenu (Hamblin et St. Denis 2013)

K vétsimu rozvoji fototerapie piispél az o mnoho stoleti pozd¢ji dansky lékar
Niels Finsen. Ve své praci popsal uziti ¢erveného a ultrafialového svétla k 1é¢bé
nestovic (Cervené svétlo) a kozni tuberkuléozy (UV produkované obloukovou
lampou), za coz v roce 1903 obdrzel Nobelovu cenu. Ke klinickému uziti psoralenti
ve fotochemoterapii doslo jest¢ pozdéji, az v 70. letech 20. stoleti, kdy jimi byla
léCena lupénka a nasledné vitiligo. Uplatnéni tyto slouceniny nasly poté

1 v imunoterapii (Ackroyd et al. 2001).

3.1.2 Rozvoj fotodynamické terapie

Celkovy koncept fotodynamické terapie (PDT) jako takové je znam vice
nez sto let. Prvni védecké objevy ndhodné ulinil student mediciny Oscar Raab
pod vedenim profesora Hermana von Tappeinera na pocatku minulého stoleti
v Mnichové. Béhem jeho experimentl s riznymi koncentracemi akridinu tykajici
se rozdilné efektivity v toxicité¢ in vitro a in vivo totiz doSlo k zajimavému
paradoxu — poprveé pii nejnizs$i uZité koncentraci pfitomné organismy (trepky)
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do 1 hodin 40 minut uhynuly, podruhé vSak vykazovaly znamky Zivota i vice
nez po 16 hodinéch. Jedinym rozdilem mezi témito dvéma pokusy byla silné boutka
béhem prvniho experimentu, kterad zapficinila odlisné svételné podminky. Nasledné
experimenty potvrdily pfedpoklad, Ze zvySeni toxicity pro mikroorganismy pisobi
pravé kombinace akridinu a svétla, zatimco ani jedna ze sloZek sama o sobé¢ takovy

potencial nema (Daniell e Hill 1991).

Raab déle vyslovil mySlenku, Ze pravdépodobnéji nez svétlo vedl
k pozorované in vitro toxicité urcity produkt vznikly pfenosem energie. Profesor
von Tappeiner v dalSich letech vyzkum pievzal a vyrazné¢ posunul. Spole¢né
s némeckym dermatologem Albertem Jesionkem navazal na préaci francouzského
neurologa Primea, jehoZ pacient s epilepsii se stal v roce 1900 prvnim zazna-
menanym piijemcem fotosenzitizéru (PS)i sjeho negativnimi ucinky — ordlné
podavany eosin u néj po expozici sluneCnimu zafeni zpisobil fotosenzitizaci
a dermatitidu. Tento poznatek von Tappeiner a Jesionek vyuzili pfi 1é¢bé koznich
tumorl podanim eosinu a vystavenim tkané bilému svétlu pouze na lokalni Grovni.
Experimenty s riznymi koncentracemi a kombinacemi s dalSimi latkami vedly
ve vétSiné  piipadd ke slibnym vysledkim. Vroce 1904 von Tappeiner
s farmakologem a toxikologem Jodlbauerem demonstrovali nutnost pfitomnosti
kysliku pfi fotosenzitizaci a o tfi roky pozd€ji byl jimi poprvé uzit termin
fotodynamicka terapie (PDT) jako popis téchto nakysliku zavislych
fotosenzitizacnich reakci (Hamblin ez St. Denis 2013, Ackroyd et al. 2001,
Daniell e Hill 1991).

3.1.3 Hematoporfyrin a jeho derivaty

Vyvoj PDT je vyrazné spjaty s objevy tykajicimi se PS, v pocatcich
predevsim s hematoporfyrinem (HP). Tato syté fialovoCervend organicka
sloucenina (pozd¢ji identifikovana jako smes) byla poprvé vytvoifena némeckym
chemikem Schrererem v roce 1841. Jeji optické vlastnosti, predevs§im fluorescence,
vSak byly popsany az roku 1861 a pojmenovani na ziklad€ své vyrazné barvy
ziskala jesté pozdé€ji (1871). Biologickymi ucinky HP se zabyval na zacatku
20. stoleti Hausmann, ktery popsal fotosenzitizacni zmény a fototoxicitu
na laboratornich mySich a morcatech. Na clovéku byl HP poprvé pouzit

v roce 1913 némeckym Iékafem Friedrichem Meyer-Betzem, ktery sam sobé



injekéné aplikoval 200 mg HP a jiz béhem nékolika minut po ozéfeni svétlem
pocitoval na danych mistech bolest a vznik otoki. Citlivost ke svétlu navic

pretrvala po dobu nésledujicich dvou mésicti (Daniell ef Hill 1991).

Obr. 2 Friedrich Meyer-Betz s injekcné aplikovanym HP pred (a) a po (b)

expozici slunecnimu zareni (Hamblin et St. Denis 2013)

Dalsi dllezity objev tykajici se HP ucinil roku 1924 Francouz Policard,
ktery pozoroval fluorescenci v experimentalnich potkanich sarkomech po ozareni
Woodovou lampou (A = 365 nm). Tento jev piisoudil akumulaci HP v nddorové
tkani, jez je kliCova pro diagnostické i terapeutické pouziti. Toto zjiSténi nasledné
rozvinuli v Berliné v roce 1942 Auler s Banzerem, ktefi v naddoru prokézali
specifickou retenci a kumulaci HP zaroven s lokalni fotodynamickou reakci
(nekroza tkan€). Experimenty na skupiné zdravych a nemocnych mysi
v nasledujicich letech ukézaly, ze HP nema afinitu ke zdravym tkanim kromé
lymfatické, fetdlni a placentarni tkdné, k omentu a k poranéné hojici se tkani.
V pozdégjsich letech bylo zjisténo, ze se HP v porovnani se zdravou tkani sice
koncentruje predev§im ve tkani maligni, avSak akumulace je pozorovatelna
1 v jatrech, ledvinach a slezin¢ — vzhledem k jejich umisténi a praktické nemoznosti

ozafeni vSak zustala selektivni eradikace nadorové tkané mozna

(Ackroyd et al. 2001, Kessel 2019).

Hlavni nevyhodou jinak slibné terapie zlistavala nutnost pomérné vysokych
davek HP a s tim spojené riziko nezddouci fotosenzitizace a fototoxicity. Prilomem
se stal rok 1955, kdy Schwarz a jeho spolupracovnici popsali podstatu HP.
Bylo zjisténo, ze ve skutecnosti se jednd o smés riznych porfyrini s vyrazné
odliSnymi vlastnostmi a samotny purifikovany HP ma ve skute¢nosti jen velmi

slabou schopnost kumulace v neoplastické tkani, na rozdil od zbyvajicich soucasti
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pivodni smési. Upravou této ,,nehematoporfyrinové® frakce pomoci kyseliny
octové a sirové, acetaitu sodného a solného roztoku byl vytvoren
tzv. hematoporfyrinovy derivat (HpD) — latka s dvojnasobnou fototoxicitou oproti
puvodnimu HP a zaroven s velmi dobrou afinitou k nddorové tkani. Diagnostické
a terapeutické ucinky injekéné podaného HpD byly popsany na Mayo Clinic v roce
1960 Lipsonem a Schwarzem, ¢imz byl opét obnoven hlubsi vyzkum PDT.
Doughertym purifikovany HpD se pak pozdéji stal prvnim klinicky schvalenym
PS pro 1é¢bu  onkologickych onemocnéni pod komerénim nizvem Photofrin®

(Correia et al. 2021, Lee et al. 2020, Ackroyd et al. 2001, Daniell ef Hill 1991).

Pravé Dougherty et al. provedli v roce 1978 prvni preklinické testy PDT
na 25 lidskych pacientech. HpD byl podéan intraven6zné v mnozstvi 2,5 a 5 mg/kg,
jako zdroj svétla byla pouzita xenonova lampa o vykonu 5 000 mW produkujici
zateni o A = 600-700 nm a pacienti byli tomuto zafeni vystaveni 24-168 hodin
po podani PS. Takto 1é€ené maligni léze zahrnovaly karcinomy prsu, tra¢niku,
prostaty, endometria, maligni melanom, dlazdicobunény karcinom (SCC),
bazocelularni karcinom (BCC) a také chondrosarkom, angiosarkom a mycosis
fungoides. Kladné vysledky PDT se objevily 1 v ptipadech, kde konvencni 1écba
selhala — celkem 98 ze 113 lézi vykazalo uplnou regresi, 13 parcidlni a pouze
2 zlstaly bez odpovédi. Souvisejici nezddouci ucinky (citlivost k slune¢nimu
zafeni, erytém, edém a v n¢kolika piipadech az nekroza pokozky) se pak snizovaly
prodlouZzenim intervalu mezi podanim PS a expozici zéafeni alesponn na 3 dny

(Ackroyd et al. 2001, Daniell et Hill 1991).

Testovani v nasledujicich letech pokracovalo. Jednim z dualezitych objevi
se stala identifikace singletového kysliku ('0,) jakozto hlavni cytotoxické
komponenty produkované svételnym zafenim dopadajicim na porfyrin béhem PDT.
Poznatky o eradikaci vaskularizace tumoru po ozafeni vedly mj. k odklonu
od ptvodniho vyuziti PDT k 1é¢bé vlhké makularni degenerace sitnice. V roce 1991
doslo k presnéjsi identifikaci soucasti HpD, slozené¢ho z porfyrinovych monomert,
dimerd a vyS$Sich oligomerd spojenych etherovymi mistky. Purifikovany HpD
zbaveny monomernich porfyrinG byl poté vroce 1995 pod ndzvem Photofrin®
schvalen americkou FDA jako vibec prvni PS pro klinické vyuziti. PDT
se tak zafadila mezi dostupné terapie v onkologické 1é¢bé nejriznéjSich typi

nadord (Kessel 2019, Ackroyd et al. 2001).
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3.2 Principy a mechanismy fotodynamické terapie

Tfemi klicovymi prvky fotodynamické terapie jsou fotosenzitivni latka
(fotosenzitizér — PS), svételné zafeni o specifické vinové délce a molekularni
kyslik C0.). Po (nejéast&ji) systémovém parenterdlnim anebo lokalnim podani
PS dochazi k jeho nespecifické distribuci a nasledné v cilové tkani k jeho specifické
kumulaci, ktera je v idealnim ptipadé¢ co nejvétsi. Kdyz uplyne dostate¢né dlouha
inkubacni doba, cilova tkan je ozafena svétlem o vhodné vinové délce, coz vede
k excitaci PS atim ke startu fotochemickych reakci v tkani. Pokud dojde
k mezisystémovému prechodu, excitovany PS v tripletovém stavu (°PS”) se miize
bud’ vratit do zakladniho stavu vyzafenim svételné energie, nebo interaguje
s okolnimi molekulami, ¢imZ iniciuje vznik 'O, a dalsich vysoce reaktivnich
forem kysliku (ROS). Tyto pochody souhrnné nazyvame jako fotodynamickeé
reakce (PDR), které¢ ve svém dusledku vedou rliznymi mechanismy v cilové

tkani k poskozeni a bunécné smrti (Karges 2022, Correia et al. 2021).

—— : ROS;— _=—p Cell & tissue death

(PDT)
Light Fis
Ps*
—/| _'di
PS Non-specific PS localizaion Light
administration PS distribution in target tissue Activation
(idealized)

Obr. 3 Schématicke znazorneni PDT (Li et al. 2021, upraveno)

3.2.1 Distribuce a selektivni akumulace fotosensitizérua

Efektivita PDT zavisi na mnoha faktorech. Mezi ty hlavni patfi struktura
a vlastnosti samotného PS, s tim pfimo souvisejici lokalizace (az na subcelularni
urovni) a jeho celkové mnozstvi v léCené tkdni. I proto je rychld maximdlni

selektivni akumulace v tumoru zdroven se zlepSovanim moznosti aplikace
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s distribuci vyznamnou soucasti ve vyvoji dalSich PS (Garland et al. 2009,

Konan et al. 2002).

Distribuce piedevsim hydrofobnich PS je mozna napi. pomoci konjugace
s nejruznéj§imi nosi¢i, pomoci liposomt, polymernich nosi¢ti apod. Piimé
specifické cileni na nadorovou tkdn umoziuji napf. monoklonalni protilatky.
I bez nich vS§ak PS vykazuji riznou miru specifity — pro preferencni kumulaci
PS v tumorové tkéani existuje vice vysvétleni. Jak jiZz bylo naznaceno, piijem
cilovymi builkami andslednd subcelularni lokalizace PS je ovlivnéna

jeho nabojem, lipofilitou a celkovou strukturou (Konan et al. 2002).

Celkovy naboj molekuly PS je rozhodujici pii interakcich s bunécnymi
membranami, které maji ndboj negativni. Pozitivné nabit¢ PS tedy budou
membranami prostupovat snadnji nez PS negativné nabité, které v piipadé
nekompenzovani takového naboje lipofilitou prostupuji spiSe za pomoci
endocytozy, alokalizovany tak byvaji v ramci lyzosoma. Naopak kationické
PS mohou pasivnim transportem difundovat pfimo ptes bunéénou membranu,
avzavislosti namife pozitivniho naboje se tak preferencné lokalizuji
bud’ na cytoplazmatické membran€, membranach Golgiho aparatu, mitochondrii
a endoplazmatického retikula (ER; méné pozitivné nabité), anebo uvnitf
mitochondrii (PS s vétsim kladnym nébojem). Samotny charakter naboje

tedy do jisté miry urcuje i subcelularni lokalizaci (van Straten et al. 2017).

Dalsi faktor, lipofilita, ovliviiuje distribuci kazdého xenobiotika v téle.
Pii systétmovém podani PS dochazi v krevnim fecCiSti k vazbé na proteinovy
nosi¢ — hydrofilni PS se vétSinou vazi na albumin, amfifilni na HDL a lipofilni
dovnitt lipidového jadra LDL. Ukazalo se, Ze nddorové buiiky vykazuji abnormalné
vysoky pocet LDL receptori, coz muze vést ptimo k receptorové zprostredkované
endocytoze molekul PS. Ovlivnéna je i jejich subcelularni lokalizace. Nejvice
efektivnimi PS se ukazuji byt pravé ty s relativné hydrofobni strukturou,
které rychle difunduji do bunék nadoru a subcelularnich struktur
jako napt. mitochondrie ¢i ER. Hydrofobnost takovych molekul vSak zaroven
znané ztézuje jejich intravendzni podani. Iproto mize byt transport
PS do cilovych tkani ulehcen a zefektivnén vyuzitim liposomt (Roguin et al. 2019,

Abrahamse ef Hamblin 2016, Garland et al. 2009, Juarranz et al. 2008).
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Vyznamnou roli hraje také celkova struktura molekuly PS — prostorové
uspotradani nébojl, konformace a dalsi vlastnosti PS vyznamné ovliviiuji jeho
pfijem bunkami. Pro selektivni akumulaci v naddorech jsou dulezita také vlastni
specifika takovych tkdni. Nadory jsou kviili svému rychlému ristu typické znaéné
pozménénou vaskularizaci, zvySenou cévni permeabilitou, slabym zasobenim
lymfatickymi cévami a velkym intersticialnim prostorem, v némz se shromazd’uji
pfedevSim hydrofilni PS, které jsou jinak dovnitt neoplastickych bunék piijimany
jen okrajove skrze pinocytézu nebo endocytdézu. Zaroven v tomto prostoru panuje
vyznamné kyselej$i prostfedi (primérné pH = 6,5) nez v normalnich tkanich
(pH =17,5), coz u vétsiny PS, které jsou slabymi kyselinami, zvySuje jejich absorpci
nadorovymi buiikami. Podpofit pfijem latky cilovymi buiikami Ize 1 napt. pomoci

elektroporace (Correia et al. 2021, van Straten ef al. 2017, Garland et al. 2009).

Pro kazdy PS a typ tumoru existuje specifickd doba od podani,
pii které je mnozstvi akumulovaného PS uvnitt nddoru nejvyssi. Nejde vSak vzdy
automaticky o dobu, kdyjevkazdém piipad¢ zahajovano ozafovani

(Garland et al. 2009).

Photosensitizer Cell membrane

D PDT light

Obr. 4 Elektroporace v PDT (Correia et al. 2021)

3.2.2 Svétlo

Terapeuticka efektivita PDT dale zavisi na vlastnostech jeji druhé klicové

soucasti — totiz svételného zateni, které je nutné pro excitaci PS. Svétlo jednak musi
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projit tkanémi do potiebné hloubky, jednak musi byt schopné na misté aktivovat

pfitomny PS (van Straten ef al. 2017).

Hloubka svételné penetrace je zavisla na optickych vlastnostech tkané
(absorpce, rozptyl, odraz) a vinové délce (1) svétla. Svétlo o A v oblasti ptiblizné
600-800 nm prochazi tkdnémi nejlépe. Pfi A < 600 nm je totiz absorbovano
a nepronikd dostatecné hluboko, ptiA > 800 nm zase neposkytuje dostatecné
mnozstvi energie pro excitaci kysliku a naslednou produkci ROS. V PDT je tedy
nejvyuzivanéjsi  toto  rozmezi  vinovych  délek  (tzv. fototerapeutické
okno) — ani tak vSak svétlo vétSinou neprostoupi dale nez na vzdalenost
n¢kolika mm (Correia et al. 2021, Li et al. 2018, Abrahamse et Hamblin 2016,
MacDonald et Dougherty 2001).

650 1000

Obr.5 Zavislost hloubky svetelné penetrace kuzi na vinové délce svétla

(Lee et al. 2020)

PS se vtkani nachdzi ve svém zakladnim singletovém stavu.
Poté, co absorbuje svételné zareni ve formé fotonu, se dostava do excitovaného
singletového stavu ('PS”), ktery je vSak velmi nestabilni. Béhem nékolika
nanosekund mize 'PS’ piebyteénou energii vyzafit bud skrze emisi svétla

(fluorescence vyuzivana v diagnostice a monitoringu), nebo produkci tepla,
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atimse vratit do svého zdkladniho energetického stavu. Muze ale dojit
i k mezisystémovému piechodu, kterym se molekula 'PS” dostane do stabilngjsiho
tripletového stavu (*PS”). 1 vtomto piipadé je nasledné mozné navraceni
do zékladniho stavu pomoci emise fotonu ve formé fosforescence. Delsi Zivotnost
3PS” (az n&kolik desitek pus) umoziuje i piimy pfenos energie na molekularni kyslik

(?0») ¢i interakce s okolnimi biomolekulami (Correia et al. 2021).

3.2.3 Kiyslik

Molekuldrni kyslik je poslednim klicovym prvkem a zarovenl jednou
z hlavnich limitaci PDT — bez jeho pfitomnosti totiz PDR nemohou déle probihat.
Koncentrace Oz se 1i§i mezi riiznymi typy, ale dokonce i mezi odlisnymi ¢4stmi
nadort, a to v zavislosti na mife jejich vaskularizace. Buiiky v hypoxickych ¢astech
tumort s koncentracemi O, niz§imi nez 5 % jsou vi¢i PDT rezistentni. Ubytek
30, vtkani nastdva také v pribéhu PDT zd@vodu tvorby ROS a terapii
zpusobeného poskozeni cévniho zasobeni tumoru. Byly sice provedeny pokusy
se zvySovanim oxygenace pomoci hyperbarické oxygenoterapie, ovSem
s neuspokojivymi vysledky. Testovani piimého (pomoci O, nosi¢tl) a nepiimého
(pomoci enzymu katalasy a intracelularniho H,0») piivedeni *O2 do nddoru mélo
lepsi vysledky a pfimd metoda je 1 b&Zzné vyuzivdna. Méfeni oxygenace tkani
v realném cCase je tedy vyznamnou moznosti pro optimalizaci PDT a jeji vyssi
efektivitu (Correia et al. 2021, van Straten et al. 2017,
MacDonald et Dougherty 2001).

3.2.4 Reakcel. aIl. typu

Jak jiz bylo zminé&no, ozafenim je PS excitovan do 'PS, ktery poté miize
piejit do stavu tripletového. *PS” je nasledné jiz schopen (kromé jiného) iniciovat

dva typy reakci (MacDonald ef Dougherty 2001).

Pii reakcich 1. typu dochéazi k ptenosu elektroni nebo protont:
3PS” interaguje s okolnim organickym substratem za vzniku radikalovych kationtl
a anionti, které reaguji s pfitomnym °0,, ¢imZ dojde k postupné produkci
ROS (napt. -O27, HO-, H203). U vétSiny PS s tetrapyrolovou strukturou (s vyjimkou
bakteriochlorint) v§ak pievazuje reakce II. typu. Pi ni je energie z *PS” pfedavana

piimo na molekulu 0., coz vede ke vzniku vysoce reaktivniho 'O». Produkty
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LLilIl. typu reakce piimo reaguji sbiomolekulami ve svém blizkém
okoli — napt. poskozeni aminokyselin zapfi¢inuje nefunkcnost proteint, peroxidace
lipidd vede k perforaci bunéénych membran. Velkou roli zde hraje subcelularni
lokalizace PS. Vznikly '02 zodpovédny za vétsinu poskozeni ma totiZ velmi malou
stabilitu (s dobou zivota 10-320 ns), jez mu umoznuje ucinkovat jen v okruhu
piiblizné 20 nm od mista jeho vzniku. Tato skute¢nost spolecné s aktivaci
po lokdlnim ozafeni pfispivaji ke specifit¢ a dobré kontrolovatelnosti PDT
(Correiaet al. 2021, Lee e al 2020, van Straten et al. 2017,
Abrahamse ef Hamblin 2016).

Type | reaction

1pg* (electron transfer)
—, Intersystem
4 Crossmg ROS

— *, OH*, H,0,)

Fluorescence or
E | Absorption internal conversion
Type Il reaction
Phosphorescence

(energy transfer)

Cellular death

Ips

Oxygen singlet
('0,)

Obr. 6 Upraveny Jablonského diagram znazornujici fotofyzikalni
mechanismus PDT (Correia et al. 2021)

3.2.5 Biologické mechanismy ucinku

Je popsano né¢kolik hlavnich mechanismu, skrze které béhem PDT dochazi
k destrukci nadorové tkané. Velkou roli vtom, ktery mechanismus bude
prevazovat, hraje predevsim subcelularni lokalizace PS. Dilezité jsou ale i dalsi
faktory (koncentrace PS, svételné zafeni nebo interval mezi podanim
PS a ozafenim). Zatimco in vitro je obecné hlavnim procesem buné¢na smrt, in vivo
se kni vzavislosti na uzitém lécebném rezimu vyznamné piidavaji destrukce
vaskularizace tumoru a imunitni odpovéd organismu (Correia et al. 2021,

Abrahamse ef Hamblin 2016, MacDonald et Dougherty 2001).

= PoSkozeni cytoskeletu

Stejn¢ jako chemoterapie i PDT je schopna u¢inné ni¢it mikrotubuly

a mikrofilamenta naddorovych bunék. V cytosolu lokalizované¢ PS jsou schopné
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mikrotubuly ni¢it piimo skrze produkci 'O, u ostatnich jde o poskozeni nepfimé.
Terapii napt. se zineCnatymi ftalocyaniny jsou mikrotubuly vyrazné alterovany

a bunéény cyklus je zastaven, coz vede az k bunééné smrti (Juarranz et al. 2008).

= Apoptoza, nekroza a autofagie

Leps$imi induktory programované bunééné smrti (hl. apoptoézy) jsou PS
lokalizované v mitochondriich nez ty v cytoplasmatické membrané
(u zde lokalizovanych PS pfevazuje nekroza). Nekrotickd bunééna smrt se obecné
Casto uplatiuje také v pifipadé€, kdy je tumor ozafovan velkou davkou svétla
svysokou intenzitou (Correia et al. 2021, Juarranzet al. 2008,

MacDonald et Dougherty 2001).

=  DPestrukce vaskularizace tumoru

PoSkozeni vaskularizace nadort je dalezitd v Usp&$né 1écbé a dlouhodobé
efektivité PDT — cévy totiz zajist'uji ptisun vyzivy a kysliku a zaroven jsou hlavni
cestou pro Sifeni nddorovych bunék k tvorbé metastaz. U mnoha PS byla prokézana
schopnost vyvolat vasokonstrikci s vytvofenim trombu. Nasledna hypoxie
a nedostatek zivin Usti az v inhibici nddorového bujeni. PS se také mohou
koncentrovat nejen nadorovych bunikéch, ale i v buiikach cévniho endotelu,
coz po ozafeni vede kmnaruseni cévni  stény, =zastaveni  zdsobeni,
a tim 1 zde k buné¢né smrti v tumoru. PoSkozeni endotelialnich bunck cév navic

pozitivné ovlivilyje imunitni systém (Correia et al. 2021, Juarranz et al. 2008).

* Imunologicka reakce

Na rozdil od ptvodnich piedpokladii se ukazalo, ze PDT vicero cestami
vyznamné¢ stimuluje imunitni odpovéd’ organismu, a to nejen v podobé¢ aktivace
systému, ale také imunosupresi, ktera se projevuje predevsim pfi topické terapii.
VeétsSinou vSak PDT imunitni systém aktivuje — nekrdza, poSkozeni cév, zmény
integrity tkani a homeostazy vedou krozvoji zéanétlivé reakce. Produkované
prozanétlivé cytokiny, rustové a tumor-nekrotizujici faktory a jiné proteiny
stimuluji bunky imunitniho systému, coz muze vést ke specifické systémové
imunitni odpovédi na nadorové buiiky pomoci cytotoxickych T lymfocytu,

které pak po téle delsi dobu koluji (Correia et al. 2021, Juarranz et al. 2008).
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3.3 Fotosenzitizéry

Jak jiz bylo feceno, PS jsou spolecné s kyslikem a svétlem klicovymi elementy
PDT. Jejich vlastnosti celou terapii vyznamné ovlivituji. Jde o latky schopné
po excitaci zafenim vhodné vinové délky iniciovat skrze transfer energie, elektronti
¢ivodiku vznik cytotoxickych latek. PS idedlni pro klinickou praxi
by se mél preferencné kumulovat v nadorové tkani, mit nizkou (nejlépe zaddnou)
aktivitu pfiabsenci svétla. Naopak by meél vykazovat vysokou schopnost
PDR a produkce 'O s dal§imi ROS v pfitomnosti svétla — absorpéni maximum
by mél mit pti vinovych délkach umoziujicich dobry prostup zareni tkani, nejlépe
tedy ve fototerapeutickém okné. Po terapii by mél byt rychle ze zdravych tkani
eliminovan kviilli minimalizaci nezddoucich U¢inkid. PS by dale mél byt chemicky
Cistou latkou, kterd je dobfe pfiipravitelnd a skladovatelnd. V soucasné dobé
probiha klinické a preklinické testovani velkého mnozstvi PS (Correia et al. 2021,

Dobson et al. 2018, Li et al. 2018, Abrahamse et Hamblin 2016).

3.3.1 Prvni generace

Do prvni generace PS se fadi prvni pro klinické vyuziti schvaleny a dlouhou
dobu nejpouzivanéjsi porfyrinovy fotosenzitizér — porfimer sodny (zndmy
pod komerénim nazvem Photofrin®). Tento purifikovany HpD slozeny
z porfyrinovych oligomerti a dimerti vSak kromé pro PDT pozitivnich vlastnosti
vykazuje 1 n€kolik nedostatkll, jako je napf. nutnost relativné vysokych davek,
absorpni maximum pii kratké vinové délce (A= 630 nm; snizujici schopnost
vétsiho priichodu zéteni tkanémi), anebo zvySenou akumulaci v kiiZzi znamenajici
prodlouzeni fotosenzitivity pokozky na 6 az 8 tydni po skonceni

PDT (Konan et al. 2002).

Porfimer sodny je v souCasné dobé& klinicky schvalen v celosvétovém
méfitku. Mezi jeho hlavni aplikace patii ptipady plicnich, endobronchidlnich
a obstruk¢nich jicnovych karcinomd, stavy vysokého stupné dysplazie Barrettova

jicnu nebo napt. pouze lokalni vyuZiti pfi lécbé Zalude¢niho karcinomu v Japonsku
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¢1 karcinomu mocového méchyie v Kanadé (Karges 2022, Correia et al. 2021,

van Straten et al. 2017).

U nooc

Obr. 7 Struktura Photofrinu® (Abrahamse et Hamblin 2016)

3.3.2 Druha generace

I kvili fotosenzitivit¢é pokozky a dalSim nevyhoddm vyskytujicim
se u PS prvni generace byly stile zkoumany a vyvijeny jiné latky s potencidlem
novych vhodnych PS pro PDT. Cilem téchto PS byl zisk lepSich vlastnosti:
absorpce zafeni o vysSich vinovych délkach, vétsi specifita a afinita k nadorové
tkani, vétsi produkce 'O, a dalsich ROS a také snizeni vedlejsich negativnich
ucinktl, tykajicich se pravé predevSim ziskané fotosenzitivity kize po terapii.
Druhou generaci PS jiz tvofi chemicky cCisté syntetizované slouceniny, strukturné
casto podobné tetrapyrolovému jadru porfyrini. Patfi sem napt. nové porfyrinové
derivaty, chloriny, texafyriny, ftalocyaniny, porfyceny a PS odvozené
od d-aminolevulové kyseliny (ALA) (Lee et al. 2020, Garland et al. 2009,
Konan et al. 2002).

Chloriny a bakteriochloriny jsou skupinami latek, jeZ maji zastoupeni
mezi klinicky schvéalenymi 1 testovanymi PS. Vyznamny je napf. temoporfin
(Foscan®) uzivany v EU k 1é¢bé nadord hlavy, krku a SCC, nebo talaporfin
(Laserphyrin®) schvaleny v Japonsku pro 1é¢bu glioblastomu a ¢asnych fazi
rakoviny plic. Za bakteriochloriny lze jmenovat napf. derivat padeliporfin
(Tookad®) se slibnymi vysledky pro lé¢bu nadorti prostaty (Karges 2022,
van Straten et al. 2017, Abrahamse et Hamblin 2016).
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Dalsi skupinou PS jsou latky odvozené od ALA, kterd je jako prolécivo dostupna
sama o sob& (Levulan®) nebo jako jeji 10% nanoemulze ve formé& hydrogelu
(Ameluz®). Poslednim PS z této skupiny, jeZ je celosvétové schvaleny piedevsim
pro lécbu BCC a SCC (v USA pouze pro aktinickou keratdzu), je methyl-ALA
(Metvix®, Metvixia®) (Karges 2022, Lee et al. 2020).

Texafyriny 1 porfyceny maji pozitivni vysledky prozatim v ramci pfedbéznych
a klinickych testll. Piikladem mize byt LuTex®, texafyrin s rychlou a vysoce

selektivni akumulaci v nddorovych tkéanich (Garland et al. 2009).

3.3.3 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) maji pro PDT optimalni fotofyzikalni i fotochemické
vlastnosti. Jejich nevyhodou je nizkéd rozpustnost a sklon k agregaci ve vodném
prostiedi, cemuz vSak lze zabranit vhodnou substituci. Vlastnosti Pc jsou dale
vyrazné ovlivnény piitomnosti centralniho iontu kovu. Zatimco Pc bez centralniho
atomu, s kobaltem, niklem nebo médi produkuji pouze omezené mnozstvi
10, a dalgich ROS, Pc se zinkem, hlinikem ¢&i kiemikem v tomto sméru vykazuji

pro PDT vyrazné zlepSeni (Lan ef al. 2019, Garland et al. 2009).

Pc byly objeveny ndhodné béhem primyslové vyroby ftalimidu roku 1928
ve Skotsku. Jde o syntetické analogy porfyrinu, konkrétné o tetraazoporfyrinové
derivaty, majici rozsahly konjugovany systém. Diky svym fotofyzikalnim
vlastnostem se ukazaly byt velmi dobte vyuzitelné v PDT — nejlépe absorbuji svétlo
o vilnovych délkach v blizké IR oblasti (Amaxkolem 670 nm), maji vysokou
fotostabilitu a v porovnani s porfyriny dokazi vice produkovat 'O,. Variabilita
v moZznostech substituci a Uprav makrocyklu zase umoziluje zlepSeni jejich
fotochemickych vlastnosti. Prodlouzenim systému konjugovanych vazeb
(napf. pfipojenim benzenl za vzniku naftalocyaninu) dochazi k absorpci pfi jesté
delSich vlnovych délkach, koordinaci s ionty diamagnetickych kovii, napf. zinku,
u nich lze pfi PDT dosahnout dlouhotrvajiciho *PS” s efektivngjsi produkci ROS
(Kollar et al. 2020, Cheng et al. 2019, Li et al. 2018).
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Obr. 8 Struktura Pc (Cheng et al. 2019)

3.3.4 Treti generace

Treti generace fotosenzitizéra pftisla s dal§imi pokroky ve vyzkumu
a upravé latek (Casto PS druhé generace), které by ndsledné mély jesté lepsi
fyzikalni, chemické a terapeutické vlastnosti — pfedev§im specifi¢nost akumulace
v neoplastické tkani, a tedy zaroven vyssi efektivnost pii PDT. Snahou bylo také
prekonani pretrvavajici fotosenzitivity kiize po PDT a umoznéni systémové
distribuce i t€ém PS, u kterych je pro jejich hydrofobni charakter obtizna. Toho bylo
docileno  pfedev§im  konjugaci PS s pomocnymi  biomolekulami
a nosic¢i — nano-Casticemi, liposomy,  protilatkami. Specificke cileni
PS do nadorové tkané umoznuje snizeni nutné davky PS, a timidal$i snizeni
nezadoucich uc¢inki. Pro pouziti vyhodna je také skutecnost, ze se vétSinove jedna
o PS absorbujici zafeni o vinovych délkach blizkych IR, coZ umoziuje lepsi
penetraci  svétla do tkani (Roguin et al. 2019, Dobson et al. 2018,
von Straten et al. 2017, Hong et al. 2016, Juarranz et al. 2008).

3.4 Supramolekularni interakce

Systémy na bazi supramolekuldrnich nekovalentnich interakci maji velky
vyznam a potencial v diagnostice a terapii nadort jiz néjakou dobu. Piedevs§im
jejich schopnost transportu a selektivni aktivace az v cilovém misté, tedy uvnitf
nadorovych bunék, je pro tyto ucely ¢ini mimofadnymi, a to obzvlast’ v porovnani
s roz§ifenymi moznostmi v nadorovych terapiich, které se ovSem potykaji

s nespecifitou a cytotoxicitou i pro zdravé bunky a tkané. Makrocyklické
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hostitelské molekuly mohou byt vhodnym nosi¢em, stabilizatorem nebo prvkem
zajistujicim lepSi biologickou dostupnost 1éCiv. Supramolekularni chemie
se tak pfimo stala i soucasti vyvoje novych PS, jez by dokazaly jesté 1épe
piekonavat problémy spojené stémi dosavadnimi pifi jejich pouziti v PDT

(Cheng et al. 2019, Li et al. 2018, Bolfarini et al. 2014).

3.4.1 Kukurbiturily

Kukurbiturily (CB[n] — ,,n“ oznacuje pocet podjednotek) jsou robustni
makrocyklické slouc¢eniny, nékdy nazyvané takeé jako ,,makrocyklické kontejnery*.
Prvnimi, kdo tuto latku kondenzaéni reakei glykourilu s formaldehydem v kyselém
prostfedi syntetizovali, byl Behrend et al. v roce 1905. Jeji vyjimecnd struktura
(hydrofobni dutina se dvéma elektronegativnimi karbonylovymi portaly po obou
stranach) vSak byla popsana az v roce 1981, kdy také pro podobnost s dyni dostala
své jméno. Dalsi homology CB[n] vSak byly izolovany a pfesné identifikovany
azna prelomu 20. a 2I.stoleti. Prosvé unikatni vlastnosti (silnou afinitu
a vazebnou schopnost, nizkou toxicitu, vysokou chemickou stabilitu, moznost
zlepSeni rozpustnosti ve vodném prostiedi pomoci kyselin, alkalickych kovi
¢i piipojenim funkénich skupin), univerzalnost a snadnou piipravu se i pfes svou
kratkou historii staly vyznamnou souc¢ésti supramolekularni chemie napft. ve formé
cilenych protinddorovych transportnich systému. Tvoii komplexy s nejriznéjSimi
organickymi i anorganickymi slou¢eninami, a to v¢etné Pc vyuzivanych v PDT

(Kashyap et al. 2021, Cheng et al. 2019, Koc et Tuncel 2017).
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Obr. 9 Struktura CB[n] (Cheng et al. 2019, upraveno)

3.4.2 Supramolekularni komplexy v PDT

Supramolekularni komplexy CB[n] maji v PDT uplatnéni z vice davodi.

Nejen, Ze zlepsuji fotostabilitu i optické vlastnosti molekuly, ale také ve vodném
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prostfedi zabranuji agregaci hydrofobnich latek. V PDT jsou tyto makrocyklické
supramolekularni systémy vyuzivané také ve vyvoji novych PS schopnych aktivace
(fluorescence, fotodynamické ¢i antimikrobni aktivity) i deaktivace pfimo v misté
ureni, atedy vdalSim zefektivnéni celé terapie, pfip. diagnostiky

(Yuan et al. 2020, Chen et al. 2017, Koc et Tuncel 2017).

Pc (a tedy i1 zinecnaté Pc) jsou hydrofobnimi PS, coZz sice zlepSuje jejich
schopnost vstupu do nadorovych bunck, zaroveinl je tim vSak zhorSena moznost
jejich systémového podani. Ve vodném prostiedi dochdzi navic k nezaddouci
agregaci, které lze zabranit napf. vhodnou substituci Pc a naslednym vytvofenim
komplexu s navenek hydrofilnimi CB[n], coZz kromé& oslabeni agregace zlepSuje
i schopnost fluorescence a produkce 'O, takto pfipravenymi PS. Na druhou stranu,
vzhledem k velké hydrofilni struktufe dochazi ke snizeni vstupu takovych

molekularnich komplexi dovnitf bun€k (Kociscakova et al. 2023).
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4 Cile prace

* Stanoveni in vitro fototoxicity vybranych zine¢natych ftalocyanini a jejich
supramolekularnich komplexti s CB[7] na buné¢né linii HeLa

= Uréeni subcelularni lokalizace

= Porovnani u¢innosti a zhodnoceni
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5 Material a metodika

5.1 Zakladni vybaveni

sterilni serologické pipety riznych velikosti (Eppendorf, Némecko)
sterilni Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)

sterilni laboratorni sklo (Simax, Ceska republika)

sterilni kultivaéni plast (TPP, Svycarsko)

sterilni plastové Spic¢ky raznych velikosti (Eppendorf)
mikrozkumavky riznych velikosti (Eppendorf)

Biirkerova komurka (Brand)

sterilni plastové vanic¢ky (Eppendorf)

sterilni 96jamkové mikrotitracni destiCky (TPP)

sterilni Petriho misky se sklenénym dnem (WillCo Wells, Nizozemsko)

5.2 Pristrojové vybaveni

chladni¢ka s mrazakem (Liebherr, Svycarsko)

vodni lazen (Memmert, Némecko)

laminarni boxy (EuroClone, Itélie)

elektronicky pipetovaci nastavec (Eppendorf)

bunécny inkubator s termostatem (Esco, Singapurska republika)
mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

elektronicka automatickd multikandlova pipeta (Eppendorf)

automatické pipety rizného rozsahu (Eppendorf)

xenonova lampa (Newport, USA)

&te¢ka mikrotitraénich desti¢ek Tecan Infinite 200Pro (Tecan, Svycarsko)
fluorescenéni mikroskop Nikon Eclipse Ti-E (Nikon) s sSCMOS kamerou
Andor Zyla 5.5 (Andor Technology, Velka Britanie) a fluorescencnim
zdrojem pE-300 white CoolLED (CoolLED Ltd., Velka Britanie)

5.3 Chemikalie a reagencie

kultivacni médium DMEM (Lonza, Belgie)

fetalni bovinni sérum (FBS; Sigma, Némecko)
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* roztok penicilin/streptomycin (Lonza)

= HEPES pufr (Sigma)

» ultraglutamin I (Lonza)

= PBS pufr (Sigma)

» roztok trypsin-EDTA (Lonza)

* 0,4% trypanova modf (Sigma)

= 3% roztok peroxidu vodiku (Fluka, Sigma)

* neutrdlni ¢erven (Sigma)

» fixaéni roztok (1% CaCl; v 0,5% HCHO v H;0)

» lyzacni roztok (1% CH3COOH v 50% EtOH v H,O)

= fotosensitizéry (védecka skupina prof. Zimcika, FaF UK)

= CB[7] (védecka skupina prof. Sindelate, Pfirodovédecka fakulta,
Masarykova univerzita, Brno)

= bezsérové kultivacni médium (SFM; Lonza, Belgie)

» fluorescenéni sondy Hoechst 33342, MitoTracker™ Green FM,
LysoTracker™ Green DND-22 (Molecular Probes, USA)

5.4 Kultivace bunék

5.4.1 Bunééna linie HeLa

Pro veskeré experimenty byly pouzity buitky HeLa. Jednéd se o nadorovou
bunécnou linii, kterd vznikla odebranim cervikalnich bun€k onkologické pacientky
Henrietty Lacks v roce 1951. Diky svym vyjime¢nym vlastnostem se HeLa bunky
staly dualezitou soucasti nejen na poli vyzkumu nadorovych onemocnéni

(Lucey et al. 2009, Masters 2002).

5.4.2 Kultivaé¢ni médium

Pro zajiSténi vhodnych podminek je nutné pouziti média
se spravnym obsahem pozadovanych latek. Ke kultivaci HeLa bun¢k a vSechny
experimenty s nimi bylo pouzito DMEM medium (500 ml) obohacené o 50 ml FBS,
5 ml HEPES pufru, 5 ml roztoku antibiotik a 10 ml ultraglutaminu I. Cela ptiprava
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kultiva¢niho média vzdy probihd za striktn€ sterilnich podminek v laminarnim

boxu.

5.4.3 Pasazovani

Médium se uchovava v chladni¢ce, PBS pfi laboratorni teploté a trypsin
v mrazéku. Pfed kaZdou praci s nimi se proto nechavaji dostate¢né¢ dlouhou dobu

nahtat ve vodni lazni temperované na 37 °C.

Po dobé dostatecné dlouhé na to, aby buiky v souvislé vrstvé pokryly dno
kultivacni lahve, je vzdy nutné je zpasazovat. Zpravidla se jedna o 3 az 4 dny,
po kterych bunky téméf zaplni dno kultivaéni lahve (z 80-90 %). Principem
pasdzovani jako takového je pfeneseni Casti bunck ze staré kultury (kultivacni
lahve) do nové, ve které je Cerstvé médium a dostatek prostoru pro dal$i bunécné
déleni a rist. Proces pasazovani je dilezity predevsim kvili udrzeni
zivotaschopnosti bun¢k a zajisténi stejnych podminek pro bunky pii in vitro
experimentech. Nezbytnosti je pak dodrzeni pfisné sterilnich podminek, prace
v lamindrnim boxu a zabranéni kontaminace jednotlivych reagencii i bunék

samotnych.

Pted pasdzovanim jako takovym je potieba dat do vodni lazné temperované
na 37 °C nahfat lahev s pfipravenym médiem, lahev s PBS a zkumavku s roztokem
trypsinu. Zaroven je nutnd kontrola samotné bunécné kultury a zda v ni neni

pritomna kontaminace, coz se pred kazdym pasadzovanim provadi mikroskopicky.

Dalsim krokem je odebrani starého média z kultivaéni lahve (v naSem piipad¢
lahev o ploge 75 cm?) s butikami. Nasledné je jeji dno dvakrat opatrné oplachnuto
5 ml PBS. Poté se Pasteurovou pipetou do lahve ptfidd 1 ml roztoku trypsinu
a zaviend lahev se umisti na maximaln¢ 5 minut do buné¢ného inkubatoru (37 °C),

diky ¢emuz dojde k oddé€leni bun¢k ode dna lahve.

Po uplynuti n€kolika minut se pod mikroskopem zkontroluje oddéleni bunék
ode dna kultiva¢ni lahve — jsou pozorovatelné pohybujici se shluky bunék. Do lahve
se nasledné pfida 9 ml kultivacniho média, coZ inaktivuje pfitomny trypsin tak,
aby nedoslo k poskozeni bun¢k. Bunécné shluky jsou nasledné resuspendovany
opakovanym (10x%) nasatim suspenze pipetou a jejim rychlym vypusténim proti dnu

kultivaéni lahve, ¢imz se dosahne vzniku homogenni bunétné suspenze. Céast
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z ni se poté pipetou odebere a pienese do nové lahve s 15 ml Cerstvého media.
Mnozstvi suspenze, které je pfeneseno, zavisi na stavu bun€k zjisténém na zacatku
pasazovani mikroskopicky a dle ristu v pfedchozich pasazich. Zbytek bunck
ve staré¢ kultivacni lahvi se pouziva pro experimenty (pocitani bun¢k, nasazeni
mikrotitracni desti¢ky). Suspenze se v nové lahvi promichd s médiem opétovnym
nasatim a vypusténim, lahev se uzavie a pfenese se do bunécného inkubatoru.

Zde se pak buniky za standardnich podminek kultivuji az do dalsi pasaze.

5.5 Pocitani bunék

Pro zjisténi zivotaschopnosti buné€k se provadi jejich pocitani v Biirkeroveé
komiirce. Jde o nezbytny krok pro nasazeni spravné koncentrace bunck
napft. na mikrotitracni destiCky na dal$i experimenty. K pocitani se buniky smisi
s roztokem trypanové modii v poméru 1:1. Diky aktivnimu transportu tohoto
barviva ven z zivych bun¢k zlstavaji obarvené pouze mrtvé bunky, které takového
transportu nejsou schopné. V Biirkerové komtirce jsou tedy zivé a mrtvé bunky

dobre odlisitelné.

Do zkumavky se nejprve napipetuje 100 pl roztoku 0,4% trypanové modfi,
ke které se ptida stejné mnozstvi dobie resuspendované bunééné suspenze. Cely
obsah zkumavky je nasledné dikladné promichan. Pipetou se z n&j poté po kratké
inkubaci pfenese na kazdou piilku Biirkerovy komirky 10 pl. Na zavér se vzorek
mikroskopicky zhodnoti a pocet zivych bunck se uvadi jako pocet bunék v 1 ml

suspenze.

5.6 Stanoveni fototoxicity

5.6.1 Nasazeni bunék na desticky

Nasazeni bunék do mikrotitra¢ni desticky probiha opét za sterilnich podminek

v laminarnim boxu.

Nejprve se vysledek z predchoziho kroku (pocet zivych bun¢k v 1 ml) pouzije

pro vypocet poméru bunécné suspenze a kultivaéniho média tak, aby bylo zajisténo
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konstantni mnoZstvi bun¢k na destickach, a zaroven tedy i konstantni podminky
a reprodukovatelnost nasledujicich experimentii. Ve sterilni plastové vaniCce
se dobfe smichd dané mnozstvi kultivacniho média a bunééné suspenze. Vznikla
nafedéné bunécéna suspenze se pomoci elektronické automatické multikandlové
pipety pfenese do 96-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky v objemu 100 pl na jamku.
Vysledné mnozstvi HeLa bun¢k v jedné jamce ¢ini 7 500 bunék. Takto piipravena
desticka se nechd 24 hodin inkubovat v laboratornim bunééném inkubatoru

za standardnich podminek (37 °C, 5 % CO> a konstantni vysoka humidita).

5.6.2 Pouzité fotosenzitizéry

Strukturni zéklad zkoumanych PS tvofi ftalocyaniny s centralnim atomem
zinku. Substituovany jsou skupinami na bdzi 1-aminoadamantylu. Spojovaci
mustek se mezi jednotlivymi derivaty li§i stupném alkylace aminoskupiny. U latky
LK3 se periferni substituenty na bazi adamantylu vazi ptes atom siry, u ostatnich

PS pres kyslik.

o
LK-21 k\ " H
/NHQ LK-23 NQ
Ve

Obr. 10 Struktura uzitych Pc
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Supramolekularni komplex stémito Pc byl vytvofen pomoci
CB[7] —navenek hydrofilnim molekulam s elektronegativnimi  karbonyly

a hydrofobni dutinou, ktera k adamantylovym skupinam vykazuje silnou afinitu.

N o !
\N Nf)
CB[7]n=7 0 h
O

Obr. 11 Struktura CB[7]

5.6.3 Pridani fotosenzitizéru na desticku

Po jednodenni inkubaci je nejprve potieba vyménit pomoci automatické
multikanalové pipety v celé desticce kultivacni médium v jamkach, které obsahuji
kontrolni buiiky (neovlivnéné kontroly a pozitivni kontroly, ke kterym bude
nasledné pfidana letalni davka peroxidu vodiku). Ke zbylym buitkkdm na desti¢ce
jsou pridany fotosenzitizéry v pozadovanych koncentracich, které¢ se predem
pfipravi nafedénim zasobnich roztoki za pouziti média ve sterilnich zkumavkach.
Pted piidanim studované latky se z dané jamky odsaje 100 pl média. Nasledné
se stejné¢ mnozstvi pfipraveného pracovniho roztoku PSpfidd. Jamky
pro experimenty jsou vybirany uprostfed desticky. Posledni sloupec jamek
je pak vyuzit jako pozitivni kontrola — k buiikam zde se pfidava letalni davka H2Os.
Nésledn¢ se fadné oznacend desticka inkubuje 12/24 hodin za standardnich

podminek v bunééném inkubétoru.

Veskera prace s fotosenzitivnimi latkami probiha bez pfistupu piimého

svétla v co nejvetSim Seru, aby nedoSlo k jejich predcasné fotoaktivaci.

5.6.4 Ozarovani

Po inkubaci se celd desticka oplachne za sterilnich podminek a k bunikam
je pridano Cisté kultivacni médium (100 pl na jamku). Vymeéna media probiha tésné

pied tim, nez je desticka pfemisténa pod xenonovou lampu (vykon nastaven
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na 400 W; A > 570 nm; 12,4 mW/cm?), pod kterou je ozafovana po dobu 15 minut
(11,2 J/em?). Poté se desti¢ka vraci do inkubétoru na dalsich 24 hodin.

5.7 Test vychytavani neutralni ¢ervené a zpracovani vysledki

Metoda zjist'ovani Zivotaschopnosti bunék s pomoci neutralni ¢ervené (NR)
patfi mezi jednu z nejvyuzivanéjSich. Na rozdil od vétSiny pfedchozich krokl

probihd v nesterilnim laboratornim prostiedi.

Pred piidanim roztoku NR je potiebné provést oplach bunék cCerstvym
médiem, a to dle potteby az tfikrat. Takovato vyména media je (podobné jako
vymeéna pred ozafovanim) dilezitd predevSim kvili odstranéni piipadnych zbytkt
PS vmediu, vtomto piipadé pro mozné faleSné zvySeni absorbance

pii vyhodnoceni.

V plastové vanicce je dale smichdno potfebné mnozstvi kultivacniho média
s danym mnozstvim zdsobniho roztoku NR, tak aby findlni koncentrace v jamce
byla 30 pg/ml. Elektronickou multikandlovou automatickou pipetou se poté
do kazdé¢ jamky pipetuje 100 pl ptipraveného roztoku a takto pfipravena desticka

se na 2 hodiny pfemist'uje do bunééného inkubatoru.

Po uplynuti inkuba¢ni doby se odstrani médium obsahujici NR a elektronickou
multikanalovou pipetou se do kazdé jamky ptida 90 pl fixaéniho roztoku.
Za laboratorni teploty se pak bunky nechaji 15 minut fixovat. Nasledné
se z desticky fixac¢ni roztok odstrani a buniky se dvakrat oplachnou 90 pl PBS.
Poté se jiz ptidava lyzaéni roztok, opét v mnozstvi 90 pl na jamku. Desticka s timto

roztokem se nechava 30 minut lyzovat pii laboratorni teploté na deskové tfepacce.

Po kompletni lyze bunck je kazd4d jamka spektrofotometricky prométena
pii vinové délce 540 nm c¢teckou mikrotitraénich desticek Tecan Infinite 200 Pro.
Po odecteni signalu pozitivnich kontrol (bunky usmrcené letdlni davkou peroxidu
vodiku — pozadi) je zZivotaschopnost bun¢k uvadéna jako procenta neovlivnéné

kontroly.
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5.8 Subcelularni lokalizace

Urceni subceluldrni lokalizace zkoumanych PS probiha pomoci fluorescencni
mikroskopie. Pro nasazeni bun¢k se pouziva Petriho miska se sklenénym dnem
vhodna pro konfokdlni mikroskopii, do které se bunky pifenesou v mnozstvi
1,8 x 10* bun&k/Petriho misku, a pak se 24 hodin inkubuji za standardnich
podminek v bunééném inkubdtoru. Nasledné je knim pfidin zkoumany
PS v koncentraci 1 uM a inkubace dalSich 12 hodin pokracuje. Buiiky jsou poté
oznaceny fluorescenénimi sondami — 0,4 uM LysoTracker™ Blue DND-22
pro znaceni lyzosomi (obecné kyselych organel), 0,4 uM MitoTracker™ Green
FM ke znaceni mitochondrii a 10 nM Hoechst 33342 k oznaceni jader. Buiky
se dale nechaji se sondami 20 min inkubovat, oplachnou se dvakrat PBS
a po pridani SFM se pozoruji pod fluorescencnim mikroskopem. Ozafovany jsou
LED zdrojem nastavenym na 50 % vykonu a zobrazeni jednotlivych bunécnych
¢asti probihd pomoci FITC, Cy5 a DAPI filtra. Fotografie potfizené chlazenou
sCMOS kamerou pii plném rozliSeni se zpracovavaji softwarem NIS Elements

AR 4.20.01.
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6 Vysledky
6.1 CBJ[7]

Toxicita CB[7] pouzitého nasledné pro tvorbu supramolekuldrnich komplexi
s Pc byla nejprve samostatné zjiSténa v rozmezi koncentraci 10— 1000 uM

v a bez pritomnosti aktivacniho svétla.
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Obr. 12 Graf zivotaschopnosti HeLa bunék v zavislosti na koncentraci CB[7],
s kterym byly inkubovany. Fototoxicita (zelend) ani toxicita bez ozdreni (Cernd)

nebyla u CB[7] v celéem pouzitém koncentracnim rozmezi zaznamendna.
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6.2 LK3

Pro zjisténi toxicity latky LK3 po ozafeni byly v pfipad¢ samotného Pc i jeho
supramolekularniho komplexu s CB[7] pouzity stejné koncentrace v rozmezi
0,003 — 10 uM. Ze ziskanych hodnot nasledné¢ stanovena stfedni efektivni
koncentrace (ECsop)  odpovida 0,303 +0,011 upM  pro  samotnou LK3
a 0,176 + 0,012 uM pro kombinaci LK3 a CB[7].
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Obr. 13 Graf znazornujici Zivotaschopnost HeLa bunék v zavislosti na vzristajici

koncentraci latky LK3 (cervend) a LK3+CB[7] (modra)
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6.3 LKI16

Totoxicita latky LK16 po ozafeni byla zkoumana ve dvou koncentracnich
rozmezich — samotnd LK16 mezi 0,003 a 1 uM, supramolekularni interakce mezi
LK16 a CB[7] v rozmezi 0,07 a 100 uM. Hodnota vysledné ECso u LK16 vysla
0,268 + 0,021 uM a v ptipadé¢ LK16+CB[7] na 52,15 £ 25,12 uM.
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Obr. 14 Graf zavislosti Zivotaschopnosti HeLa bunék na koncentracich latky

LK16 (cervena) a LK16+CB/[7] (modra)
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6.4 LK21

Stanoveni totoxicity latky LK21 po ozéafeni probéhlo v koncentraénim
rozmezi 0,003 — 0,5 uM (pro samotnou LK21) a 0,1 — 50 uM (pro LK21+CB[7]).
Ze ziskanych hodnot stanovena ECso vySla pro LK21 0,124 + 0,029 uM,
pro LK21+CBJ[7] 1,52 + 0,42 uM.
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Obr. 15 Graf zavislosti Zivotaschopnosti HeLa bunék na koncentracich latky

LK2] (¢ervena) a LK21+CB/[7] (modra)
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6.5 LK23

Cytotoxicita samotné latky LK23 po ozafeni byla zjiStovana v rozmezi
koncentraci 0,001 — 3 uM, cytotoxicita supramolekularni interakce LK23 s CB[7]
po ozafeni v rozmezi 0,3 — 60 uM. Jejich ECso byly stanoveny na 0,288 + 0,010 uM
pro LK23 a 48,90 + 1,81 uM pro LK23+CB[7].
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Obr. 16 Graf Zivotaschopnosti HeLa bunék v zavislosti na uzité koncentraci

LK23 (cervena) a LK23+CB[7] (modra)
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6.6 Subcelularni lokalizace

Fluorescenénimi sondami znafené HeLa bunky byly dokumentovany
za pouziti filtri (DAPI, FITC, Cy5). Fotografie vlevo nahote vedle grafii intenzity
fluorescence (v Obr. 17 — Obr. 22) jsou piekryté fluorescenéni kanaly — viditelné
je zde jadro (modrd), lyzosomy (zelend) a umisténi pouzitého PS (Cervend).
Fotografie v fadé pod nim jsou pofizeny s pouzitim filtri a pfedstavuji jejich
zobrazeni jednotlivé: lyzosomy (vlevo dole) za pouziti filtru FITC, vlastni
fluorescence PS (dole uprostied) pozorovana filtrem CyS5 a jadra (vpravo dole)

pod filtrem DAPI.

Z fotografii je patrné, ze vSechny zkoumané¢ latky se nachéazeji v lyzosomech,
jejichz signdly se kryji se signaly PS. Latky LK16 a LK21 se navic lokalizovaly
i v mitochondriich (Obr. 20 a Obr. 22).
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6.6.1 LK3

[=]

Normalizovana intenzita

lyzosomy

AL

o n o n =]
- - (3]

®
=
N
<
[
2
£
g
(=
@
>
=]
N
©
£
I
=}
Z

Vzdalenost / pm

lyzosomy

Obr. 17 Zobrazeni subceluldrni lokalizace LK3 (A) a LK3+CB[7] (B) pomoci

fluorescencni mikroskopie
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6.6.2 LK16
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Obr. 18 Subcelularni lokalizace LK16 (A) a LK16+CB/[7] (B) pomoci

fluorescencni mikroskopie
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Obr. 19 Zobrazeni subcelularni lokalizace LK16 v mitochondriich pomoci

fluorescencni mikroskopie
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6.6.3 LK21

Normalizovana intenzita

Te} (=]
-—

Vzdalenost / um

lyzosomy

o]
x
N
£
@
2
£
hu]
c
&
>
[=]
N
©
E
1
=)
=

1)
Vzdalenost / pm

lyzosomy

Obr. 20 Subcelularni lokalizace LK21 (4) a LK+CB[7] (B) pomoci fluorescencni

mikroskopie

43



Normalizovana intenzita

wn =

—

Vzdalenost / ym

mitoéh?c';hqrie

Obr. 21 Zobrazeni subceluldarni lokalizace LK21 v mitochondriich pomoci

fluorescencni mikroskopie
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6.6.4 LK23
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Obr. 22 Subcelularni lokalizace LK23 (A) a LK23+CB/[7] (B) pomoci

fluorescencni mikroskopie
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7 Diskuse

Vzhledem k zévaznosti onkologickych onemocnéni a stadlému nedostatku
efektivnich, a pfedevSim dostupnych metod 1éCby je vyzkum v této oblasti jednim
z téch nejrozsahlejSich. PDT bezesporu patii mezi slibné a v nékterych odvétvi
jizrozSifené moznosti terapie a ackoli jeji koncept byl objeven
jiz pted vice nez sto lety, obzvlasté v poslednich desetiletich prosla velkym
vyvojem. Pro svou vysokou selektivitu, minimélni invazivnost a ve vysledku
1jednoduchost ma potencial zatadit se mezi béZné nadorové terapie. Jednou
z prekazek, které tomuto stoji v cesté, je nedostatek vhodnych PS s vlastnostmi,

které by takové $irsi vyuziti umoznily (Brown et al. 2004).

Pc jsou vyznamnou skupinou PS druhé generace. Oproti pfedchozim
PS vykazuji vy$si stabilitu, maximalné absorbuji zafeni ve fototerapeutickém okné
(L= 600-800 nm) a maji velmi vysokou schopnost produkce '02. Vhodnou tpravou
v jejich struktufe lze navic jejich vlastnosti dale zlepSovat —napi. zine¢naté
ftalocyaniny (ale i jiné Pc s centralnim atomem diamagnetického kovu) zlstavaji
delsi dobu v73PS* a jsou tak schopné vyssi produkce ROS. Nevyhodou
vSak zlstava slabsi selektivita k nddorové tkéani, a predevsSim nizkd rozpustnost
a nachylnost k agregaci. Jednim z moznych feSeni, kterym Ize témto negativim
predejit, je jejich spojeni s latkami (nosici), jez tomu zabrani. Kromé liposom,
polymernich micel apod. se do popfedi dostavaji také komplexy na bazi

supramolekularnich interakci (Lamch et al. 2016).

CB[n] pfedstavuji pomérné¢ mladou skupinu latek s Sirokym spektrem
aplikaci. Diky svym unikatnim vlastnostem nachazi vyuziti v supramolekularni
chemii jako hostitelské molekuly mnoha latek — 1é¢iv, sacharidd, peptida, proteinti
apod., kterym supramolekularni interakce zajiStuje napf. zlepSeni vlastnosti,
schopnost aktivace, degradace a katalyzy ¢i cilenou distribuci do mista urceni
v organismu. CB[n] mezi ostatnimi makrocykly uzivanymi k podobnym uceltim
vynikaji obzvlasté nizkou toxicitou (v koncentraénim rozmezi uzitém v této praci
na buiikdch HeLa nebyla viibec zaznamenéna) a silnou vazebnou schopnosti. Velmi
stabilni komplexy tvoii mj. i s adamantany (Cheng et al. 2019, Assaf ef Nau 2015,
Girek et Sliwa 2014).
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Latky zkoumané v této praci jsou tvofeny ftalocyaninovym jadrem
s koordina¢né vazanym centralnim atomem zinku substituovanym periferné ctyifmi
skupinami na bazi pravé 1-aminoadamantylu, ke kterym maji CB[n] silnou afinitu.
Vsechny tyto PS byly syntetizovany védeckou skupinou prof. PharmDr. Petra
Zimc¢ika, Ph.D na Katedfe farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Farmaceutick¢ fakulty v Hradci Kralové. Vlastnosti mezi jednotlivymi
CB[n] homology se pomérné vyrazné liSi . Pouzity CB[7], v naSem ptipadé¢
syntetizovany védeckou skupinou prof. Ing. Vladimira Sindelate, Ph.D. na Ustavu
chemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné, patii v soucasné
dobé k tém nejvyhleddvanéjSim, a to predevSim pro svou dobrou rozpustnost
ve vodném prostiedi, vhodnou velikost hydrofobni dutiny a vyraznou afinitu
k zddanym latkdm (Koc e Tuncel 2017, Assaf e Nau 2015). Diky vSem témto
vlastnostem tvofi snami pouzitymi Pc stabilni supramolekularni komplexy

v ponéru 4:1 vhodné pro vyuziti v PDT.

Studované latky se kromé& stupné alkylace aminoskupiny ve spojovacim
mustku substituentu na bazi adamantylu 1i§i 1atomem, pfes ktery
se tento substituent ke ftalocyaninovému jadru vaze. U LK16, LK21 a LK23
se jednd o kyslik, u LK3 o siru. Kvalitativni odliSnost tohoto atomu mize
nezanedbatelné¢ ovlivilovat absorpci zéfeni, a tedy i vyslednou efektivitu PDT

(Kociscakova et al. 2023).

Dtlezitou roli vtypu bunéfného poskozeni a celkové ucinnosti hraje
(ptedevsim vzhledem k velmi kratké Zivotnosti 'O, a ROS) také subcelularni
lokalizace PS, kterd byla u zkoumanych latek zjiStovana pomoci fluorescenéni
mikroskopie. Obecné se dé fici, ze hydrofobni PS s méné zapornymi naboji
snadnéji difunduji skrz cytoplazmatickou membranu, méné hydrofobni s vétSim
zépornym ndbojem jsou nadorovymi bunkami pfijimény castéji endocytdzou.
Subcelularni lokalizace PS je jednim z faktorti, které vyznamné ovliviiuji typ
nasledné buné¢né smrti — umisténi v lyzosomech a mitochondriich, které vykazuji
PS uzité v této praci, prispiva obzvlasté k apoptdze (Abrahamse e Hamblin 2016,

Castano et al. 2005, Wood et al. 1997).

Fotodynamicka aktivita testovanych latek byla zkoumdna na lidské

cervikalni nadorové bunécéné linii HeLa kultivované za standardnich podminek.
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Nejlepsich vysledklh pro pouziti v PDT zde doséhla latka LKI16, jejiz
ECso odpovida 0,124 + 0,029 uM. Mirné piekvapivé nebylo prokazano zlepSeni
efektivity PDT pomoci supramolekularni interakce s CB7, a to i pfesto, ze skrze
ni byla zajiSténa lepsi rozpustnost a pln¢ monomerni stav PS ve vodném prostiedi.
Lepsiho vysledku oproti samotnému Pc bylo dosdhnuto pouze u testované
LK3+CB7, jejiz ECso (0,176 +0,012 pM) je nizsi nez ECso samotné LK3
(0,303 + 0,011 uM).

Supramolekuléarni interakce jakozto prostiedky k vytvoteni in vitro 1 in vivo
idealniho PS jsou jiz n¢jakou dobu predmétem vyzkumu. Jedna z prvnich praci
zabyvajici se  timto tématem  byla  publikovdna  vroce 2008,
kdy se Mohantymu et al. podafilo nekovalentnimi vazbami spojit substituovany
porfyrin s CB[7] v poméru 1:4. V jinych studiich s n¢kterymi fotosenzitivnimi
barvivy (napf. methylenovou modii) a CB[7] ve stechiometrickém poméru 1:1 bylo
prokdzano zvyseni Zivotnosti *PS*. Liu et al. podobnym zptisobem syntetizovali
supramolekulu tvofenou substituovanym porfyrinem a CB[8], ¢imZ bylo Gspésné
zamezeno agregaci porfyrinu. Navic se tim zlepSila efektivita PDT diky vyssi
produkci 'O,, ktera zde byla zaznamenina. Vroce 2016 byla u dalsiho
supramolekuladrniho PS (dvé molekuly toluidinova modfi konjugované s biotinem
uvniti CB[8]) popsdna schopnost zapnuti/vypnuti aktivity stejné jako zvySeni
stability latky diky jejimu wuzavieni v hydrofobni dutiné kukurbiturilu
(Yang et al. 2020, Robbinson-Duggon et al. 2018, Liu et al 2014,
Mohanty et al. 2008).
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8 Zavéry

* Po zjisténi cytotoxicity samotného CB[7] (u n€ho nebyla po ozafeni
zaznamenana zadna toxicita az do 1 mM koncentrace) byla na bunécné linii
HeLa dale testovana cytotoxicita jednotlivych zine¢natych ftalocyanina
a jejich supramolekularnich komplext s CB[7] o riznych koncentracich.

Ze ziskanych vysledku se pro kazdou z pouzitych latek stanovila ECs.

* Pomoci fluorescencnich sond byla mikroskopicky zjisténa subcelularni
lokalizace danych PS, a to pfedevsim v lyzosomech a v ptipad¢ latek LK 16

a LK21 (pouze bez ptitomnosti CB[7]) také v mitochondriich.

= LK3+CB[7] se ze zkoumanych supramolekularnich latek ukézala byt
nejefektivngsi s ECs0=0,176 +0,012 puM. Kromé této latky
vSak supramolekuldrni interakce uvSech ostatnich vedla k nizsi
fotodynamické aktivité, a to navzdory zlepSeni fyzikalnich vlastnosti
a zachovani pln¢ monomerniho stavu ve vodném prostiedi. Pro PDT
nejlepSich vysledki ze vSech testovanych latek dosdhla samotna LK21

s ECs0= 0,124 + 0,029 uM.
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9 Seznam zkratek

ALA d-aminolevulova kyselina

BCC bazocelularni karcinom (bazaliom)
CBJn] kukurbit[n]uril

DMEM Dulbecco’s modified Eagle ‘s medium
ECso stfedni efektivni koncentrace

ER endoplasmatické retikulum

EtOH ethanol

FBS fetalni bovinni sérum

HDL high-density lipoproteins

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova kyselina
HP hematoporfyrin

HO- hydroxylovy radikal

HpD hematoporfyrinovy derivat

IR infracervené zareni

LDL low-density lipoproteins

MAL methylester kyseliny 5-aminolevolunové
MT mikrotubuly

NR neutralni ¢erven

'0, singletovy kyslik

0, molekularni kyslik

Oy superoxidovy radikal

PBS fosfatem pufrovany solny roztok
PDR fotodynamicka reakce
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PDT fotodynamicka terapie

PENSTREP penicilin/streptomycin

Pc ftalocyaniny

PS fotosenzitizér

Ips” excitovany fotosenzitizér v singletovém stavu
3pPS® excitovany fotosenzitizér v tripletovém stavu
ROS reaktivni formy kysliku

SFM bezsérové kultivaéni médium

SCC dlazdicobunécny karcinom (spinaliom)

UV ultrafialové zéafeni
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