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1 ABSTRAKT

Nadorové ochorenia sa pomaly, ale s istotou stavaju najrozsirenej$Sim ochorenim na
svete. Maligne stavy postihuju Siroké spektrum l'udi, ktori predispoziciu k ochoreniu zdedili
geneticky, pripadne boli alebo st ovplyvneni faktormi vonkajSieho prostredia. Nakladn4 terapia
vSak predstavuje problém nielen vo vyspelych krajinach, ale hlavne v krajinach treticho sveta.
Financie a dostupnost’ predstavuju len cast' zproblému. Zakladom je hlavne vcasna

diagnostika, prevencia pred vznikom tohto typu ochorenia a efektivna terapia.

Vzhl'adom na vysoku rozsirenost’ a imrtnost’ spojent s malignymi ochoreniami, ktoré
kazdorocne stipaju, sa venuje velké usilie predchadzaniu tychto ochoreni a spravnou a véasnou
diagnostikou spojenou so zdravym zivotnym S$tylom. Velka pozornost’ sa venuje taktiez aj
vyskumu a vyvoju novych auc¢innych protinadorovych lie€iv a terapeutickych postupov.

Jednou z takychto modernych a sI'ubnych metdd je fotodynamicka terapia (PDT).

Jedna sa o selektivnu, minimalne invazivnu klinicky schvalenu terapeuticki metodu
spojent s minimalnym vyskytom negativnych vedl'ajSich u¢inkov v porovnani s metédami ako
chemoterapia, radioterapia, chirurgické zakroky ¢i ich kombinacie. PDT sa stdva ¢oraz viac
vyuZivanou a uzndvanou alternativou v ramci terapie malignych ¢i nemalignych stavov aj
vd’aka menej finan¢nej nékladnej lieCbe a lepSej dostupnosti terapie. Principom metddy je
lokélne alebo systémové podanie samostatne neaktivnej latky, oznaCovanej ako fotosenzitizér
(PS), s naslednym oZiarenim miesta svetlom o vhodnej vinovej diZke a intenzite. Po oZiareni
a aktivacii PS spolu s pritomnym molekularnym kyslikom, ako poslednou hlavnou
komponentou, dochédza ku vzniku fotochemickej reakcie s tvorbou vysoko reaktivnych foriem
kyslika. Tie vedu k stavu oxida¢ného stresu, ktory sposobi poSkodenie a imrtie nadorovych
buniek, poskodenie mikrocirkulacie v mieste nadoru a pripadne taktieZ k vzniku imunitnej

reakcie organizmu.

Ciel'om tejto prace je zhodnotenie fotodynamickej aktivity, i€innosti a mechanizmu
posobenia novych syntetizovanych derivatov flalocyaninov, fotosenzitizérov zo skupiny
oznacovanych ako subftalocyaniny (SubPc). Nami Studované derivaty sa vyznacuji axialne
viazanymi substituentami so Strukturou benzocrownu a metylesteru tyrozinu. Testovanie
prebiehalo in vitro na dvoch bunkovych linidch HeLa (I'udské maligne bunky krcka maternice)

a SK-MEL-28 (I'udské melandémové nddorové bunky), kedy sa skiimala cytotoxicita po oZiareni
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svetlom s vhodnou vlnovou diZkou a vlastna toxicita latok. Dalej prebichala lokalizacia
skamanych latok v bunke pomocou fluorescenéného mikroskopu, stanovenie typu bunkove;j

smrti s vyuzitim Annexinu V a sledovanie ¢asového prestupu latok do bunky.

Z vysledkov mojej prace bola zistend velmi sl'ubna fotodynamickd aktivita Styroch
skimanych latok (3I-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-Tyr-FB a 3EtS-SubPc-Tyr-
Boc) po aktivacii svetlom na oboch bunkovych liniach. Latka 3EtS-SubPc-CE (ECso = 2,3 +
0,7 nM) a 31-SubPc-CE (ECso = 37,8 £ 7,6 nM) testované na SK-MEL-28 bunkovej linii sa
preukazali ako najucinnejSie a to aj v porovnani s klinicky testovanymi a pouzivanymi PS.
Skumané latky boli lokalizované v lyzosomoch a adiposémoch. Po oZiareni podliehali bunky
apoptickej bunkovej smrti, ¢o sa prejavilo narastom luminiscenéného signalu a ¢asovym
oneskorenim ndrastu fluorescen¢ného signalu. V ramci s$tadia ¢asového prestupu latok do

bunky sa latka 3EtS-SubPc-CE dostavala do bunky v najvy$Som mnozstve.

Klucové slova: fotodynamicka terapia, fotosenzitizér, subftalocyaniny, cytotoxicita,

bunkova smrt’, Annexin V, subcelularna lokalizacia, BCA



2  ABSTRACT

Tumor diseases are slowly but surely becoming the most widespread disease in the
world. Malignant conditions affect a wide range of people who inherited a predisposition to the
disease genetically, or were influenced by environmental factors. However, expensive therapy
is a problem not only in developed countries, but especially in third world countries. Financial
aspect and availability are only part of the problem. Early diagnosis, prevention before the onset

of this type of disease and effective therapy are the key elements to succesfull treatment.

Due to the high prevalence and mortality associated with malignant diseases, which are
increasing every year, great efforts are devoted to the prevention of these diseases and the
correct and timely diagnosis associated with a healthy lifestyle. Great attention is also paid to
the research and development of new and effective anti-tumor drugs and therapeutic

approaches. One such modern and promising method is photodynamic therapy (PDT).

It's a selective, minimally invasive, clinically approved therapeutic method associated
with a minimal occurrence of negative side effects compared to methods such as chemotherapy,
radiotherapy, surgery or their combinations. PDT is becoming an increasingly utilized and
recognized alternative in the therapy of malignant or non-malignant conditions, thanks to the
less expensive treatment and better availability of therapy. The principle of the method is the
local or system administration of a separately inactive compound, referred to as a
photosensitizer (PS), followed by the irradiation of the tumor with light of a suitable wavelength
and intensity. After irradiation and activation of PS together with the presence of molecular
oxygen, as the last main component, a photochemical reaction occurs with the formation of
highly reactive oxygen species. These species lead to a state of oxidative stress, which causes
damage and subsequently death of tumor cells, damage to the tumor vasculature, and even

formation of an immune reaction in the body.

The aim of this work is to evaluate the photodynamic activity, efficiency and mechanism
of action of novel phthalocyanine derivatives, photosenzitizers from the group referred to as
subphthalocyanines (SubPc). The studied derivates are axially substitued with benzocrown or
tyrosine methyl ester moieties. The experiments were carried out in vitro on two cell lines:
HeLa (human cervical carcinoma) and SK-MEL-28 (human melanoma). Cytotoxicity after light
irradiation with a suitable wavelength and intrinsic toxicity of the compounds were

investigated. Furthermore, the subcellular localization assessed by fluorescence microscopy,
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determination of the type of cell death using Annexin V and the monitoring of the cellular

uptake were evaluated as well.

Based on obtained results, very promising photodynamic activity of the four
investigated SubPcs (31-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-Tyr-FB and 3EtS-SubPc-
Tyr-Boc) was found after irradiation on both cell lines. 3EtS-SubPc-CE (ECso = 2.3 = 0.7 nM)
and 31-SubPc-CE (ECso = 37.8 £ 7.6 nM) tested on SK-MEL-28 cell line proved to be the most
effective even in comparison with clinically used PS. Studied compounds were localized in
lysosomes and adiposomes. After irradiation, the cell lines underwent apoptotic cell death,
which was manifested by the increase in luminescence signal and the delay of the increase in
fluorescence signal. As part of the cellular uptake, 3EtS-SubPc-CE was found to be taken up in
the highes amount by the cells.

Key words: photodynamic therapy, photosensitizer, subphthalocyanines, cytotoxicity,

cell death, Annexin V, subcellular localization, BCA
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4 UVOD

Témou ,,Periférne substituované subftalocyaniny pre fotodynamicku terapiu s axialne
viazanym benzocrownom alebo metylesterom tyrozinu® nadvézujem na svoju experimentalnu
bakalarsku pracu, kde som sa zaoberala Stidiom (aza)ftalocyaninov. Samotna téma bakalarske;,
a taktiez aj diplomovej prace ma zaujala, lebo predstavuje nadejnu perspektivnu metodu

v lie¢be malignych ¢i nemalignych ochoreni.

Fotodynamicka terapia (PDT) je perspektivnou klinicky schvdlenou metddou
s minimalnou invazivitou a toxicitou pre organizmus jedinca, spolu s minimom vedlajSich
neziaducich Uc¢inkov. Uplatnenie tejto terapie sa tyka hlavne liecby mikrobidlnych ochoreni
alebo nadorov pazerdka, zaludka, maternice ¢i koze, kedy sa vhodnou kombinaciou troch
komponent, potencuje slubny cytotoxicky efekt. Tymito tromi spominanymi zlozkami
vyuzivanymi v PDT je svetlo (o vhodnej vinovej dizke), d’alej kyslik (ako podklad pre tvorbu
cytotoxickych produktov) a v neposlednom rade fotosenzitizér (PS). Samostatne su tieto zlozky
netoxické, ale ich kombindciou je mozné docielit’ fotochemicku reakciou v tkanive, s tvorbou
reaktivnych foriem kyslika (ROS) a d’alSich cytotoxickych medziproduktov, posobiacich na

nadorové bunky a okolité tkanivo, vedlcich k navodeniu imunitnej odozvy organizmu.

V uvode teoretickej Casti prace sa venujem zakladom fotodynamickej terapie, historii
vzniku, mechanizmu pdsobenia, praktickému a klinickému vyuZitiu a popisom jednotlivych
sucasti terapie (PDT) ako je svetlo, kyslik a vyvoju samotnych PS. V neposlednej rade sa
zaoberam typmi bunkovej smrti, ktoré¢ ndm priblizuji mechanizmus umierania buniek

spojenych s faktormi prostredia prispievajucimi k ich zaniku.

Experimentalna Cast’” obsahuje zoznam metodik a ich strucny popis, ktoré sa
vyuzili pri priprave a praci v ramci krokov stanovujucich cytotoxicitu skimanych latok, typ
bunkovej smrti, subcelularnej lokalizacii, ¢i metdde casového prestupu latok do bunky.
V zévere su zobrané vysledky ziskané experimentdlnou pracou a porovnané s doposial
vykonanymi stanoveniami v zdkladnom ¢i klinickom vyskume =ziskanych z vedeckych

publikacii.

V teoretickej a experimentélnej Casti prace som sa najviac zamerala na vyvoj, vyskum
a experimentélne testovanie PS, ktoré predstavuju jednu z najdolezitejSich a zdkladnych stcasti

PDT. Studované PS sa aplikovali k nadorovym bunkam a selektivne akumulovali v ich
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cielovych $truktirach. Po oZiareni svetlom o vhodnej vlnovej dizke a intenzite spolu s
kyslikom doslo k fotodynamickej reakcii veducej ku vzniku cytotoxickych molekul
posobiacich na nadorové bunky. S vyuzitim d’alSich metdod bolo mozné posudenie aktivity

a toxického ucinku na vybranych bunkovych liniach.

Vyskum a vyvoj sa zameriava hlavne na optimalizaciu vlastnosti klinicky pouZzivanych
PS. Testovanim aktivity vybranych PS som sa v praktickej Casti svojej diplomovej prace

zaoberala aj ja.

Ciel'om tejto prace bolo in vitro posidenie a vyhodnotenie fotodynamickej aktivity
novych syntetizovanych PS sledovanie ¢asového prestupu latok do buniek, so stanovenim
bielkovin, d’alej uréenie typu bunkovej smrti a na zaver subcelularne lokalizovanie latok
v bunkach. Vysledky a zavery tejto prace sa mozu vyuzit’ k prehibeniu a rozsireniu vedomosti
o tychto Studovanych latkach, pripadne d’alSim aplikovanim a testovanim vin vivo

podmienkach optimalizacii ich U¢innosti.
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5 TEORETICKA CAST

5.1 Fotodynamicka terapia

Fotodynamickd  terapia  (PDT; =z ang.  photodynamic  therapy) je
modernou, neinvazivnou a vysoko selektivnou formou terapie, ktora nachadza uplatnenie
v liecbe nenadorovych ochoreni ako aj terapii malignych stavov rdznej etioldgie a lokalizacie.
Techniku PDT je mozné vyuzit' v paralelnej aplikacii spolu s inymi terapeutickymi protokolmi
v ramci lieCby nadorovych stavov. Oblasti aplikdcie a vyuzitia st Sirokospektralne. PDT sa
najviac vyuziva v onkoldgii, dermatoldgii, uroldgii €1 gynekologii. VyuZitie tejto terapie zahtfa
tri zdkladné komponenty, a to zdroj Ziarenia, fotosenzitizér (PS) a molekularny kyslik (CO»).
Zaklad terapie sa opiera o aplikovanie netoxického PS, ktory sa selektivne akumuluje do oblasti
nadoru s naslednym oZiarenim tohto miesta svetlom o $pecifickej vinovej dizke. Vysledok
vedie ku generalizovanému oxidaénému stresu vd’aka produkcii reaktivnych foriem kyslika
(ROS), ktoré¢ v tkanive aktivuju mechanizmy bunkovej smrti a vedu k rozvratu homeostazy
prostredia a systémovej imunitnej reakcii organizmu spolu s poskodenim cievneho zasobenia,
spdsobeného zvysenou agregéaciou trombocytov (Kwiatkowski et al., 2018, Li et al., 2019,

Donohoe et al., 2019, Warrier et al., 2021, Akimoto, 2016 ).

Princip PDT sa zacal vyuZivat’ uz pred tisickami rokov v starovekej indickej, ¢inskej ¢i
egyptskej civilizacii v ramci fototerapie koznych ochoreni ako vitiligo, psoriaza a rakovina
koze. V roku 1900 sa preukazal cytotoxicky efekt v kombinécii s akridinovymi farbivami po
svetelnej expozicii. Priblizne v tom istom ¢ase sa podarilo vedcovi Nielsovi Ryberg Finsenovi
vyliecit’ kiahne a koznl tuberkulézu s vyuZitim ¢erveného a modrého svetla, za o nésledne
dostal Nobelovu cenu. V roku 1904 sa taktieZ podarilo profesorovi von Tappeinerovi ako
prvém uviest’ termin ,,fotodynamickej G¢innosti* opisujuci interakciu Specifickej chemicke;j
latky, svetla a kysliku. Najvacsi prelom v oblasti PDT nastal ku koncu 20. storocia, kedy
v Institate pre rakovinu v Roswell Parku (konkrétne v roku 1978) Dr. Dougherty s kolegami
zacal rozsiahle klinické testovanie. Tento vyskum priniesol odpovede na mnohé otazky spojené
s toxicitou arozsahom Uc€innosti hladin lieciv, a taktiez na aplikaciu PDT v kombindciu
s radioterapiou, chemoterapiou ¢i imunoterapiou (Li ef al., 2020, Prazmo et al., 2016, Cengel

etal., 2016).
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Obrazok 1 Princip fotodynamickej terapie. a) Light (svetlo), PS (PS v zédkladnom stave), PS* (PS
v excitovanom stave), ROS (reaktivne formy kyslika), cell & tissue death (bunkova smrt’ a poSkodenie
tkaniva), PDT (fotodynamicka terapia) b) PS administration (podanie PS), Non-specific PS distribution
(nespecifické distribuovanie fotosenzitizéra v organizme), time-delay (Casové oneskorenie), PS
localization in target tissue (idealized) (lokalizacia fotosenzitizéra v cielenom tkanive), light activation
(aktivacia svetlom), light (svetlo), PS—PS* (aktivacia fotosenzitizéra). Prevzaté z (Li et al., 2018).

5.2 Historia fotodynamickej terapie

Staroveké civilizacie uz pred tisickami rokov kombinovali rozne rastliny so slnecnym
ziarenim na lie¢bu roznych koznych ochoreni. Prvykrat experimentadlne pozorovanym bol v
roku 1900, Studentom mediciny, Oscarom Raabom ucinok akridinovej Cervenej a svetla, ktory
sa preukazal ako toxicky na druh prvoka oznacovanom ako Paramecium sp. Priblizne pred viac
ako 100 rokmi sa podarilo Hermann von Tappeinerovi zaviest' termin fotodynamickej akcie,
ako opisu reakcia zavislosti kyslika po fotosenzibilizacii. Poznamenal, Ze v nepritomnosti
kyslika, farbivo a samotné svetlo nesposobilo bunkova smrt’. Pokracovanim vo vyvoji konceptu
PDT sa mu nakoniec podarilo opisat’ prvé pripady u 'udi pomocou eozinu, ako PS, na oSetrenie
r6znych druhov ochoreni koZze. V priebehu rokov sa objavilo mnoho PS, ale najviac
Studovanym c¢inidlom bol hematoporfyrin skimany Meyer Betzom. Intravendzne podanie
hematoporfyrinu viedlo k jeho pomalému odstraneniu z tkaniva, o spdsobovalo predizenie

fototoxicity u pacienta. V roku 1990 Kennedy a kol. uviedli pouZzitie 5-aminolevulatu (ALA) a
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viditeI'ného svetla pre topicka PDT liecbu koze. ALA bolo revolucna, pretoze 'ahko prenikla
poskodenym respektive abnormalnym stratum corneum a rychlo sa odstrafiovala z organizmu.
Klinické vyuzitie PDT na kontrolu malignit u vel’kej podskupiny pacientov prvykrat Gspesne
demonstroval Thomas Dougherty so spolupracovnikmi v roku 1978. Upravou uZz znameho
hematoporfirinu kyselinou sirovou a kyselinou octovou ziskali derivat hematoporfirinu (HpD).
Dvadsat’pit’ pacientov s refrakternymi alebo recidivujicimi nddormi bolo lieCenych HpD a
cervenym svetlom, priCom v zavere Studie dosiahli 86,7% mieru kompletnej a CiastoCnej

odozvy na liecbu (Sun et al., 2022, Rkein & Ozog, 2014, Dougherty et al., 1998).

5.3 Mechanizmus fotodynamickej terapie

Zakladom mechanizmu PDT je aplikovanie PS, ktory sa cielene lokalizuje v nddorovom
tkanive ajeho G&innost’ je aktivovana a podporena svetlom o vhodnej vinovej dizke spolu
s pritomnym molekularnym kyslikom. Ako vysledok sa sleduju fotochemické a fotobiologické
procesy veduce k ireverzibilnému poskodeniu nadoru a jeho okolia. Fotodynamicka reakcia je
chemicky proces podporeny Ziarenim so spotrebou *02 oznacované ako fotochemické deje 1.

typu a Il. typu (Dougherty et al., 1998).

Zakladny singletovy stav molekuly PS ma dva elektrony s opacnym spinom, ktoré st
umiestené¢ v ¢o najvyhodnejSom energetickom orbitadle. Nasledkom absorpcie fotdénov
s vhodnou vlnovou dizkou a kvantovou energiu dochadza u jedného z tychto elektronov k jeho
prechodu na orbitdl s vy$Sou energiou. V excitovanom singletovom stave je nestabilny, preto
prebytoénii East’ svojej energie strati emisiou fotonu (fluorescencia) alebo tvorbou tepla. Dalsia
zmoznosti prechodu je oznafovand ako ,medzisystémovy prechod®”, kedy excitovany
singletovy PS vytvéra stabilny tripletovy stav. Zivotnost’ tohto stavu v porovnani so sigletovym
je dostato¢ne d1ha nato, aby dochddzalo k zrazkam s >0 a prenosu energie. To vedie ku vzniku
singletového kyslika ('02)a PS v zdkladnom stave. Tento proces je oznaGovany ako
fotochemickd reakcia typu II. Fotochemickd reakcia typu I spdsobuje prenos energie
z excitovaného PS, ktoré vo findle tvoria ROS. ROS d’alej ziskavaju alebo daruju svoje
elektrony avedt k produkcii H2O; ¢i HO-,anésledne k oxidacnému stresu a destrukcii
nadorovych buniek (Abrahamse & Hamblin, 2016, Kwiatkowski et al., 2018, Donohoe et al.,
2019).
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Obrazok 2 Mechanizmus fotodymanickej terapie. Ground state singlet PS (zakladny singletovy stav
PS), Electronic transition (prenos elektrénov), Excited state singlet PS (excitovany singletovy stav PS),
Fluorescence (fluorescencia), Light (svetlo), Internal convention (vnurotni prechod), Heat (teplo),
Intersystem crossing (medzisystémovy prechod), Triplet PS (tripletovy stav PS), Phosphorescence
(fosforescencia), Free radicals (voI'né radikaly), Ground state singlet PS (zékladny singletovy stav PS),
Excited state singlet oxygen (excitovany singletovy stav kyslika), Ground state triplet oxygen (zakladny
tripletovy stav kyslika) a DNA damage cell death (poskedeniec DNA a bunkova smrt). Prevzaté

(Kwiatkowski et al., 2018).

5.4 Klinicka aplikacia

PDT sa uspeSne pouziva v dermatologickej oblasti, kde lekari vyuZivaju tato
technologiu na lieCbu Sirokého spektra dermatologickych stavov, vratane skorych
nemelanémovych karcinémov koze, aktinickych keratoz, akné alebo psoriazy. Dalsie malignity
s povrchovymi nadormi, ktoré umoziuju l'ahky pristup k povrchovo aplikovanym zdrojom
svetla, zahfniaju karcinomy hlavy a krku a spinocelularne karcindmy ustnej dutiny. Hoci
chirurgickd lie¢ba s adjuvantnou chemoterapiou alebo radioterapiou zostdva sucasnym
Standardom starostlivosti v ramci terapie nadorov, PDT je cennou alternativou pre pacientov s
povrchovymi recidivami po operacii a podpornych terapiach, kde sa d’alsi chirurgicky zakrok
neodporuca kvdli riziku morbidit. Ako arzenal v moZnostiach lie¢by je PDT potencidlne silna,
pretoze terapia je selektivna voc¢i nadorom, bez skrizenych mechanizmov s chemoterapiou a
radioterapiou, takZe ju mozno aplikovat’ s chemoterapiuo a na radiorezistentné ochorenia s
lepSou toleranciou a nizSou toxicitou v porovnani s konvencnou liecbou rakoviny. Prevladajuce
pouzivanie PDT pre hlboko ulozené nadory sa vSak eSte nepodarilo ziskat’. Napriek tomu sa
uskutoCnili urcité pokusy vykonat’ klinicky PDT hlboko uloZenych nadorov. Okrem hlbokej

lokalizacie nadoru je d’alSim limitom aj slabéd selektivita a akumulacia ¢i postterapeuticka
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fotosenzitivita, ktora sa hlavne prejavovala u 1. generacie PS. Tieto obmedzenia sa podarilo
optimalizovat’ vyvojov PS 2. a 3. generacie (Sun et al., 2022, Mfouo-Tynga & Abrahamse, 2015,
Lo et al., 2023).

5.5 Svetlo

V ramci PDT terapie sa vyuzivaji PS, ktoré su excitované svetlom z videtelné¢ho (VIS)
az blizkeho infra¢erveného (NIR) spektra, ¢o vedie k prieniku ziarenia tkanivom od niekol’kych
milimetrov (mm) aZ po centimetrov (cm). Parametre ako zdroj svetla, intenzita, vinova dizka,
Sirka impulzu a hibky prieniku sa li§ia v zavislosti na type cielového tkaniva a pouzitého PS.
Lasery ako najbeznejsi zdroj svetla poskytuje ovel'a lepSiu presnost’ v porovnani s beznymi
konvenénymi zdrojmi. Vyuziva sa Sirokd Skala laserovych systémov ako napriklad argéonovy
(488 — 750 nm), hélium-neonovy (632 nm), lasery na kovové pary a farbiva, lasery s vinovou
diZkou na rozhrani VIS a IR (300 — 1100 nm). Z nelaserovych svetelnych zdrojov sa vyuzivaju
xenonoveé oblikové lampy (300 — 1200 nm), halogénové lampy (250 — 730 nm), sodikové
lampy (590 — 670 nm) ¢i LED didédy (350 — 1100 nm) (Agostinis et al., 2011, Warrier et al.,
2020).

Lampy s nekoherentnym svetlom boli prvym svetelnym zdrojom pouZzivanym v PDT,
vratane Ziariviek, Ziaroviek, halogénovych vybojok, xendnovych vybojok a sodikovych
vybojok. Lampy st jednoduché a lacné, ale ich nevyhody spocivaji najmé vo vel'kej divergencii
lucov, Sirokej spektralnej Sirke a vyZaduju si opticku filtraciu. LED diddy su polovodicové
zariadenia, ktoré tiez generujui nekoherentné svetlo s vyhodami nizkej ceny a prenosnosti. Maja
potencial byt vysoko G&inné pre PS 2. generacie, ktorych absorpéné vinové dizky st blizsie k
maximalnej emisii LED. Nevyhody LED st podobné ako u svietidiel, navySe maji neziaduce
tepelné efekty. Preto st lampy aj LED di6dy vhodné iba na povrchové 1ézie. Svetlo generované
lasermi je jedinecne koherentne monochromatické. Kvoli vysokej poZzadovanej presnosti sa
Zasto pouzivaju lasery, ktoré vyzaruju svetlo s uréitou vinovou diZkou, ktora sa da prisposobit’
absorpénym spektrom PS. Medzitym sa daju lahko spojit’ s optickym vlaknom, ako je
endoskopia, na osetrenie hlbsich cielov. V PDT sa typicky pouzivaju klinické diddové lasery s

vystupnymi vinovymi dizkami v rozsahu 415 — 690 nm (Yang et al., 2021).
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5.6 Kyslik

30, ako sucast’ PDT spolu s PS a svetlom su tri hlavné sGic¢asti v ramci tohto druhu
terapie. >0z je vychodzim prvkom v produkcii ROS, ktoré maju priamy G¢inok na nadorové
bunky, veda k poskodeniu mikrocirkulacie tkaniv a odpovedi imunitného systému (Ong et al.,

2020).

ROS su chemicky reaktivne radikalové latky odvodené od kyslika. Prikladmi
radikélovych a neradikalovych molekual moze byt peroxid vodika (H20:), superoxid anion
radikal (-Oy), hydroxylovy radikdl (HO-) & 'O,. ROS su produkované pocas rdznych
biochemickych reakcii mimo bunky aj vo vnutri bunky — v cytosdle a vSetkych organelach
(najmi v mitochondriach, peroxisomoch a endoplazmatickom retikule). Endogénne zdroje a
mechanizmy moézu byt stimulované vonkaj$imi Cinitel'mi ako su znecistujuce latky, t'azké

kovy, tabak, dym, drogy, xenobiotika alebo ziarenie (Gadzhimagomedova et al., 2020).

Hypoxia (znizeny obsah kyslika v tkanive) v centre naddoru predstavuje terapeutické
obmedzenie terapie PDT. >0, a ROS sa vyznamnou mierou zadastiiuje zni¢enia vaskularity
nadoru, ale taktieZ sposobuje zhorSenie jeho vlastnej i€innosti na rast nadoru. Je to spdsobené
rychlym metaboliznom buniek a jeho nedostatoénym prisunom do tkaniva. Dalsie $tidie sa
preto zamerali na zlepSenie dostupnosti *O> v okoli nadoru vyuZitim nanocastic PLGA
(kopolyméry kyseliny maslovej a glykolovej) a katalasového enzymu (CAT). PLGA a CAT
dokazali efektivnejsie vyuzit pritomny H2O», a tym zvysit produkciu *Os v tkanive (Yang et

al., 2019).

5.7 Fotosenzitizéry

Jednym ztroch hlavnych arozhodujucich faktorov vramci PDT terapie, okrem
viditelného svetla a >0 (generator cytotoxickych ROS), je pritomnost’ fozosenzitivnej latky,
v tomto pripade PS, ktory je sdm o sebe netoxicky. Zakladom Struktury u vacSiny PS je
tetrapyrolovy kruh podobny protoporfirinovej Struktire molekuly hemu. Ide o farbiva, ktorych
vlastnostou je absorpcia svetla o $pecifickej vinovej diZke, s naslednym spustenim
fotochemickej a fotofyzikalnej reakcie. Vyznacuju sa vysokym stupniom chemickej Cistoty,

stabilitou pri izbovej teplote, minimalnou cytotoxicitou v tme, lahkym prienikom v tkanive,

18



vysokou selektivnou lokalizaciou v tkanive a schopnost'ou vyvolavat’ fotosenzitivny uc¢inok

iba pri $pecifickej vlnovej dizke svetla. Maximalnu fotochemickii reaktivitu prejavuju

vrozmedzi 600 — 800 nm, kedy poskytujii dostatok energie na stimulaciu 0> a produkciu

ROS, vedutcich k poruseniu mikrovaskularneho zasobenia nadoru a aktivaciou imunitného

systému (expresia proteinov teplotného Soku, akutny zapal ¢i infiltracia leukocytmi)

(Kwiatkowski et al., 2018, Agostinis et al., 2011 Castano et al., 2006).

Tabulka 1 Priklady klinicky schvalenych alebo klinicky testovanych fotosenzitizérov. Prevzaté z
(Donohoe et al., 2019).

Chemicka Fotosenzitizér A Schvalena aplikacia | Prebiehajtce
skupina (nm) klinické testovania
Porfyrin porfimer sodny (Photoftrin) 630 Pazerdk a rakovina | Mocovy mechur,
pluc Zlo¢ovod, mozog a
vajecniky
Chlorin temoporfin (Foscan) 652 Rakovina pl'tc a Hlava a krk, zZIcovod
koze
Chlorin talaporfin (Laserphyrin) 660 Rakovina plac Pecen, pankreas,
¢reva a mozog
Chlorin verteporfin (Visudyne) 690 Makuldrna KozZa a pankreas
degeneracia
Porfyrinovy 5-Aminolevulova kyselina, 635 Aktinicka (solarna) | Koza a mocovy
prekurzor 5-ALA (Levulan®) keratdza mechar
Bakteriochlorin | padeliporfin (WST11, 762 Prostata
TOOKAD®)
Chlorin HPPH (Photochlor) 665 Hlava a krk, pazerak
a pluca
Ftalocyanin kremicity ftalocaynin (Pc4) | 675 Kozny T-bunkovy
lymfom
Chlorin derivaty chlorinu e6 660 Nasofaring, sarkom
(Photolon™, Radachlorin®) a hlava
Bakteriochlorin | redaporfin (LUZ11, F2BMet) | 749 Hlava a krk
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Vicsina klinicky schvalenych a predklinickych testovanych PS pre protinadorova PDT
su porfyriny, chloriny, bakteriochloriny alebo ftalocyaniny. Porfimer sodny (derivat
hematoporfyrinu, Photofrin®), temoporfin (Foscan®), verteporfin (derivat benzoporfyrinu,
Visudyne®), ALA (Levulan®) a talaporfin sodny (Laserphyrin®) sa pouzivaju v klinickej praxi,
ale vykazuji obmedzenu absorpciu vo fototerapeutickom okne, a tym aj znizent t¢innost pri
liecbe hlbokych 1¢zii (Tabulka 1). Pri niektorych z tychto PS st ¢asto pozorované tyzdne az
mesiace fotosenzitivity koze, ¢o je to sposobené ich nizkou mierou klirensu. Niektoré
z obmedzeni (fotosenzitivita, prestupnost’ tkanivom) sucasnych klinicky schvalenych PS boli
CiastoCne prekonané v poslednom desatroci dvoma PS zalozenymi na Struktire makrocyklu

bakteriochlorinu: padeliporfin a redaporfin (Donohoe et al., 2019).

PS obecne patria medzi latky prirodného ¢i chemického povodu. Podstatou ucinku je
prenos svetelnej energie v rdmci susednych molektl pritomného molekule kyslika z tkaniva
a selektivny stupeii viizby PS na ciel'ovii truktiru v organizme. Stidium tychto latok je preto
zamerané¢ predovSetkym na ich selektivitu, toxicitu, eliminaciu z tkaniv ¢i SpecifickejSie

zameranie (Shi et al., 2019).

5.7.1 1.generacia

PS zaviedol do liecby po prvykrat v 70. rokoch Dr. Dougherty a jeho kolegovia.
Testovali vo vode rozpustnl porfyrinovli zmes nazyvani hematoporfyrinovy derivat (HpD).
HpD bol ziskany Cistenim a chemickou modifikaciou prvého porfyrinu pouzitého ako PS -
hematoporfyrin (Hp). HpD v porovnani s Hp vykazoval lepsiu tkanivovu selektivitu pre nadory
a mensi fotosenzibiliza¢ny potencial na kozi. Nasledne bola dostupnd zmes porfyrinovych
dimérov a oligomérov izolovanych z HpD pod obchodnym nazvom Photofrin® (porfimer
sodny). V sucasnosti zostava porfimer sodny najCastejSie pouzivanym PS. Napriek Sirokym
aplikaciam v PDT ma pripravok urcit¢é obmedzenia svojich klinickych aplikécii, ktoré
vyplyvaju z nasledujucich vlastnosti: nizka chemicka Cistota ¢i slaba penetracia tkaniva v
dosledku maximalnej absorpcie pri relativne kratkej vlnovej dizke (630 nm). Okrem toho po
PDT dochadza k niekol'kotyzdnovej precitlivenosti koze na svetlo z dovodu dlhého polocasu
PS a jeho vysokej akumulécie v kozi. Nevyhody 1. generacie PS si vynutili potrebu skimania
novych zlucenin a iniciovali vyvoj PS 2. generacie (Kwiatkowski et al., 2019, Dobson et al.,

2019).
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5.7.2 2. Generacia

2. generacia PS sa zamerala na nedostatky podmienené v prvej generacii PS. Ako prvym
optimalizovanym derivatom tejto generacie bol verteporfin (derivat benzoporfirinu) komeréne
znamy pod obchodnym oznaéenim Visudyne® a temoporfin zndmy pod obchodnym oznacenim
Foscan®. Dal3ou latkou je ALA, ktora sa ako prolie¢ivo biotransformaciou v organizme meni
na protoporfyrin IX (PpIX). Z dalSich latok tu patria texafyriny, derivaty tiopurinu, chlorinu
(anolégy ako bakteriochloriny) a ftalocyaniny. PS 2. generacie sa vyznacujui vyssou chemickou
gistotou, vy$§im vytazkom tvorby 'O, a lepSou penetraciou do hlboko umiestnenych tkaniv
vd’aka ich maximélnej absorpcii v rozsahu vinovych dizok 650 — 800 nm. Okrem toho vykazuju
menej vedlajsich ucinkov, ktoré vyplyvaju z vyssej selektivity pre nadorové tkaniva a rychlejsej
eliminécie PS z tela. Hlavnou nevyhodou PS 2. generacie je ich slaba rozpustnost’ vo vode,
ktora je vyrazne limitujucim faktorom pri ich intraven6znom podani a ntti hl'adat’ nové sposoby

podavania lieciv (Zhu & Finlay, 2008, Kwiatkowski ef al., 2019).

5.7.3 3.generacia

Nevyhody spojené s prvou a druhou generaciou sa snazila eliminovat’ 3. generacia PS.
Cielom sa stalo zlepSenie a zvySenie afinity PS k nddorovému tkanivu a to prostrednictvom
naviazania sa PS s biomolekulami ako napriklad s LDL Casticami, protilatkami, sacharidovymi
podjednotkami alebo aminokyselinami, ¢im doSlo k zlepSeniu fotostability, rozpustnosti vo
vodnych roztokoch a prijem latok bunkami nadoru. Dalej sa skiima konjugécia PS so bovinnym
sérovym albuminom, $pecifickymi monoklonalnymi protilatkami a prepojenie PS s nosi¢ovym

systémom (liposomy, polyméry, nanocastice) (Gomes et al., 20018, Kwiatkowski et al., 2019).

5.7.4 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) patria do 2. generacie PS. Ide o symetricky aromaticky tetrapyrolovy

makrocyklus zloZzeny zo Styroch izoindolovych jednotiek viazanych atdémom dusiku
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a Strukturdlne su pribuzné porfyrinom. Vdaka aromatickému cyklu vykazuji zaujimavé
fotofyzikalne, fotochemické, polovodivé a fotovodivé vlastnosti. Na zaklade tychto vlastnosti
sa uplatiiuji v réznych oblastiach, ako napriklad PDT terapii nadorovych ochoreni,
v elektrokatalyze, ako polovodice ¢i chemosenzory a farbiva v solarnych ¢lankoch. Z latok
bezne sa vyskytujucich v prirode st podobné hemu, vitaminu Bi> a chlorofylu. Ftalonitrily
a substituované ftalonitrily su najbeznejSim a najpouzivanej$im vychodiskovym materidlom
pre syntézu bezkovovych a kovovych Pc. Zaraduji sa medzi organické a organokovové
zltigeniny s moznostou modifikicie centralneho kovu (napr. Zn**, AI**, Cu*") a axidlnych,
periférnych ¢i neperiférnych substituentov, ¢o ovplyviiuje nasledne ich biodistribuciu,
farmakokinetiku a rozpustnost. Ich vlastnostou je silnd absorpcia v Cervenom spektre
(> 650nm), ¢o je oblast’ spektra, ktoré prenika do optimalnej hibky tkaniv (de Siqueira ef al.,
2022, Araujo et al., 2020, Hanack, 2015, Sekkat et al., 2011).

Nesubstituované Pc vykazuju vynikajuce optické vlastnosti, tepelnti a chemickt
stabilitu. Nevyhodu predstavuje ich slaba rozpustnost’ vo vodnom a organickom prostredi, ¢o
brani ich biologickej aplikacii a ovplyviluje ich posobenie v ramci cytotoxickych mechanizmov
posobiacich na nadorové bunky. Slaba rozpustnost sa prejavuje nizkou biologickou
dostupnost’ou, agregéciou pri intraven6znom podani a toxickymi uc¢inkami spdsobenymi ich
lokdlnou akumuldciou. Biokompatibilitu je mozné zvySit pripojenim iontovych alebo
hydrofilnych funkénych skupin, ako st karboxylové alebo tiolové skupiny ¢i peptidy, polyétery
a sacharidy. SI'ubnou stratégiou je aj ich zaclenenie do liposoméalnych Castic, micel, nanokapsul
alebo polymérnych nanocastic, ¢o vedie k ich lepSej terapeutickej u¢innosti (Farajzadeh et al.,

2022, Lo et al., 2020, Santos et al., 2020).
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Obrazok 3 Syntéza ftalocyaninu. LDA (litium diisopropylamid), THF (tetrahydrofuran). Prevzaté z
(Zheng et al., 2015).
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5.7.5 Subftalocyaniny

Subftalocyaniny (SubPc) st homoldgne derivaty Pc, zlozené z troch izoindolovych
kruhov. Oproti Pc, ktoré¢ vytvaraji plosné zliceniny, SubPc v priestore zaujimaji trojrozmerny
kuzelovity tvar. Centralnym prvkov v Struktare je bor, na ktory je mozné v axidlnej polohe
naviazat’ ligandy, spolu s moZnou substiticiou aj periférnych aromatickych skupin. Co sa tyka
ich fotochemickych vlastnosti vyznacuju sa absorbanciou a fluorescenciou vo viditeI'nom
spektre s maximalnym vrcholom okolo 550 — 600 nm. SubPc je mozné vyuzit’ ako organické
funkéné farbiva pri fluorescenénom znaceni, optickom zobrazeni zivych buniek, pri zobrazeni
a liecbe rakoviny in vivo €i v oblasti supramolekularnej chémie a organickej fotovoltaiky. Ich
syntéza sa prvykrat podarila v roku 1972 panom Mellerovi a Ossokovi (Mori & Shibata, 2017,
Grant et al., 2019, Skvortsov et al., 2020, Ogura et al., 2022).

= CN BCl3 (1.0 M in p-xylene) / \ /
R | - N N/ON
NS B |

CN 140 °C, 15 min-2h

Obrazok 4 Syntéza axialne chlorovanych subftalocyaninov. Prevzaté z (Lavarda ef al., 2022).

Velky potencial SubPc prameni z jedine¢nej 3D priestorovej orientacie, ktord umoziuje
molekule latky vysoku absorpciu svetla vo viditel'nej oblasti, intenzivnu fluorescen¢nti emisiu
ziarenia, jednoduchu optimalizaciou ich elektronickych?? a chemickych vlastnosti, a taktiez
schopnost’ transportu polarneho néboja. Vsetky tieto vlastnosti umoznuju SubPc vybornu
tepelnu stabilitu a fotostabilitu, spolu s primeranym agregaénym spravanim molekuly.
Potencidlny tc¢inok latok je mozné zvysit’ vhodnou periférnou substitiiciou naviazanim elektrén
akceptujucich skupin ako napriklad kayno skupiny ¢i halogénovymi atémami fluéru a chloru

(Zango et al., 2018, Labella et al., 2022).
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5.8 Bunkova smrt’

U mnohobunkovych organizmov sa prejavuje neustald snaha o udrzanie homeostatickej
rovnovahy medzi poctom novych buniek tvorenych mitézou a poc¢tom poSkodenych buniek
alebo nepotrebnych buniek, ktoré je potrebné z tela odstranit. Tento neustdly dohlad nad
obratom buniek je nevyhnutny pre spravny vyvoj Struktir organizmu, ako su organy a rozne
Casti tela. Mechanizmy, ktorymi organizmus reguluje mitdzu, deteguje bunkové abnormality
ainiciuje programovanu bunkova smrt, zahfila velké mnoZstvo génov ovplyviiujuce
stimulaciu/inhibiciu mitozy, inicidciu apoptdzy, pyroptozu alebo autofagiu. Bunkova smrt’ je
teda zékladnym fyziologickym procesom, ktory koordinuje nielen samotny vyvoj od
embryogenézie ale aj autoimunitné a imunitné procesy. Nekontrolovana proliferacie buniek
moze viest k rozvoju rdznych chordb, ako napriklad rakovina, Alzheimerova choroba,

Parkinsonova choroba ¢i reumatoidné artritida (D’ Arcy, 2019, Bertheloot ef al., 2021).

Mechanizmy bunkovej smrti sa tradi€ne delia na dva typy, ato mechanizmy
programovanej bunkovej smrti, napriklad apoptdza (zavisla na Specializovanom molekularnom
aparate) a mechanizmy nekrotickej bunkovej smrti spésobenymi fyzikalnymi, chemickymi ¢i
biologickymi vplyvmi. Neddvno sa vSak preukdzalo, ze medzi tymito dvoma klasickymi
mechanizmami existuje urcity prekryv akooperatné regulatné procesy, aze samotny
organizmus ovplyva alterinativnymi formami bunkovej smrti (napr. pyroptdza, autofagia,

feroptoza) (Tower, 2015, Li et al., 2022).

5.8.1 Apoptoza

Apoptoza je sprostredkovany dvoma signalnymi kaskadami: vnitornou a vonkajSou
cestou. Vnutornd draha sa bezne vyskytuje ako ddsledok naruSenia bunkovej homeostazy.
VonkajSia cesta sa prejavuje ako nasledok extraceculdrnej signalizicie sprostredkovanej

receptormi smrti (Sauler et al., 2019).

a) Vnuatorna drdha je primdrne riadend pro- a antiapoptotickymi ¢lenmi rodiny
proteinov Bcl-2, vratane Bax, Bak, Bid a kaspazou-9 (aktivuje kaspazu-3 a kaspazu-
7), s naslednou permeabilizaciou mitochondridlnej vonkajSej membrany (MOMP),

veducej k iniku cytochromu c (Cyt c¢) do cytosolu. V cytosole sa viaze na monomery

24



b)

Bcl-2, Bel-xL
Bel-w, Mcl-1 . . Bax active
— l cspase-g
-._\\H mitochondria /.. :;’e
- ‘ procaspase-9

APAF-1, ¢o vedie k viacstupiiovej oligomerizacii APAF-1, zavislému na
nukleotidoch (proces vymeny ADP za ATP), a vytvoreniu apoptozy. Do cytosolu sa
okrem Cyt ¢ dostavaju aj proapoptické proteiny SMAC a DIABLO, ktoré inhibuju
antiapoptické Cleny rodiny IAP (inhibitory apoptozy) (Christgen et al., 2022).

Vonkajsia cesta je na rozdiel od vnutornej cesty regulovana signalizaciou receptorov
smrti lokalizovanych na povrchu bunky, tvorbou DISC a aktivaciou kaspazy-8
a kaspazy-9. Aktivacia receptorov smrti ako napriklad rodinou ligandov
indukujacich apoptozu (TRAIL) stvisiacich s nadorovym nekrotickym faktorom
(TNF) a viazbou ligandov, vedie nasledne k naboru adaptivnych proteinov (kaspazy-
8 a -10), vratane domén smrti spojenych s Fas (FADD). Kaspazy nasledne Stiepia
a uvolnuju svoje substraty (kaspazy-3, -7 a -6) a spust’aju proces apoptodzy v bunke

(Christgen et al., 2022).
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Obrazok 5 Prehl'ad vnutornej a vonkajSie cesty apoptozy. Internal apoptotic signal

(vnutorny signal apoptozy), External death receptor pathway (vonkajSia cesta s receptorom

smrti). Prevzaté z (Fricker et al., 2018).
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5.8.2 Nekroza

Nekréza je alternativnou nekontrolovanou formou bunkovej smrti, ktora je vyvolana
vonkaj$im poskodenim — hypoxiou alebo zapalovym procesom. Tento proces je asociovany
s regulaciou pomocou réznych prozépalovych proteinov a zlucenin, ako napriklad NF-«B,
veduci k poskodeniu a prasknutiu bunkovej membrany, rozliatia bunkového obsahu do okolia
s vyvolanym poskodenim tkaniva. V porovnani s apoptdzou je nekroza energeticky nezavisla,
kedy st bunky pri ndhlom Soku (napr. oziarenim, teplom, chemikaliami) poskodené tak vazne,
ze nie su schopné d’alSieho fungovania. Reakciou je opuch (onkéza) v dosledku neschopnosti

udrzat’ homeostdzu svojho prostredia (D’ Arcy, 2019).

5.8.3 Autofagia

Autofagia je katabolicky proces, ktory bunky vyuzivaji na recyklaciu intraceluldrnych
makromolekul (napr. proteiny) alebo dokonca celych organizmov, pri nedostatoénom mnozstve
zivin v organizme alebo bunkovom strese, podporujiici homeostazu a bioenergetické procesy.
Tento proces zahfnia oznacovanie cielovych Struktar alebo organel, ktoré¢ buda zaclenené do
vezikul a néasledne fizované s lyzosdbmami vedicimi k ich degradécii. Autofagia je adaptaénym
procesom, ale za ur¢itych podmienok moéZe podporovat programovani bunkova smrt,

nekroptdzu Ci feroptozu (Strasser & Vaux, 2020, Sauler et al., 2019).

5.8.4 Pyroptoza

Pyroptéza je forma programovanej bunkovej smrti vyvoland vnutrobunkovymi
baktériami ako napriklad Salmonella sp. Proces je sprostredkovany kaspazou-1, ktora je
aktivovana vramci takzvaného zapalového tkaniva vyvolaného radom adaptérov alebo
kaspazou-11, ktorej aktivacia je vyvolana intracelularnym lipopolysacharidom (LPS). Nésledne
dochadza k aktivacii proteinu gasdermin D, ktory tvori pory v plazmaticnej] membrane bunky

a kaspazy-3 a -7, degradécii chromatinu a expozicii prozapalovych komponent, ktoré¢ vedu
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k bunkovej smrti. Inflamasomy predstavuja silni obranu proti patogénom alebo bunkovému
stresu, veducemu k lytickej bunkovej smrti, obrane $irenia mikroorganizmov a upozoriiovaniu
imunitného systému na potencialne nebezpecenstvo (Strasser & Vaux, 2020, Tong et al., 2022,

Bertheloot ef al., 2021).

5.8.5 Metody stanovenia

V T'udskom tkanive sa apoptdza bezne hodnoti ultraStruktirnymi analyzami bunkove;j
morfologie sprostredkovanej elektronovou mikroskopiou, histologickym meranim
fragmentacie DNA pomocou TUNEL, prietokovou cytometriou izolovanych buniek
s hodnotenim expozicie fosfatidylserinu (PhSer) a imunohistochémiou proteinov asociovanych

s apopotozou (Sauler et al., 2019).
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6 CIELE PRACE

e Stanovenie fotodynamickej u¢innosti SubPc derivatov na nadorovych bunkovych

liniach HelLa a SK-MEL-28.

e Stanovenie ,,dark® toxicity tychto derivatov.

e Stanovenie ¢asového profilu prestupu latok do buniek.

e Stanovenie subcelularnej lokalizacie Studovanych SubPc.

e Stanovenie typu bunkovej smrti.
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7 EXPERIMENTALNA CAST

7.1 Zakladné vybavenie pre pracu s bunkovymi liniami

e sterilné inkubaéné nadoby T75 (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné plastové serologické pipety rozneho objemu (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné mikroskimavky rozneho objemu (Eppendorf, Nemecko)

¢ Biirkerova komorka (Brand, Nemecko)

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

e sterilné Pasteurove pipety (Brand, Nemecko)

e sterilné §krabky na bunky (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné plastové $picky rozneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e sterilné centrifuga¢né skiimavky rozneho objemu (TPP, Svajéiarsko)

e sterilné laboratorne sklo (Simax, Ceska republika)

e 96-jamkova biela mikrotitracnd dosticka s ¢irym dnom na stanovenie luminiscencie
a fluorescencie (Corning Incorporated, USA)

e sterilné plastové vanicky (Eppendorf, Nemecko)

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

e sterilné plastové Petriho misky (TPP, Svajéiarsko)

7.2 Pristrojové vybavenie

e bunkové inkubatory s termostatom a regulaciou koncentracie CO: (Sanyo, Japonsko
a Esco, USA)

e boxy s laminarnym prudenim BioAir TopSafe 1.2 (EuroClone, Taliansko)

e pipetovaci nadstavec Biohit Midi Plus (BioHit, Finsko)

e vodny kupel’ (Memmert, Nemecko)

e automatické pipety r6zneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

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

e 450W xeno6nova lampa Newport (Newport Corporation, USA)
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e centrifuga Hermle Z 300 (Hermle Labor Technik, Nemecko)

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

e (itacka mikrotitraénych dosti¢iek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Svajéiarsko)

e Cjtatka mikrotitraénych dosti¢iek Tecan SPARK (Tecan Group Ltd., Svajéiarsko)

e fluorescenény spektrofotometer (Edinburgh Instruments, Livingston, Spojené
Kralovstvo)

e invertovany fluorescen¢ny mikroskop Nikon TiE (Nikon, Japonsko)

e invertovany fluorescenny mikroskop Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

7.3 Chemikalie a reagencie

e Fosfatom pufrovany fyziologicky roztok, tablety (PBS; Sigma-Aldrich, Nemecko)

e trypsin/EDTA (T/E; 10x koncentrovany, Lonza, Belgicko)

e kultivaéné médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Lonza, Belgicko)
e kultivaéné médium CO: Independent Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)
e fetdlne bovinné sérum (FBS; Sigma-Aldrich, Nemecko)

e penicilin/streptomycin (P/S; 100x koncentrovany, Lonza, Belgicko)

e ultraglutamin I (Lonza, Belgicko)

e HEPES pufor (Lonza, Belgicko)

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

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

e dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, Nmemecko)

e roztok neutralnej Cervene, 3,3 mg/ml (NR; Sigma, Nemecko)

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

e lyzacny roztok pre NR (1% roztok 'adovej kyseliny octovej v 50% etanole)

e digitonin (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e bortetomib (Sigma-Aldrich, Nemecko)

e FasL (Sigma-Aldrich, Nemecko)

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

e bovinny sérovy albumin (BSA; Sigma-Aldrich, USA)

e detekény kit BCA (Sigma-Aldrich, Nemecko)
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e purifikovana ultracista voda (MQ-voda, Millipore, USA)

e fluorescenéna sonda LysoTracker™ Blue DND-22 (ThermoFisher Scientific, USA)

e fluorescenéna sonda HCS LipidTOX™ Deep Red Neutral Lipid Stain (ThermoFisher
Scientific, USA)

e fluorescenéna sonda MitoTracker™ Green FM (ThermoFisher Scientific, USA)

Skumané latky:

Vyvijané a syntetizované vramci vedeckej skupiny prof. Zimcika, Katedra
farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy, Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové,

Univerzita Karlova.

o fotosenzitizér 31-SubPc-CE

e fotosenzitizér 3EtS-SubPc-CE

o fotosenzitizér 3EtS-SubPc-Tyr-FB
o fotosenzitizér 3EtS-SubPc-Tyr-Boc
e fotosenzitizér 12F-SubPc-CE

o fotosenzitizér 12F-SubPc-Tyr-Boc
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7.4 Bunkové kultury

Bunkové kultary patria k jednym z najcennejSich ndstrojov, ktoré sa vyuzivaju ¢i uz
v zakladnom alebo aplikovanom/klinickom vyskume. Bunky sa ziskavaju izolaciou z ich
prirodzeného prostredia (in vivo), oznaCované ako primarne bunky, alebo z tzv. bunkovych
bank (cell banks), prikladom moéze byt americkda ATCC (z ang. American Type Culture
Collection). Takto ziskané bunky pripadne bunkové linie sa nasledne mnozia a Studuja in vitro.
V zévislosti na type vyskumného projektu a s nim spojené poziadavky je potrebné vybrat
bunky a bunky linie, ktoré tieto poziadavky spihajil. S experimentalnym procesom sa spéja aj
spravna starostlivost’ o bunkové linie a v neposlednom rade aj osobné bezpecnost’ a sterilita
pri/po praci s bunkami vzhl'adom na moznost’ vystaveniu sa biologického nebezpecenstva,

pripadne kontaminécii bunkovych kultar (Preksha et al., 2021).

Tkanivové kultiry zohravaju klac¢ovi tlohu vo vedeckej oblasti a umoznili rozvoj
viacerych oblasti ako napr. biotechnologie, biofarmacie ¢i toxikoldgie. Ich vyuZitie sa prejavuje
najviac vo farmaceutickom vyskume zameranom na §tidium absorpcie lie¢iv a hodnoteni ich
potencialnej toxicity. V sucasnej dobe je mozné kultivovanie a testovanie latok na dvoch
typoch kultar a to: 2D a 3D. Za klasické bunkové kultary sa povazuju 2D kultiry, ktoré maju
svoje obmedzenia a Specifikd bunkového rastu a diferencidcie. Ddleziti tlohu v procese
kultivacie 2D kultur hra pouZité inkubacné médium, ktoré poskytuje Ziviny, rastové faktory ¢i
antibiotikd zabranujice kontaminécii. Optimalizaciou podmienok ako teploty, koncentracie
plynu ¢i primeranej vlhkosti je mozné docielit’ poZadované prostredie na experimentalne
testovanie. Vyuzitie 3D bunkovych kultur pre zmenu umoznilo rekonstruovat’ mikroprostredie
nadoru, a tym napodobnit’ podmienky in vivo a sledovat’ interakcie medzi bunkami navzajom

(Bober et al., 2022).

V ramci naSich experimentalnych stanoveni sa pouzili 2D bunkové kultary HeLa a SK-

MEL-28, ktoré boli zaobstarané od ATCC.

7.4.1 Bunkova linia HeLa

Rakovinové bunky, nazyvané ako HelLa bunky, podl'a Henrietty Lacksovej, boli prvou

I'udskou bunkovou liniou. Henrietta Lacksova v roku 1951 zomrela na vaZzny a agresivny
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adenokarcinom krc¢ka maternice, kedy sa po prevedeni biopsie tkaniva zistilo nepretrZité
bunkové delenie pritomnych nadorovych buniek. Tento objav predstavoval prelom

v biomedicinskom vyskume a diagnostike mnohych ochoreni (Lucey et al., 2009).

Vyskumné prace a stidid uskutocnené na HelLa bunkach prebiehaju celosvetovo.
Experimentalne prace sa spociatku zameriavali hlavne na protinddorovu terapiu, metabolizmus
lieCiv, génovu expresiu ¢i syntézu bielkovin. Diagnostika sa postupne, vdaka modernému
technickému vybaveniu, zameriava na sekvenovanie DNA aRNA, pricom odhaluje
a poskytuje podrobny popis gendmovych variant genomu nadorovych buniek (Zhao et al.,
2014, Landry et al., 2013).

Obrazok 6 HeLa bunky v diferencidlnom interferenc¢nom kontraste. Zvéac¢Senie objektivu 60x.

7.4.2 Bunkova linia SK-MEL-28

Bunkova linia SK-MEL-28 predstavuje l'udské melanomové nadorové bunky. Ich
Studium sa v poslednych rokoch zvysilo vzhl'adom na exponencidlny narast rakoviny koze vo

vyspelych krajindch (Zeng et al., 2014).
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Obrazok 7 SK-MEL-28 bunky v diferencidlnom interferenénom kontraste. Zva¢senie objektivu 60x.

7.4.3 Kultiva¢né médium

Kultivaéné médium je jednou zo zdkladnych a najddlezitejSich zloziek potrebnych
k udrzaniu viability bunkovych kultir. Jeho priprava si vyzaduje dodrzanie sterilnych
podmienok, ¢o bolo zabezpecené pracou v prostredi laminarnych boxov. Pred pripravou média
sa jednotlivé zlozky, okrem HEPES pufru a ultraglutaminu, vytemperovali vo vodnom kupeli

na teplotu 37 °C.

Kultivaéné médium pre HeLa bunky abunky SK-MEL-28 ma identické zloZenie
vsetkych pouzitych komponent. Kultivacné médium pre tieto dve bunkové linie sa pripravilo
z DMEM (Dulbecco’s modifield Eagle’s medium) bez pridavku fenolovej cervene a glutaminu.
Do média sa postupne pridali jednotlivé zlozky: HEPES pufor (1 %), d’alej FBS (10 %), P/S
(1 %) a ultraglutamin I (2 %). Médium, ktoré obsahuje pridavok FBS séra, sa taktieZ oznacuje
ako SCM, ¢ize sérum obsahujice médium (serum-containing medium), vyuzivané k samotnej

kultivacii a experimentalnej praci s bunkami. U niektorych experimentov (subcelularna
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lokalizacia) sa na rozdiel od SCM kultivaéného média pouzilo SFM médium (bezsérové

médium, serum free medium) s totoznym zlozenim, ale bez pridavku FBS.

Pre metodiku stanovenia bunkovej smrti kitom RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis
and Necrosis Assay sa pouzilo CO: independent medium (Specidlne médium nezavislé od
pritomnosti vysSej koncentracie CO: v atmosfére inkubatora) doplnené 10 % FBS, 1 % P/S
a2 % ultraglutamin I. Médium sa pripravovalo, rovnako ako predo$lé média, za sterilnych
podmienok laminarneho boxu, uchovéavané v chladni¢ke apred experimentalnou pracou

temperované a premieSané.

Takto pripravené a hotové média, obsahujuce vSetky potrebné zlozky, boli na zaver
dokladne premiesané a skladované v chladnicke pre samotnli pracu s bunkovymi kultirami.
Pred kazdym pouzitim sa pripravené médid nechali vytemperovat vo vodnom kupeli na

pozadovanych 37 °C a dokladne zamiesali.

7.4.4 Inkubacia buniek

Kultivacia bunkovych kultar HeLa a SK-MEL-28 prebiehala v bunkovych
inkubatoroch pri teplote 37 °C, 5% CO: atmosfére a konStantnej humidite. Bunky boli
kultivované a uchovavané¢ v SCM meédiu v sterilnych plastovych inkubacnych fl'asiach T75.
Vsetka potrebna praca prebichala v sterilnom lamindrnom boxe, podla Standardného

pracovného protokolu prace s bunkami.

Inkubaéné podmienky buniek HeLa k stanoveniu bunkovej smrti sa liSili v porovnani
s bunkami uréenymi k cytotoxicitnym experimentom. Bunky sa kultivovali Standardne v T75
kultivaénych flasiach v inkubatore pri 37 °C, ale bez kontroly vlhkosti a CO> atmosféry.
Vzhl'adom na tieto obmedzenia bolo potrebné aby sa kultivacné médium (CO: independent

medium) menilo kazdy druhy den.

Podmienky inkubdacie buniek pre subcelularnu lokalizaciu su zhodna s podmienkami pri

postupe stanovenia cytotoxicity a casovému prestupu latok do bunky.
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7.4.5 Bunkova pasaz

Pasazovanie, oznaCované aj ako proces subkultivacie, je dolezitou metodou udrzania
zivotaschopnosti bunkovych kultur v podmienkach in vitro. Ide o prenos Casti vykultivovanych
buniek do novej inkubacnej flaSe s Cerstvym kultivacnym médiom, v ¢o najpravidelnejsich
intervaloch, kvoli spotrebe zivnych latok z média a pritomnosti metabolickym produktov

buniek.

Dolezitou podmienkou v procese pasdzovania je stav konfluencie buniek v kultivacnej
nadobe. Je to stav, kedy bunky pokryji ¢o najvacsi povrch dna kultiva¢nej nadoby a dostavaja
sa do vzajomného kontaktu medzi sebou. Odporucany stav konfluencie sa pohybuje medzi 80-
90%, kedy sa mikroskopicky sleduji morfologické zmeny a tvar buniek, pripadne pritomnost’
kontamindcie, v priebehu 3 — 4 dni pred pasdZzovanim. Tento cCasovy interval medzi
jednotlivymi pasazami je zvolené kvoli zamedzeniu neziaducich morfologickych zmien na
bunkach, zmendm ich vlastnosti ¢i zivotaschopnosti, alebo zamedzeniu neziaducej

kontaminacie.

Cely proces pasdzovania buniek sa uskutoCnil za prisne sterilnych podmienok
v prostredi laminarneho boxu a vSetky potrebné roztoky boli vopred temperované vo vodnom

kupeli na pozadovanych 37 °C.

Prvy krok v procese bunkovej pasdZe je odobratie starého kultivaéného média
z pdvodnej inkubacnej fl'ase a oplach bunkovej kultary predhriatym roztokom sterilného PBS
pufra. Oplach buniek sa vykonal dvakrat, aby doslo k dostatocnému odstraneniu séra, ktoré
modze negativne ovplyvnit' dal$i proces, vzhladom na pritomnost inaktivujicich zloZiek
trypsinu v d’alSom postupe prace. V druhom kroku nasledovalo pridanie 1 ml roztoku trypsinu
(T/E) rovnomerne po celom dne nadoby, a to z dovodu, aby doslo k oddeleniu buniek od jej
dna. Takto pripravené nadoba je vloZzena do inkubdtora na maximélnu dobu 5 mintt pri teplote
37 °C. V tomto ¢asovom intervale nastava proces oznacovany ako trypsinizacia, kedy sa bunky
oddel'uju od dna nddoby posobenim proteaz, a stdvaju sa bunkovou suspenziou. Priebezne sa
uskutoéni kontrola v mikroskope ¢i doSlo k oddeleniu vSetkych buniek a vytvoreniu
dostato¢nej suspenzie. Nasledne bolo potrebné proces tryspsinizacie v nadobe ukoncit’, aby
nedoslo k poSkodeniu buniek. Do nadoby sa pridalo 9 ml predhriatetho SCM média, ktoré

pdsobi inaktivujliico voci roztoku trypsinu.
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Dal§im krokom bolo resuspendovanie buniek. Dokladnym resuspendovanim buniek
a oplachnutim dna nadoby procesom, kedy bola opidtovne nasatd a vypustend bunkova
suspenzia do pipety proti dnu nadoby, sa docielil vznik homogénnej suspenzie bez pritomnosti
zhlukov buniek. Mnozstvo suspenzie, ktoré sa odoberie do novej nadoby sa voli podla
aktualneho stavu konfluencie astavu z predchadzajicich pasazi. Cast takto pripravenej
suspenzie sa odobrala do novej sterilnej inkubacnej fT'aSe s obsahom 15 ml vopred nahriateho
nového média SCM. Opitovne sa nova suspenzia premiesala dokladne s Cerstvym médiom
a rovnomerne sa rozpestrela po dne nadoby. Takto pripravené bunky boli d’alej kultivované
podrla Standardnych podmienok popisanych vyssie (kapitola 7.4.4 Inkubécia buniek) do d’alse;j

pasaze. Zvysok bunkovej suspenzie v starej nadobe sa pouzil na experimenty.

Podmienky kultivacie a pasdzovania HeLa buniek urcenych k stanoveniu bunkovej
smrti si vyzadovali zmenu Standardne zavedenych postupov. Bunky k tomuto stanoveniu bolo
potrebné prisposobit’ na atmosféru bez CO,. Spasdzovanie buniek prebehlo v prvy dent do
povodného SCM média a CO; independent medium v pomere 1:1. Na druhy deni sa toto
kultivaéné médium vymenilo iba za Cist¢ CO: independent medium, v ktorom sa bunky
uchovavali pocas celej doby experimentu. Inkubécia prebiehala pri 37 °C, bez pritomnosti CO»

atmosféry a zvySenej vlhkosti.

Bunky pre stanovenia cytotoxicity, subcelularnej lokalizacie a asového prestupu latok

bunkou maju zhodny proces pasdzovania a naslednej kultivacie.

7.4.6 Stanovenie poctu Zivotaschopnych buniek

Stanovenie poctu Zivotaschopnych buniek, oznaCované aj ako test vylucenia farbiva
bunkou, je jednoduchou a rychlou technikou merania viability buniek. K stanoveniu sa vyuZziva
trypanova modra, eozin alebo jodid propidia, kedy sa sleduje stav integrity bunkovej membrany

zivych buniek (Strober, 2015).

Principom stanovenia poctu Zivotaschopnych buniek je schopnost’ buniek absorbovat’
farbivo, v tomto pripade roztok trypanovej modrej, ktoré difunduje cez plazmatickit membranu
a dostdva sa 'ahko do vnutra bunky. Hlavny rozdiel spoc¢iva v schopnosti Zivych buniek toto
farbivo transportovat’ cez membranu bunky. Zivé bunky su schopné toto farbivo aktivne

transportovat’ cez membranu opit’ von, v porovnani s mftvymi bunkami, kedy je tato funkcia
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porusend a farbivo je zadrziavané vo vnutri bunky, kde sa hromadi. Mikroskopicky je mozné
pozorovat’ zivé bunky, ktoré st zobrazené na svetlo modrom pozadi ako svetlé sférické utvary

a bunky mftve sfarbené syto modro, kvoli nahromadenému farbivo vo vnutri bunky.

K stanoveniu sa vyuzivala Biirkerova komorka. Ako prvé sme si pripravili
mikroskimavku, kde sme si napipetovali 100 pl 0,4% roztoku trypanovej modrej a 100 pl dobre
premieSanej bunkovej suspenzie, ktora nam zostala v rdmci procesu pasazovania (kap. 7.4.5
Bunkové pasaz). Obsah mikroskiumavky sa poriadne premiesal na vortexe a nechal inkubovat’
5 mintt pri laboratdrnej teplote. Po tomto ¢asovom intervale sa zmes opat’ poriadne premiesala
a aplikovala na kazdu z polovic Biirkerovej komoérky v objeme 10 pl. Na kazdej z polovic
komorky, konkrétne v piatich Stvorcoch, sa pod mikroskopom hodnotil pocet Zivych, pre nas

vizualne neofarbenych buniek, ktory sa vo finale prepocital na objem 1 ml bunkovej suspenzie.

7.4.7 Nasadzovanie buniek na experiment

K zabezpeceniu ¢o najvdcsej zhody (konStantnosti) vramci vysledkov aich
reprodukovatel'nosti v sérii merani, sa s bunkovymi kultirami pracovalo v sterilnom prostredi
laminarneho boxu. Vzhladom na typ experimentu sa volili poZadované sterilné plastoveé
nadoby, v ktorych prebiehali stanovenie. Pre cytotoxicitné merania sa zvolila koncentracia
75 000 buniek/ml. Bunky sa ziskali odberom pozadovaného mnoZstva bunkovej suspenzie zo

starej kultiva¢nej nadoby po procese pasazovania (kapitola 7.4.5).

Na zaciatku sa ako prvé vypocital objem SCM média a mnozstvo bunkovej kultiry
potrebnej k zachovanou zvolenej koncentracie. Hodnoty sa ziskali vypoctom vysledného poctu
zivych buniek zo suspenzie v trypanovej modrej. Nasledne sa pripravila sterilnd plastova
vanicka, do ktorej sa napipetovalo potrebné mnoZstvo cerstvého vopred vytemperovaného
média z vodného kupela a objem bunkovej suspenzie. Vo vanicke sa tato zmes poriadne
premieSala a s pomocou elektrickej multikanalovej automatickej pipety sa suspenzia buniek
a média aplikovala do jamiek 96-jamkovej mikrotritratnej dosti¢ky v mnozstve 100 pl/jamku.
Pre kazdu jamku tym pripada obsah priblizne 7 500 buniek. Mikrotitra¢na dosticka sa na zaver
vlozila do bunkového inkubatora na 24 hodin, kde bola inkubovana za Standardnych

podmienok. Casovy interval 24 hodin spolu svhodnymi podmienkami v priestoroch
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inkubatora, zabezpecili dostatoéné mnoZzstvo narastenych buniek potrebnych k uskutocneniu

pozadovanych experimentov.

K zadokumentovaniu subcelularnej lokalizacie sa pouzili sterilné plastové Petriho
misky so sklenenym dnom (s priemerom 3 cm) Specidlne urc¢ené pre konfokalnu mikroskopiu.
Rovnako ako pri cytotoxicitnych experimentoch sa pripravila zmes buniek v SCM médiu,
pricom sa postup pripravy zmesi zhodoval. Pipetovany objem sa v tomto pripade ale lisil
v porovnani s fototoxicitnymi stanoveniami. Na dno Petriho misky sa napipetovalo 500 pl

zmesi. Takto pripravené misky boli inkubované podl'a Standardnych podmienok 24 hodin.

Bunky nasadzované k experimentalnemu stanoveniu ¢asového prestupu latok do bunky
mali obdobny proces nasadzovania ako pri subcelularnej lokalizacii (sterilné Petriho misky
s priemerom 6 cm, hustote 5x10° buniek/jamku v objeme 5 ml, inkubécia za $tandardnych

podmienok (37 °C, 5% CO») na dobu 24h).

Postup prace pri stanoveni zivotaschopnosti buniek v zmesi trypanovej modrej a pri
nasadzovani buniek pre stanovenie bunkovej smrti sa zachoval rovnaky. Nariedend bunkova
suspenzia spolu so Specialne urcenym médiom (v tomto pripade CO: independent medium) pre
toto stanovenie, bola aplikovanéd do jamiek 96-jamkovej bielej dosticky s priehladnym dnom.
Typ dosticky sa lisil oproti tym, ktoré sa pouzivaju k stanoveniu fotodynamickej aktivity latok,
preto aby sa pri procese oziarenia anasledného zaznamendvania luminiscenéného
a fluorescencného signalu eliminovala interferencia v ramci jednotlivych jamiek dosticky.

Inkubécia buniek prebiehala podl'a rovnakych podmienok ako je opisané v kap. 7.4.5.

7.5 Studované fotosenzitizéry

Vsetky Studované a experimentalne testované PS zahrnuté v praktickej casti tejto
diplomovej prace boli syntetizované na Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové (Univerzita
Karlova). Samotnym vyvojom asyntézou sa zaoberala vedecka skupina z katedry
Farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy pod vedenim prof. PharmDr. Petra Zim¢ika,

Ph.D.
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Obrizok 8 Struktary experimentalne testovanych PS. Subftalocyaniny s axidlne naviazanym
benzocrownom (3I-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-CE a 12F-SubPc-CE) a metylesterom tyrozinu (3EtS-
SubPc-Tyr-FB, 12F-SubPc-Tyr-Boc a 3EtS-SubPc-Tyr-Boc).

Studované latky patria do skupiny SubPc. V porovnani s Pc sa lisia pritomnostou iba
troch izoindolovych skupin a v centralnej asti §truktury je lokalizovany atéom béru. Dal§im
rozdielom je priestorova orientacia SubPc Struktary. Oproti Pc, ktoré su planarne rozlozené
v priestore, SubPc maju konicky az kuzelovity tvar. Tato vlastnost’ im prinaSa vyhodu, kedy
SubPc pri aplikacii neagreguji, a tym nie je znizena samotna U¢innost’ latky. Rozdielom je
taktieZ aj absorpéné maximum, ktoré sa v porovnani s PS (napriklad (aza)ftalocyaniny ¢i
naftalocyaniny) pohybuje vo viditeI'nej Casti spektra v rozmedzi 630 — 700 nm (Cervena oblast’),

SubPc maji toto maximum nizSie s hodnotami 530 - 600 nm (zelend oblast’ spektra).
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Experimentalne skimané latky maju v axidlnej polohe naviazané substituenty benzocrownu
a metylesteru tyrozinu a periférnej Casti molekuly etylsulfanylové substituenty, atomy fluoru
alebo atémy jodu (Obr.8). Zasobné roztoky boli pripravené rozpustenim PS v sterilnom DMSO

o koncentracii 10 mM.

7.5.1 Nasadzovanie latok

Pri nasadzovani skimanych latok na kultivaénti dosticku alebo Petriho misky bolo
potrebné dodrZat’ viacero kritérii. Jedno z prvych a hlavnych kritérii manipuléacie s testovanymi
latkami v zasobnych ¢i pracovnych roztokoch, a taktiez aj prace s bunkovymi kultarami, bolo
dodrzanie sterilného pracovného prostredia, ktoré bolo zabezpecené pracou v laminarnych
boxoch laboratoria. S roztokmi latok bolo potrebné zaobchadzat’ nielen v €o najsterilnejSom
prostredi, ale aj v prostredi bez pristupu svetla (za tmy), pripadne s ¢o najmenSou intenzitou

svetelného Ziarenia, aby bolo zabranené pred¢asnej fotoaktivacii pouzitych a Studovanych PS.

Po inkubécii buniek z procesu ich nasadzovania (kapitola 7.4.7), sa k narastenym
bunkdm po 24 hodinovom ¢asovom intervale aplikovali r6zne koncentracie nami Studovanych
latok. Testované PS sa pripravili do sterilnych mikroskiimaviek nariedenim sterilnych zasob
tychto latok SCM médiom, pripadne SFM médiom vzhl'adom na typ experimentu. Kultiva¢né
média, pre pripravu roztokov ¢i vymenu starého média v inkubacnej nadobe, a samotné

pracovné roztoky latok sa pred nasadenim temperovali vo vodnom ktpeli na teplotu 37 °C.

U cytotoxicitnych experimentov sa po 24 hodindch k narastenym bunkdm na
96-jamkove] mikrotitracnej doSticke pridali poZadované koncentracie skumaného PS
pripraveného v SCM médiu. Jednotlivé vybrané koncentracie latky boli nasadené do zvolenych
jamiek opatrne vymenou média za roztok danej koncentracie v objeme 100 pl. Na dosticke sa
okrem buniek ovplyvnenych PS, zvolili aj bunky neovplyvnené, oznaCené ako negativna
kontrola, bez pridavku Studovaného PS u ktorych sa iba vymenilo star¢ médium za Cerstvé.
Dalsia ast’ buniek, oznadena ako pozitivna kontrola, bola ovplyvnena letalnym mnoZstvom
H>O», ktora sluzila ako kontrola umrtnosti buniek. Pred pridavkom H>O: doSlo taktiez
k vymene starého média za nova. Mikrotitracnd dosticka, so skimanym typom PS, bola
nasledne vloZzena do bunkového inkubatora a inkubované podl'a Standardnych podmienok do

doba 12 hodin.
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Obdobny postup nasadzovania latok bol aj pri stanoveni bunkovej smrti, kedy sa
pracovalo s bunkami v 96-jamkovej bielej mikrotitra¢nej dosti¢ke s ¢irym dnom. Aplikovanie
Studovanych latok bolo podobné ako pri experimentidlnom stanoveni cytotoxicity, s tym
rozdielom, ze roztoky latok PS boli pripravené v CO: independent medium. Okrem buniek
s testovanym PS boli na dosticke aj bunky neovplyvnené (ako negativna kontrola). Inkubacia
prebiehala 12 hodin pri teplote 37 °C. Zvolené koncentracie stanovovanych PS odpovedali ich

hodnotam ECsgs.

Pri stanoveni subcelularnej lokalizacie a ¢asovom prestupe latok sa ako prvé odobralo
staré kultivatné médium z Petriho misky, ku ktorému sa nésledne pridali testované PS s danou

koncentraciou.

7.6 Cytotoxicitné metody

Experimenty sa uskutocnili v klasickych Ccirych 96-jamkovych mikrotitracnych
dostickach s nasadenymi HeLa a SK-MEL-28 bunkami v sterilnom prostredi laminarneho
boxu. V zavislosti na tom ¢i bola hodnotena toxicita Studovanych latok po aktivacii svetlom
(fototoxicita) alebo vlastna toxicita latok tzv. ,,dark® toxicita (absencia zdroja svetelného

Ziarenia), sa pracovny postup stanovenia lisil.

7.6.1 Fotoaktivacia latok

Fototoxicita je termin oznacujuci toxicitu latok vyvolanu po ich aktivacii poZadovanym
typom Ziarenia. K hodnoteniu sa pouzili bunky pripravené podla vyssie popisaného postupu

(kap. 7.4.7) a inkubované¢ s testovanymi PS podla kapitoly 7.5.1.

Po 12 hodinovom ¢asovom intervale inkubacii buniek so Studovanou latkou bolo
vymenené staré médium za nové médium v celej dosticke. Vymena média prebehla sterilne za
tmy v lamindrnom boxe pomocou multikanidlovej pipety. Oplach buniek vopred
vytemperovanym Cerstvym médiom v objeme 100 pl sa vykonal v poradi dvakrat za sebou

z doévodu dostato¢ného odstranenia zvySkového mnozstva PS, ktoré sa do buniek nedostalo.
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Ihned’ po vymene sa takto pripravend mikrotitracnd dosticka preniesla pod 450 W
xenonovu lampu osadent vodnym a long-pass a vodnym filtrom, kde bola oziarena zhora
svetlom z Cervenej Casti viditeIného spektra po dobu 15 minut celd dosticka (A > 570 nm; 12,4
mW/cm?; 11,2 J/ecm?). Po ukonéeni oZarovania sa dosti¢ka umiestnila spit’ do inkubatora, kde
bola inkubovana za Standardnych podmienok d’alsich 24 hodin. Na zaver sa pomocou metody

NRU (Neutral Red Uptake Assay) stanovila Zivotaschopnost’ buniek vychytanim NR.

Ozarovanie dosticky na stanovenie bunkovej smrti prebehlo podobnym spdsobom — za
rovnakej vlnovej dlzky a ¢asu ziarenia. Samotna dosticka sa ozarovala zo spodnej €asti a vrchna
Cast’ sa pocas procesu zakryvala hlinikovou féliou. Pred samotnym ozarovanim sa v celej

dosticke obdobne vymenilo staré¢ médium za temperované nové CO: independent medium.

7.6.2 ,Dark* toxicita

»Dark® toxicita, respektive vlastnd toxicita latok, je termin oznacujlci toxicitu
Studovanych latok bez ich predchadzajiceho oziarenia. Postup pripravy suspenzie buniek, ich
nasadzovanie na doSticku a aplikicia testovanych latok sa zhoduju s vysSie popisanym

postupom.

Roztoky testovanych PS latok boli pripravené v mnohonasobne vyssich koncentraciach
ako v porovnani pri stanoveni fototoxicity. Inkuba¢na doba PS s bunkami prebiehala namiesto
Standardnych 12 hodin az v 24 hodinovom ¢asovom intervale. Vzhl'adom na fakt, Ze zasobné
roztoky nasich skimanych PS boli pripravené rozpustenim v roztoku DMSO, ktory je toxicky
pre bunky vo vyssich koncentraciach, bola na dostic¢ku pridana kontrola toxicity samotné¢ho

DMSO, aby sa vylucilo jeho pripadné ovplyvnenie vysledkov.

Délezitym faktom pri spracovani tejto metddy bolo zamedzenie pristupu svetla pocas
celého procesu stanovenia, kedy sa pracovalo prisne za tmy, aby nedoslo k aktivacii latok, co
by spdsobilo vznik faloSne zniZenej zivotaschopnosti buniek. Aby sa predislo aktivacii latok
svetlom, boli dosticky s nasadenymi latkami, zabalené do hlinikove;j folie a takto inkubované
pozadovanu dobu. Po uplynuti inkubéacie sa pomocou NRU stanovila Zivotaschopnost’ buniek

rovnakym spdsobom ako pri stanoveni fototoxicity.
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7.7 Stanovenie viability buniek pomocou neutrilnej ¢ervene

Stanovenie poctu Zzivotaschopnych buniek, na zéklade absorpcie NR, predstavuje
kvantitativny odhad viability v cytotoxicitnych testoch. Ide o najpouzivanej$i typ testu
vyuzivany v biomedicinskych, enviromentalnych oblastiach ¢i farmaceutickom, agro-
chemickom alebo kozmetickom priemysle, ktory umoziuje in vitro kvantifikdciu
xenobiotikami indukovanej cytotoxicity. Bol zalozeny v roku 1985, ako nédhrada tradi¢nych,
subjektivne hodnotenych metéd hodnotenia cytotoxického potencidlu. NRU je v porovnani
s inymi testami (napr. vyuzitie tetrazéliovej soli, stanovenie tiniku enzymov ¢i obsah bielkovin)
lacnejsi a citlivejsi typ. Podstatou je schopnost’ Zivotaschopnych buniek supravitalne farbivo,
v tomto pripade NR (slabé kationické farbivo), viazat’ a zaclenit’ do lyzosémov a endosdémov
neidonovou pasivnou difuziou. Vyjadrenim cytotoxicity je znizenie prijmu NR po expozicii
skimaného xenobiotika v zavislosti od jeho koncentracie (Repetto et al., 2008, Ates et al.,

2017, Cudazzo et al., 2019).

NR (hydrochlorid 3-amino-7-dimetyl-amino-2-metylfenazin) je slabé kationové
farbivo, ktoré prenika bunkovou membranou diftiziou. V intaktnych bunkach sa farbivo viaze
a akumuluje s anionovymi miestami v lyzosodme, kde sa nabije a dalej uZ vol'ne do cytoplazmy
neprechadza. Poskodenie bunky sposobi uvolnenie NR. Pdsobenie xenobiotik na povrch
buniek alyzosomalnu membranu vedie kich zvySenej citlivosti a krehkosti, a naslednej
znizenej schopnosti vychytavat’ farbivo. Poskodené respektive mrtve bunky stracaji schopnost’

toto farbivo zadrziavat’ (Lestari et al., 2010).

NRU bol pouzity uoboch typov cytotoxicitnych experimentov. Pred samotnym
spracovanym bolo potrebné pomocou multikanalovej pipety v celej dosticke vymenit staré
médium za nové v objeme 100 pl dvakrat za sebou. Oplachom buniek ¢erstvym predhriatym
PBS, pred pridanim pracovného roztoku NR, sltZil ku odstraneniu zvySnych PS, ktoré by pri
nasledovnom spracovani a vyhodnoteni mohli viest’ k faloSne zvySenej absorbancii alebo
k interferenci s vychytavanim NR. Priprava pracovného roztoku NR prebehla nariedenim
zasobného roztoku NR (3,3 g/l) s prislusSnym objemom média. Takto pripraveny roztok sa
pomocou multikandlovej automatickej pipety aplikoval do jednotlivych jamiek v celej dosticke
v objeme 100 pl. Nasledne bola dosticka s bunkami a napipetovanym roztokom NR vloZena do

inkubatora, kde prebehla 2 hodinova inkubdcia za Standardnych podmienok (37 °C, 5% CO»).
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Po skonceni inkubacie buniek s NR sa z dosticky odstranilo vSetko médium. Bunky
v kazdej jamke miktotitracnej dosticky boli fixované roztokom 1% CaClz v 0,5%
formaldehyde. Fixacny roztok sa s pouzitim automatickej multikanalovej pipety aplikoval na
celi dosticku v mnozstve 100 pl/jamku a po ¢asovy interval 15 minat nechal inkubovat’ pri

laboratornej teplote.

Nasledne sa fixacny roztok z dosSticky odstranil a fixované bunky na dne jamiek
mikrotitraénej dostiCky boli oplachnuté dvakrat 100 pul PBS. Ako posledné sa do celej dosticky
multikanalovou automatickou pipetou pridalo 100 pl lyzacného roztoku (1% roztok I'adovej
kyseliny octovej v 50% etanole). Dosticka s lyza¢nym roztokom bola umiestnend na dostickovi

trepacku na 30 minut, kedy pri laboratornej teplote doslo k 1yze buniek.

Po skonCeni finalnej inkubéacie sa lyzované bunky v dosti€¢ke hodnotili pomocou
spektrofotometra Tecan Infinite M200 pri vlnovej dizke 540 nm. Pomocou programu Microsoft
Office Excel sa zaznamenané vysledné hodnoty absorbancii spracovali. Zivotaschopnost
buniek bola vyjadrend ako percento negativnej kontroly (neovplyvnené bunky, 100 %) po

odcitani pozitivnej kontroly (pozadie).

7.8 Stanovenie bunkovej smrti

Plazmatickd membrdna zdravych buniek je zloZzené z mnoZstva lipidov, ktoré st
asymetricky rozlozené na vnltornom a vonkajSom povrchu membrany. Jednym z tychto
lipidov je PhSer, ktory sa bezne nachadza na vnutornej strane, vystaveny bunkovej cytoplazme.
Pocas poskodenia bunky apoptdzou sa asymetria straca a PhSer zmeni lokalizdciu na vonkajsi
povrch. Annexin V (36-kDa protein viazuci vapnik) sa viaZe s PhSer. Fluorescencne znaceny
Annexin V sa pouziva na detekciu exponovaného PhSer na vonkaj$ej membrane apoptotickych
buniek, ale aj nekrotickych buniek, ktoré maji poruseni membranu, ¢o umoznuje vstup

Annexinu V do cytoplazmatického priestoru buniek (Crowley et al., 2016).

Test urcenia typu bunkovej smrti je zalozeny na merani zivotaschopnosti buniek,
kineticky v redlnom case na zdklade expozicie PhSer na vonkajSom povrchu plazmaticke;
membrany v ramci procesu apoptdzy. K stanoveniu sa pouzil luminiscencny kit (Promega
Corporation, USA). Zaznamendavanie luminiscen¢ného a fluorescenéného signéalu prebiehalo

na ¢itacke mikrotitraénych dosti¢iek. V detekénom kite RealTime-Glo™ Annexin V sa
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nachadzi ekvimolarne mnozstvo dvoch podjednotiek Annexin V fliznych proteinov — Annexin
V-LgBiT a Annexin V-SmBiT. Sti¢ast'ou testu je aj profluorescencné farbivo, ktoré ma afinitu

k DNA (test nepriepustnosti bunkovej membrany).

Predchadzajuce kroky ako pasadzovanie, stanovenie poctu Zzivotaschopnych buniek
trypanovou modrou, ich nasadzovanie na dosticku, aplikovanie skiimanych PS aich

fotoaktivacia boli opisané vyssie v predchadzajucich kapitolach.

Dolezitym rozdielom v porovnani s cytotoxicytnymi stanoveniami bolo pouzitie iného
typu kultivaéného média, mikrotitratnej dosticky a meracieho zariadenia. Bunky pred
zahajenim experimentalneho stanovenia bolo potrebné prispdsobit’ na iné podmienky — bezna
atmosféra (nizSia koncentracia COz). To sa docielilo kultiviciou buniek v Specidlnom
kultivaénom médiu (CO: independent medium, Gibco, USA). Na stanovenie bunkovej smrti
bola pouzitd Specidlna biela sterilnd 96-jamkova mikrotitratna dosticka s transparentnym
dnom, ¢o zamedzilo medziprechodu fluorescencného a luminiscenéného signalu v ramci
jamocok dosticky. Hodnoty luminiscen¢ného a fluorescencného Ziarenia sa zaznamenavali na
¢itacke mikrotitranych dosti¢iek vybavenou zariadenim na zaznamendvanie tychto dvoch

vyslednych hodnét (Tecan SPARK, Tecan Group Ltd., Svajéiarsko).

Detekéné reagencie testu bunkovej smrti sa pred stanovenim uchovavali v mraznicke.
Pred aplikaciou sa jednotlivé substraty nechali rozmrazit' a vytemperovat' na laboratérnu
teplotu. Komponenty stipravy kitu je mozné pouZit’ a spotrebovat ihned, pripadne je mozné ich
rozdelit’ a s jednotlivymi alikvotmi pracovat’ individualne. Substrat Annexin V NanoBiT® je
rozpustny vo vic¢Sine pouzivanym kultivaénych médii, pricom jeho potenciél je mozné zvysit
pridavkom sérovych doplnkov, napr. 10% FBS alebo 10% konské sérum. Vazobnu interakciu
je mozné zlepSit’ aj medzi Annexinom V a PhSer a to pridavkom CaCly, ktory je pre tito vizbu
kI'i€ovy. V ramci stanovenia sa odporuca okrem samotnych buniek s testovanou latkou zaradit’
aj kontroly so substritmi abez substratov, aby bolo mozné postudenie a potvrdenie

znaSanlivosti reagencii zo supravy.
V ramci nasho experimentalneho stanovenia boli zaradené 3 typy kontrol:

A. Kontrola bez zluc¢enin, iba s bunkami (100 pl média a 100 pl detekéného Cinidla).
Tento typ kontroly sluzil ako kontrola Zivotaschopnosti buniek.
B. Kontrola so zluceninami oznac¢ena ako pozitivna kontrola (100 pl média, 100 ul

¢inidla indukujiceho typ bunkovej smrti spolu s detekénym ¢inidlom). Této kontrola
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viedla k stanoveniu relativnej velkosti odozvy skumanych latok a preukdzanie
pozitivity kontroly ¢inidla.

C. Kontrola bez buniek (100 pul média a 100 pl detekéného €inidla). Kontrola sluzila
k detekcii nesSpecificky vygenerovaného luminiscencného a fluorescencného signalu
pozadia pri stanoveni. Priemerné hodnoty pozadi tychto dvoch parametrov sa

odcitavali od vSetkych skimanych vzoriek, kvoli normalizacii idajov stanovenia.

V prvom kroku, pred samotnou pripravou detekéného ¢inidla, bolo potrebné substraty
Annexin V NanoBiT®, CaCl, adetekény reagent nekrdzy rozmrazit a vytemperovat na
laboratornu teplotu, d’alSie substraty ako Annexin V-SmBIiT a Annexin V-LgBiT sa vloZili do
ladu. Po vypocitani potrebného objemu jednotlivych komponent pre pripravu detekéného
¢inidla sa do sterilnej plastovej 15 ml skimavky pridalo ako prvé predhriate sterilné kultiva¢né
médium. Nasledne sa postupne v jednotlivych krokoch pridali pozadované alikvotné objemy
Annexinu V NanoBiT, CaCly a ¢inidlo detekujuce nekrozu. Medzi kazdym aplikovanym
substratom sa cely objem skimavky zvortexoval. Na zaver sa pridal Annexin V-SmBit
a Annexin V-LgBiT substrat a obsah skimavky sa opatrene premiesal, aby sa predislo vzniku

bublin.

Po fotoaktivacii skimanych PS (450 W xenénova lampa; A > 570 nm; 12,4 mW/cm?;
15 min, 11,2 J/cm?) sa na celi mikrotitraént dosticku aplikovalo detekéné ¢inidlo. Obsah
skamavky sa prelial do sterilnej vanicky a pomocou automatickej multikandlovej pipety
aplikovalo 100 pl detekéného reagentu na kazdii jamku dosticky. Po napipetovani sa takto
pripravena dosticka vlozila na dostickova trepacku na dobu 30s pri 500 — 700 rpm, aby sa
docielilo rovnomernému a kompletnému rozlozeniu substratu so skimanymi latkami
v jamkach dosticky. Dosti¢ka s krytom (zamedzenie kontamindacie a teplotnym rozdielom) sa
na zaver vlozila na ¢itacku mikrotitraénych dostic¢iek Tecan SPARK (Tecan Group Ltd.,
Svajéiarsko), kde sa v 15 minatovych intervaloch v priebehu 24-48 hodin zaznamenavali
hodnoty luminiscencie a fluorescencie. Cely postup prace pripravy detekéného reagentu a aj

jeho samotné aplikovanie na dosticku prebiehalo v laminarnom boxe a za tmy.
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RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis Assay

SmBIT LgBiT
Anx W ¢ I;‘-\.nx\-"
( Anx VANV
i Anx ViAnx V interaction
Cell mermbrane ? interaction lJ ® »
d o e e,
‘ ' @& o W
2006 * &% 2,
B . 5 ﬁh ® ' %
Phosphatidyl-
Serine [PS] DNA
Normal cell - Viable Apoptotic cell - Viable Non-viable cell [2° necrosis)
PS confined to inner leaflet PS “membrane flipping” PS "membrane flipping”
Cell membrane intact Cell membrane intact Cell membrane compromised
Time —
Low luminescence High luminescence High luminescence
Low fluorescence Low fluorescence High fluorescence

Obriazok 9 Stanovenie bunkové smrti pomocou kinetickej metody RealTime-Glo™ vizbou
Annexin V na PhSer. Prevzaté z (Real-time assessement of apoptosis and necrosis, BioTechniques,
2018). Anx V SmBiT & Anx V LgBiT (Annexin V s podjednotkami SmBit a LgBiT), necrosis detection
reagent (detekéné cinidlo pre nekrozu), phosphatidyl-serine (PhSer), cell membrane (bunkova
membrana), Anx V:Anx V interaction (vazba podjednotiek Annexinu V).

7.9 Casovy profil prestupu skiimanych latok do buniek

Casovy profil prestupu skamanych latok do buniek, bol uskutoéneny na bunkovych
liniach HeLa a SK-MEL-28. Bunky boli nasadené na sterilné Petriho misky s priemerom 6 cm
o hustote 5x10° buniek/jamku v objeme 5 ml a inkubované za $tandardnych podmienok (37 °C,

5% CO2) na dobu 24 hodin.

Na druhy dent sa k narastenym bunkédm, po odpipetovani starého média, pridal nami
Studovany SubPc v objeme 5 mL 1uM roztoku rozpusteného v médiu. Po inkubacnej dobe
v ¢asovych intervaloch 0, '4, 1, 2, 4, 8, a 12 hodin sa jednotlivé bunky dvakrat oplachli
predhriatym PBS pufrom (Sigma-Aldrich, Nemecko). Po pridani 5 ml PBS boli bunky
dokladne zoskrabané z dna Petriho misky pomocou bunkovej Skrabke abola zozbierana

suspenzia buniek Pasterovou pipetou do 15 mL plastovych skumaviek, tento krok sa nasledne

48



zopakoval este raz. Nasledne sa jednotlivé skimavky s bunkovymi suspenziami centrifugovali
5 minut pri 1500 rpm. Supernatant bol odstraneny a k sedimentu vyschnutych buniek bolo
pridanych 0,5 ml DMSO (Sigma-Aldrich, Nemecko). Resuspendované a lyzované vzorky
buniek s PS boli pomocou pipety prenesené do 1,5 ml mikroskiimaviek a uchované v mraznicke

pri teplote -20 °C do druhého dna.

Na druhy den boli jednotlivé vzorky zahratie na laboratornu teplotu a stanovena
koncentracia PS meranim fluorescen¢ného signalu. Fluorescen¢né Ziarenie vzoriek latok bolo
merané s vyuzitim FS5 spektrofotometra (Edinburgh Instruments, Livingston, Spojené
Kralovstvo) pri vinovych dizkach odpovedajice maximam ich emisnych spektier.
K zostrojeniu kalibracnej krivky sa pouzili zriedené roztoky farbiv v bunkovom lyzéte

(narastené bunky bez Studovanych PS a spracované podla postupu vyssie).

7.10 Stanovenie mnoZstva bielkovin

Stanovenie mnozstva bielkovin vo vzorkach sa uskutocnilo pomocou metédy BCA
(bicinchoninic acid). Do jamiek 96-mikrotitracnej dosticky sa napipetovalo 10 pl jednotlivych
Studovanych vzoriek (rozpustenych v DMSO). Koncentracnd rada roztokov BSA, potrebna ku
zostrojeniu  kalibracnej krivky, bola pripravena rozpustenim BSA v MQ-vode ato
v koncentraciach  0; 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 a 2000 pg/ml. Z pripravenych
koncentra¢nych roztokov sa do danych jamiek mikrotitracnej doSticky napipetuje 10 pl.
Vzhl'adom na to, Ze vzorky a koncentracna rada boli rozpustené v rozdielnych rozpustadlach
bola tiato nesturodost vykompenzované pridanim 10 pl MQ-vody ku vSetkym vzorkdm

a pridanim rovnakého objemu DMSO ku koncentracnej rade BSA.

Samotny roztok BCA bol pripraveny v pomere 1:50, kedy sa zmieSal 4% roztok
CuS04-6H0 a zasobny roztok BCA. Takto pripraveny roztok bol pridany do vsetkych jamiek
v objeme 200 pl/jamku pomocou automatickej multikanalovej pipety. Mikrotitracna dosticka
sa nésledne nechala inkubovat’ po dobu 30 minat v bunkovom inkubatore pri teplote 37 °C. Po
uplynuti tejto Casovej doby sa merala vysledna absorbancia na c¢itacke mikrotitratnych

dosti¢iek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Svajéiarsko) pri vlnovej dizke 562 nm.
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7.11 Hodnotenie vysledkov

Hodnoty cytotoxicitnych testov boli spracované pomocou programu Microsoft Office
Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) a s vyuzitim softwaru GraphPad Prism (GraphPad
Software, USA) sa zo ziskanych dat experimentalne skimanych latok vytvorili grafy, pomocou

ktorych sa zistili hodnoty ECso a TCso.

Vysledky fototoxicitnych experimentov predstavovali hodnoty strednej efektivnej
(terapeutickej) koncentracie, oznacované ako ECso. Ide o koncentracie experimentilne
skamanych latok, ktorych hodnoty po oziareni svetlom sposobili pokles viability danej
bunkovej linie na 50 % v porovnani s bunkami, ktoré ovplyvnené neboli. Jednotlivé ziskané

hodnoty ECso sa vzt'ahovali pre kazdu z testovanych PS.

Rovnakym sposobom boli vyhodnotené data u ,,dark* toxicity, pre kazda zo skimanych
latok, kedy wvysledky predstavovali hodnoty strednej toxickej koncentracie (TCso) —
koncentracia testovanej latky, ktora sposobila znizenie zivotaschopnosti buniek na 50 % oproti

kontrole, kedy v tomto pripade latka nebola aktivované svetlom.
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7.12 Subcelularna lokalizacia skimanych latok

K vytvoreniu mikroskopickych snimkov bol vyuzity invertny fluorescenény mikroskop
Nikon Eclipse TiE (Nikon, Japonsko) s chladenou sCMOS kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor
Technology, Spojené¢ Kralovstvo), spolu s LED fluorescenénym zdrojom (CoolLED pE-
300"t CoolLED Ltd., Spojené Kralovstvo).

K urceniu subcelularnej lokalizacie Studovanych PS sa pouzili bunkové linie HeLa
a SK-MEL-28, ktor¢ boli sledované pomocou fluorescencného mikroskopu. Bunky sa
nasadzovali na sterilné plastové Petriho misky so sklenenym dnom, ktoré st Specidlne uréené
pre konfokalnu mikroskopiu. Bunky boli nasadené na jednotlivé Petriho misky v SCM po 0,5
ml s ndslednou 24 hodinovou inkubéciou. Po 24 hodinach sa k bunkam pridal skimany PS
s pozadovanou koncentraciou v SCM. Potom sa bunky spolu s PS nechali inkubovat’ po dobu
d’al$ich 12 hodin sa standardnych podmienok (37 °C v CO; inkubatore). Po ukonceni inkubacie
sa odstranilo staré médium, bunky sa oplachli dvakrat SFM médium a nasledne boli znacené s

fluorescenénymi sondami pripravenymi v ¢erstvom SFM médiu:

A) 0,4 uM MitoTracker™ Green FM ako mitochondrialna sonda
B) 0,4 uM LysoTracker™ Blue DND-22 oznadujtica kyslé organely (lyzosémy)
C) HCS LipidTOX™ Deep Red Neutral Lipid Stain oznacujtca lipidové &astice

Inkubacna doba sa vzhl'adom na typ fluorescen¢nej sondy lisila.

a) Inkubacia buniek s MitoTracker™ Green a LysoTracker™ Blue sondou prebiehala
po dobu 20 minut. Po inkubacii nasledoval dvakrét oplach predohriatym SFM. Cerstvé
SFM médium sa na zaver pridalo ku vzorkdm atie boli nésledne inkubované a
mikroskopicky snimané.

b) Cast’ vzoriek sa fixovala 4% paraformaldehydom po dobu 15 minit pri izbove;
teplote. Nasledoval trikrat oplach predhriatym PBS. HCS LipidTOX™ Deep Red
Neutral Lipid Stain fluorescencnd sonda (nariedené 1:1000) sa na zaver inkubovala

s bunkami po dobu 30 minut pri izbovej teplote.

K detekecii fluorescencného ziarenia sa vyuzili filtre pre kanaly DAPI, FITC, Cy3 a CyS5,
a pomocou fluorescenéného mikroskopu Nikon Eclipse TiE (Nikon, Japonsko) s 100x
olejovym objektivom sa zhotovila séria mikrofotografii s vyuzitim sCMOS kamery Andor Zyla

5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvo).
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8 VYSLEDKY

8.1 Stanovenie cytotoxicity
8.1.1 Bunky SK-MEL-28

8.1.1.1 3I-SubPc-CE

Fototoxicita skimanej latky 31-SubPc-CE pred oziarenim s inkuba¢nou dobou 12 h bola
testovana na bunkovej linii SK-MEL-28 v koncentranom rozmedzi 0,001-1 uM v SCM. Zo
ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso podl'a

ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 10 zodpoveda 0,0378 = 0,0076 uM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3I-SubPc-CE (bunkova linia SK-MEL-28) bola
skimana v rozmedzi koncentracii 1 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 10 odpovedaji koncentracii 71,843 + 2,245 pM.
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Obrazok 10 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 3I-SubPc-CE.
Fototoxicita (*) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.1.2 3EtS-SubPC-CE

Fototoxicita skimanej latky 3EtS-SubPc-CE pred oziarenim s inkuba¢nou dobou 12h
bola testovana na bunkovej linii SK-MEL-28 v koncentra¢nom rozmedzi 0,001 — 1 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso

podl’a ziskanych hodnét zobrazenych v grafe na Obrazku 11 zodpovedé 0,0023 + 0,0007 uM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-CE (bunkova linia SK-MEL-28)
bola skimana v rozmedzi koncentracii 1 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na

Obrazku 11 odpovedaju koncentracii 14,492 + 1,131 uM.
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Obrazok 11 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 3EtS-SubPc-CE.
Fototoxicita (¢) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.1.3 3EtS-SubPc-Tyr-FB

Fototoxicita skimanej latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB pred oziarenim s inkubacnou dobou
12 h bola testovana na bunkovej linii SK-MEL-28 v koncentracnom rozmedzi 0,01 — 100 uM
v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso).
ECso podla ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 12 zodpoveda 0,2234 £ 0,0171
uM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB (bunkova linia SK-MEL-
28) bola skiimané v rozmedzi koncentrécii 1 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu
na Obrazku 12 odpovedaji koncentracii >100 pM.
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Obrazok 12 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 3EtS-SubPc-Tyr-FB.
Fototoxicita (¢) a vlastna toxicita latky (°).

54



8.1.1.4 3EtS-SubPc-Tyr-Boc

Fototoxicita skiimanej latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc pred oziarenim s inkuba¢nou dobou
12h bola testovand na bunkove;j linii SK-MEL-28 v koncentra¢nom rozmedzi 0,001 — 100 uM
v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso).

ECso podla ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazok 13 zodpoveda 4,77 + 0,31 pM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc (bunkova linia SK-MEL-
28) bola skimana v rozmedzi koncentracii 0,05 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso
z grafu na Obrazku 13 odpovedaju koncentracii >100 pM.
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Obrazok 13 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 3EtS-SubPc-Tyr-FB.
Fototoxicita (¢) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.1.5 12F-SubPc-CE

Fototoxicita skimanej latky 12F-SubPc-CE pred oziarenim s inkubac¢nou dobou 12 h
bola testovana na bunkovej linii SK-MEL-28 v koncentra¢cnom rozmedzi 0,05 — 80 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso

podl’a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 14 zodpoveda 16,291 + 2,888 pM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 12F-SubPc-CE (bunkova linia SK-MEL-28) bola
skimana v rozmedzi koncentracii 1 — 20 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 14 odpovedaji koncentracii 18,953 + 0,053 uM.
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Obrazok 14 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 12F-SubPc-CE.
Fototoxicita (°) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.1.6 12F-SubPc-Tyr-Boc

Fototoxicita skimanej latky 12F-SubPc-Tyr-Boc pred oziarenim s inkubacnou dobou
12 h bola testovana na bunkovej linii SK-MEL-28 v koncentracnom rozmedzi 0,05 — 100 uM
v SCM. Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso).
ECso podl'a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 15 zodpoveda 66,153 + 5,086
uM.

Vlastna toxicita (,,dark® toxicita) latky 12F-SubPc-Tyr-Boc (bunkové linia SK-MEL-
28) bola skumana v rozmedzi koncentracii 0,05 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso
z grafu na Obrazku 15 odpovedaji koncentracii >100 uM.
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Obrazok 15 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek SK-MEL-28 na koncentracii 12F-SubPc-Tyr-Boc.
Fototoxicita (°) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.2 HeLa bunky

8.1.2.1 3I-SubPc-CE

Fototoxicita skimanej latky 31-SubPc-CE pred oziarenim s inkuba¢nou dobou 12 h bola
testovana na bunkovej linii HeLa v koncentratnom rozmedzi 0,001 — 80 uM v SCM. Zo
ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso podl'a

ziskanych hodnét zobrazenych v grafe na Obrazku 16 zodpoveda 0,0656 + 0,01692 uM.

Vlastnd toxicita (,,dark® toxicita) latky 3I-SubPc-CE (bunkova linia HeLa) bola
skiimana v rozmedzi koncentracii 0,005 — 100 uM v SCM. Vysledné déta pre ECso z grafu na
Obrazku 16 odpovedaju koncentracii 23,499 + 3,438 uM.
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Obrazok 16 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek HeL.a na koncentracii 31-SubPc-CE. Fototoxicita
(*) a vlastna toxicita latky ().
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8.1.2.2 3EtS-SubPc-CE

Fototoxicita skimanej latky 3EtS-SubPc-CE pred oziarenim s inkuba¢nou dobou 12 h
bola testovana na bunkovej linii HeLa v koncentracnom rozmedzi 0,001 — 50 uM v SCM. Zo
ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso podl'a

ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 17 zodpoveda 0,0044 = 0,0021 puM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-CE (bunkova linia HelLa) bola
skimana v rozmedzi koncentracii 1 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 17 odpovedaju koncentracii 5,245 + 1,486 uM.
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Obrazok 17 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HelLa na koncentracii 3EtS-SubPc-CE.
Fototoxicita (°) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.2.3 3EtS-SubPc-Tyr-FB

Fototoxicita skimanej latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB pred oziarenim s inkubacnou dobou
12 h bola testovana na bunkovej linii HeLa v koncentra¢nom rozmedzi 0,01 — 80 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso

podl’a ziskanych hodnét zobrazenych v grafe na Obrazku 18 zodpovedé 0,1200 + 0,0183 uM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB (bunkova linia HeLa) bola
skimana v rozmedzi koncentracii 1 — 100 uM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 18 odpovedaji koncentracii 68,809 + 26,743 uM.
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Obrazok 18 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunieck HelLa na koncentracii 3EtS-SubPc-Tyr-FB.
Fototoxicita (°) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.2.4 3EtS-SubPc-Tyr-Boc

Fototoxicita skimanej latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc pred oziarenim s inkuba¢nou dobou
12 h bola testovana na bunkovej linii HeLa v koncentra¢nom rozmedzi 0,05 — 100 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso

podl’a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 19 zodpoveda 4,45 + 0,01 uM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc (bunkova linia HeLa) bola
skiimana v rozmedzi koncentréacii 0,05 — 100 pM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 19 odpovedaju koncentracii >100 uM.
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Obrazok 19 Graf zavislosti Zivotaschopnosti buniek HelLa na koncentracii 3EtS-SubPc-TyrBoc.
Fototoxicita (°) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.2.5 12F-SubPc-CE

Fototoxicita skimanej latky 12F-SubPc-CE pred oziarenim s inkubac¢nou dobou 12 h
bola testovana na bunkovej linii HeLa v koncentra¢nom rozmedzi 0,05 — 80 uM v SCM. Zo
ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso podl'a

ziskanych hodnot zobrazenych v grafe na Obrazku 20 zodpoveda 6,400 + 0,391 uM.

Vlastna toxicita (,,dark® toxicita) latky 12F-SubPc-CE (bunkova linia HeLa) bola
skimana v rozmedzi koncentrécii 0,8 — 100 pM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 20 odpovedaju koncentracii 6,781 £ 1,191 uM.
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Obrazok 20 Graf zavislosti zivotaschopnosti buniek HeLa na koncentracii 12F-SubPc-CE. Fototoxicita
(*) a vlastna toxicita latky (°).
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8.1.2.6 12F-SubPc-Tyr-Boc

Fototoxicita skumanej latky 12F-SubPc-Tyr-Boc pred oziarenim s inkubacnou dobou
12 h bola testovana na bunkovej linii HeLa v koncentra¢nom rozmedzi 0,05 — 100 uM v SCM.
Zo ziskanych vysledkov sa stanovila hodnota strednej efektivnej koncentracie (ECso). ECso

podl’a ziskanych hodndt zobrazenych v grafe na Obrazku 21 zodpoveda 64,011 + 5,831 pM.

Vlastna toxicita (,,dark* toxicita) latky 12F-SubPc-Tyr-Boc (bunkova linia HeLa) bola
skimana v rozmedzi koncentrécii 0,5 — 100 pM v SCM. Vysledné data pre ECso z grafu na
Obrazku 21 odpovedaju koncentracii 65,665 £+ 2,836 uM.
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Obrazok 21 Graf zavislosti zivotaschopnosti bunieck HelLa na koncentracii 12F-SubPc-Tyr-Boc.
Fototoxicita (¢) a vlastna toxicita latky (°).
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8.2 Bunkova smrt’

Vramci stanovenie typu bunkovej smrti na bunkovej linii SK-MEL-28 sa
zaznamenavali kineticky v priebehu 48 hodin hodnoty luminiscencného a fluorescencného
signalu. Luminiscencny signal je odpoved’ou na naviazanie sa Studovaného PS s Annexinom
V. Hodnoty fluorescen¢ného signalu st ukazovatel'om stavu a integrity bunkovej membrany
a vazby detekcnej sondy na jadrova DNA. Nekroticky typ imrtia bunky (primérna nekréza) je
charakterizovany sucCasnym a kontinualnym narastom oboch sledovanych signdlov. Pocas
apoptézy dochddza najskor k narastu luminiscenéného signilu a po €asovom odstupe aj
fluorescenéného signalu ako prejav sekundarnej nekrdzy s poruSenim jadrovej membrany
s DNA. Sucasne pocas detekcie typu bunkovej smrti vyvoladvajicu Studovanymi latkami sa
pouzili pozitivne kontroly pre nekrézu — peroxid vodika a digitonin. Ako pozitivna kontrola
apoptdzy sluzil bortezomib (induktor vnutornej cesty apoptdzy) a FasL (induktor pre vonkajsiu

cestu apoptozy).
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Obrazok 22 Stanovenie typu bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal)
a sondy viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Indukcia bunkovej smrti pomocou pozitivnej
kontroly pre nekr6zu — peroxid vodika o koncentracii 20 uM. Narast oboch signalov je s minimalnym
oneskorenim.
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Obrazok 23 Stanovenie typu bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal)
a sondy viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Indukcia bunkovej smrti pomocou pozitivnej
kontroly pre nekroézu — digitonin o koncentracii 25 pg/ml. Narast oboch signélov je bez oneskorenia.
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Obrazok 24 Stanovenie typu bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal)
a sondy viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Indukcia bunkovej smrti pomocou pozitivnej
kontroly pre apoptézu — bortezomib o koncentracii 10 uM. Narast oboch signalov je s ¢asovym
odstupom cca 10 h.
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Obrazok 25 Stanovenie typu bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal)
a sondy viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Indukcia bunkovej smrti pomocou pozitivnej
kontroly pre apoptéozu — FasL o koncentracii 400 ng/ml. Narast oboch signalov je s ¢asovym
odstupom cca 5,5 h.
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Obrazok 26 Sledovanie bunkovej smrti v case pomocou Annexinu V (luminiscencny signal) a sondy
viazucej sa na DNA (fluorescen¢ny signal). Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku 3I-SubPc-CE
s koncentraciou. Nérast oboch signdlov je s ¢asovym odstupom cca 5,5 h, ¢o preukazuje typ umrtia
bunky apoptozou.
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Obrazok 27 Sledovanie bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal) a sondy
viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku 3EtS-SubPc-CE
s koncentraciou. Narast oboch signalov je s Casovym odstupom cca 8 h, ¢o preukazuje typ umrtia bunky
apoptozou.
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Obrazok 28 Sledovanie bunkovej smrti v case pomocou Annexinu V (luminiscencny signal) a sondy
viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku 3EtS-SubPc-Tyr-
FB s koncentraciou. Nérast oboch signéalov je s ¢asovym odstupom cca 4 h, ¢o preukazuje typ tmrtia
bunky apoptozou.
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Obrazok 29 Sledovanie bunkovej smrti v ¢ase pomocou Annexinu V (luminiscencny signal) a sondy
viazucej sa na DNA (fluorescencny signal). Stanovenie typu bunkovej smrti pre latku 3EtS-SubPc-Tyr-
Boc s koncentraciou. Narast oboch signalov je s ¢asovym odstupom cca 8 h, ¢o preukazuje typ imrtia
bunky apoptozou.
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8.3 ,,Uptake “ latok

Stanovenie ¢asového prestupu latok do buniek na bunkovej linii HeLa prebiehalo
inkubaciou buniek v Petriho miskach, kedy sa v ¢asovych intervaloch 0, 2, 1,2, 4, 8, 12 h
k bunkdm pridavali testované PS. Bunky po danom intervale boli zoSkrabané a lyzované
v DMSO. Takto pripravené vzorky sa uchovali v mraznicke pri -20°C. Pomocou
spektrofluorometra sa v jednotlivych vzorkdch meral fluorescenény signal. Stanovenie
mnozstva bielkovin vo vzorkach Studovanych latok prebiehalo pomocou metody BCA na

¢itacke mikrotitraénych dosticiek.
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Obrazok 30 Casovy profil prestupu $tudovanych latok do HeLa buniek zaznamenany pomocou
fluorescenc¢ného signalu.

8.4 Subcelularna lokalizacia

Fotografickd dokumentéacia zobrazujuca subcelularnu lokalizaciu Studovanych PSs
na bunkovych liniach SK-MEL-28 (A) a HeLa (B) bola ziskana s vyuzitim invertovaného
fluorescen¢ného mikroskopu Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Japonsko) s chladenou sCMOS
kamerou Andor Zyla 5.5 (Andor Technology, Spojené Kralovstvo) a s LED fluorescencnym
zdrojom Zziarenia (CoolLed pE-300 white, CoolLed Ltd., Spojené Kral'ovstvo).
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8.4.1 Lyzosomy
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Obrazok 31 Subcelularna lokalizacia latky 31-SubPc-CE. Vysledky lokalizacie na bunkovej linii SK-
MEL-28 (A) ana bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (Gerveny), lyzosomy farbené pomocou
fluorescencného farbiva LysoTracker Blue DND-22 (modré), mitochondrie farbené pomocou
MitoTracker Green FM (zelen¢), prekryv fluorescencnych kanalov (v 'avo hore). Vlastna fluorescencna

aktivita 31-SubPc-CE zaznamenand pomocou Cy3 kandlu, mitochondrie s pouzitim FITC kanalu,
a lyzosémy kanalom DAPI.
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Obrazok 32 Subcelularna lokalizacia latky 3EtS-SubPc-CE. Vysledky lokalizacie na bunkovej linii SK-
MEL-28 (A) ana bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (Gerveny), lyzosomy farbené pomocou
fluorescencného farbiva LysoTracker Blue DND-22 (modré), mitochondrie farbené pomocou
MitoTracker Green FM (zelené), prekryv fluorescenénych kanalov (v I'avo hore). Vlastna fluorescencna
aktivita 3EtS-SubPc-CE zaznamenana pomocou Cy3 kandlu, mitochondrie s pouzitim FITC kanalu,
a lyzosomy kanalom DAPI.
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Obrazok 33 Subcelularna lokalizacia latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB. Vysledky lokalizacie na bunkovej linii
SK-MEL-28 (A) a na bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (¢erveny), lyzosémy farbené pomocou
fluorescencného farbiva LysoTracker Blue DND-22 (modré), mitochondrie farbené pomocou
MitoTracker Green FM (zelen¢), prekryv fluorescencnych kanalov (v I'avo hore). Vlastna fluorescencna
aktivita 3EtS-SubPc-Tyr-FB zaznamenana pomocou Cy3 kanalu, mitochondrie s pouzitim FITC kanalu,

a lyzosomy kanalom DAPI.
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Obrazok 34 Subceluldrna lokalizacia latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc. Vysledky lokalizacie na bunkovej
linii SK-MEL-28 (A) ana bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (Gerveny), lyzosémy farbené
pomocou fluorescencného farbiva LysoTracker Blue DND-22 (modré), mitochondrie farbené pomocou
MitoTracker Green FM (zelen¢), prekryv fluorescencnych kanalov (v I'avo hore). Vlastna fluorescencna
aktivita 3EtS-SubPc-Tyr-BOC zaznamenand pomocou Cy3 kanalu, mitochondrie s pouzitim FITC
kanalu, a lyzosomy kanalom DAPIL
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8.4.2 Adiposomy
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Obrazok 35 Subcelularna lokalizacia latky 31-SubPc-CE. Vysledky lokalizacie na bunkovej linii SK-
MEL-28 (A) ana bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (erveny), adiposomy (zelené), prekryv
fluorescenc¢nych kanalov (v 'avo hore). Vlastna fluorescencna aktivita PS zaznamenana pomocou Cy3
kanalu, adiposomy kandlom Cys5.
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Obrazok 36 Subcelularna lokalizacia latky 3EtS-SubPc-Tyr-FB. Vysledky lokalizacie na bunkovej linii
SK-MEL-28 (A) a na bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (Gerveny), adiposomy (zelené), prekryv
fluorescen¢nych kanalov (v 'avo hore). Vlastna fluorescencna aktivita PS zaznamenana pomocou Cy3
kanalu, adiposomy kandlom Cys5.
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Obrazok 37 Subceluldrna lokalizacia latky 3EtS-SubPc-Tyr-Boc. Vysledky lokalizacie na bunkovej
linii SK-MEL-28 (A) a na bunkovej linii HeLa (B). Studovany PS (Zerveny), adiposémy (zelené),
prekryv fluorescen¢nych kanalov (v Iavo hore). Vlastna fluorescenéna aktivita PS zaznamenana
pomocou Cy3 kanalu, adiposémy kanalom Cys5.
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9 DISKUSIA

Fotodynamicka terapia (PDT) je forma fototerapie zahffiajuca fotochémiu, fotofyziku a
fotobiologiu. Hoci l'udia v davnych dobach pouzivali svetlo na liecbu niektorych chordb
(napriklad na vitiligo alebo psoriazu), moderny koncept PDT sa etabloval az v 20. storo¢i. Oscar
Raab nahodne objavil, ze mikroorganizmy, ktoré sa inkubovali s urcitymi farbivami, boli zabité
vystavenim svetlu. Vd’aka objaveniu porfimeru sodného v 70-tych rokoch minulého storocia a
rychlemu rozvoju laserovej techniky, technoldgie optického prenosu a molekularnej biologie
za poslednych 30 rokov pritahuje PDT Coraz viac pozornosti a stava sa dobre Studovanou
terapiou rakoviny a réznych inych malignych ochoreni. PDT ako neinvazivna metdda liecby
nadorov, ktora sa 1i8i od chirurgie, radioterapie a chemoterapie, je menej toxicka, kratkodoba,
nerezistentna voci lieCivu, selektivna pre nadorové tkanivo a modze sa l'ahko realizovat
kombindciou lie¢by rakoviny s inou liecbou. PDT uz bola aplikovana pri rakovine tumore koze,
spinocelularnom karcindme ¢i karcindme prostaty, prsnika, kr¢ka maternice, pI'ic a mnohych

dalsich (Yi et al., 2020).

Uspesné pouzitie PDT ako terapie vyzaduje optimalnu kombinéciu svetla $pecifickej
vinovej dizky, svetlom aktivovanej chemickej latky znamej ako fotosenzitizér (PS) a
molekularneho kyslika >0, pritomného v tkanive na vyvolanie bunkovej smrti prostrednictvom
oxida¢ného poskodeni. Zaklad liecby zavisi od vychytavania PS do maligneho tkaniva po
systémovom alebo topickom podani. Absorpcia svetla PS spdsobi prechod zo zakladného stavu
do excitovaného stavu. PS prenesie energiu zo svojho excitovaného stavu na molekulu *0; a
vytvori singletovy kyslik ('O2). Okrem generovania 'O» (mechanizmus typu 2) moze fungovat
aj mechanizmus typu 1 — zalozeny na prenose elektronov medzi tripletovym stavom a
biomolekulami. To vedie k tvorbe superoxidového anion radikalu a inych reaktivnych foriem
kyslika (ROS). ROS ako !O», hydroxylové radikaly a superoxidové anién radikaly vedd k
oxida¢nému poskodeniu buniek a mo6zu podporovat’ apoptdzu (programovani bunkova smrt))
alebo nekréozu v zdvislosti od intenzity dodaného svetla. Je znadme, ze dochddza k
fotooxidaénému poSkodeniu kI'aiCovych molekul spojenych s funkciou bunkovej membrany,
vratane zvySkov aminokyselin a cholesterolu, ako aj intracelularnych Struktur, ako st nukleové
kyseliny, ktoré kontroluju normélnu bunkova aktivitu a relativny stav bunky v ramci

bunkového cyklu (Banerjee et al., 2017).
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PS vo fotodynamickej terapii umoziiuji prenos a transldciu svetelnej energie do
chemickej reakcie typu II. V klinickej praxi pochddzaju PS z troch skupin — porfyriny,
chlorofyly a Pc. VSetky klinicky tspesne aplikované PS maji schopnost’ vo vécsej alebo
mensej miere poskodit’ tkaniva a vaskularny systém nadoru po Specifickom oziareni danej
oblasti, s dosiahnutim ablacie nddoru. Kazdy PS je aktivovany pri dostatocnej a Specificke;j
davke svetla vhodnej na zvoleny typ terapie ochorenia. Bonusom je ich schopnost’ fluorescencie

a vizualizacie 1ézie (Allison et al., 2004).

Do dnesného dna bolo indentifikovanych priblizne 200-300 chemickych zlucenin
s potencionalnou fotosenzitivnou vlastnostou. Niektoré ztychto latok presli klinickym
testovanim a boli schvalené EMA a FDA , u niektorych testovania eSte prebiehaju zatial’ ¢o iné
su eSte len vo vyskumnej faze. Prvym klinicky pouzivanym PS bol porfimer sodny (neskor
zndmy pod komerénym nadzvom Photofrin®), zaradujici sa k prvej generacii PS. Kvoli
obmedzeniam ako je nizk4 absorpéné vinova dizka a postterapeuticka fotosenzitivita sa pristipilo
k vylepSeniu a optimalizacii dovtedy zndmych PS. V rdmci druhej generacie sa klinicky vyuzivaja
napriklad ALA (Levulan®), temoporfin (Foscan®), verteporfin (Visudyne®) a hydroxyhlinity
sulfonovany ftalocyanin (Photosens®) na $iroké spektrum ochoreni (peden, koza, prostata,
plica a iné). Tretia generacie sa v §tadiu PS snazi o ich zalenenie/pripojenie do liposémov,
nanocastic ¢i naviazanim na protilatky a lipoproteiny, ¢o by viedlo k zvySeniu Gi¢inku v procese

lokaliz4cie a naslednej elimindcie nadorovych buniek.

Népliou tejto diplomovej prace bolo experimentdlne Stadium novych derivatov
ftalocayninovych fotosenzitizérov zo  zmenSenym makrocyklom, oznacovanych ako
subftalocyaniny (SubPc). Zakladnt Struktiru tvori tetrapyrolové jadro s centralne viazanym
atobmom (polo)kovu (v tomto pripade ide o bor) a viazbou troch isoindolovych skupin na ktoré
je v axialne polohe substituovana Struktira benzocrownu alebo metylesteru tyrozinu. Molekuly
skimanych PS su v periférnych Castiach latky doplnené o atomy fluéru alebo jodu. Syntéza
a samotna priprava prebehla na Katedre farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy
(Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove, Univerzita Karlova) vedeckou skupinou prof.

PharmDr. Petra Zim¢ika, Ph.D., konkrétne Dr. Demuthom a doc. Novakovou.

Pc a SubPc nie st vyuzivané len v rdmci naddorovej terapie, ich uplatnenie je mozné aj
v inych aplika¢nych sférach na zéklade ich optimalnych fyzikalnych vlastnosti s moznost'ou
tieto vlastnosti dalej vylepSit. Vo vedeckej praci sa Grant et al., 2019 venoval Studiu

subftylocyaninov s centralnym atomom béru (SubPc) a kremikovych ftalocyaninov (SiPc) ako
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aktivneho materialu v ramci organickej fotovoltiky (OPV). Samotné SubPc a SiPc mali vel'mi
dobré absorpéné vlastnosti v oranzovo-Cervenej oblasti viditeIného spektra v porovnani
s klasickymi Pc. Zahrnutim axialnych skupin bolo mozné vyladenie rozpustnosti a stability
molekuly. Od klasickych Pc taktiez ovplyvali lepSim transferom elektronov, ¢o viedlo
k optimalizovanie metody OPV. Fotoindukénym elektronovym transferom (PET) sa zaoberal
Skvortsov et al., 2020, kedy do axiadlnej pozicie bol substituovany ligand 4-
dimetylaminofenoxy a 4-hydroxyfenoxy. Zavedenie hydroxy a fenoxy skupiny potvrdilo
optimalizovanie metody PET, kedy ligandy slazili ako donor elektronov. Ich fluorescencia sa
prejavila najviac rozpustenym v kyseline trifluéroctovej. Pocet Studii zaoberajicich sa
aplikaciou SubPc v roznych odvetviach, vzh'adom na relativne novu skupinu derivatov Pc, je
maly, a prave preto sme sa vo vyskumnej praci zamerali dalej prave na tieto nové derivaty. Z
nasich vysledkov SubPc sa preukazala G¢innsot’ tychto latok ako extrémne vysokd a to ich

aktivitou v nanomolovych koncentraciach.

Experimentalna praca sa uskutocnila na dvoch l'udskych nadorovych bunkovych
liniach, ato na HeLa bunkadch (I'udské nadorové bunky kréka maternice) a SK-MEL-28
bunkach (nddorova bunky kozného melanému). Obe bunkové linie boli inkubované v SCM
médiu za Standardnych podmienok. Prvé testovanie latok sa uskutoc¢nilo metddou stanovenia
cytotoxicity §tudovanych PSs po oziareni svetlom o vhodnej vinovej dizke a toxicity

samotnych latok bez predchadzajuceho oziarenia (tzv. ,,dark® toxicita).

Vysledky cytotoxickych stanoveni nami skiimanych latok st zobrazené v Tabulke 2.
Z vysledkov ECso vyplyva, Ze najlepSiu G€innost’ v ramci PDT terapie (DLI = 12h) prejavila
latka 3EtS-SubPc-CE, ktorej efektivna koncentracia na bunkovej linii SK-MEL-28 ma hodnoty
ECso= 2,3 £ 0,7 nM. Obdobne boli ziskané hodnoty aj pri stanoveni na bunkovej liniit HeLa
(ECs0=4.,4 £ 2,1 nM). Sl'ubné vysledky boli ziskané aj u latku 31-SubPc-CE, na bunkove;j linii
SK-MEL-28 (ECso=37,8 + 7,6 nM) a HeLa (ECso= 65,6 + 19,6 nM). Latky 3EtS-SubPc-Tyr-
FB (SK-MEL-28 ECso=223,4 + 17,1 nM; HeLa ECso= 120,0 + 18,3 nM) a 3EtS-SubPc-Tyr-
Boc (SK-MEL-28 ECso= 4,77 £ 0,31 uM; HeLa ECso= 4,45 + 0,01 uM) prejavili obdobne
dobré vysledky ucinnosti v porovnani s prvymi dvoma spominanymi latkami. Aktivita latok
12F-SubPc-CE (SK-MEL-28 ECso = 16,291 + 2,888 uM; HeLa ECso = 6,400 + 0,391 uM)
a 12F-SubPc-Tyr-Boc (SK-MEL-28 ECso= 66,153 * 5,086 uM; HeLa ECso= 64,011 + 5,831
uM) dosiahla o niekolko rddov vysSie hodnoty, ¢im sa ich aktivita v ramci PDT terapie

prejavila ako nedostato¢na.
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Vlastna toxicita latok (“dark™ toxicita) bola obdobne experimentélne testovana taktiez
na bunkdch SK-MEL-28 a HelLa. Ziskané hodnoty TCso pre skimané SubPc si zobrazené
v Tabulke 2. Vysledky nameranych hodnét v ramci metddy ,,dark™ toxicity odpovedaju
hodnotam ziskanym po oziareni Studovanych PS. Latka 12F-SubPc-CE a 12F-SubPc-Tyr-Boc
prejavili nulovy PDT efekt (toxicita po oziareni odpoveda ich vlastnej toxicite bez oziarenia ).

Tabulka 2 Vysledky ECso (fototoxicita) a TCso (,,dark™ toxicita) pre Studované latky na bunkovej linii
SK-MEL-28 a HeLa vyhodnotené metédou neutralnej Cervene.

Nadorova bunkova linia
. SK-MEL-28 HeLa
Studovane latky (PS)
ECso (M) TCso (uM) ECso (uM) TCso (uM)
PDT ,Dark® PDT ,.Dark*
3I-SubPc-CE 0,0378 +£0,0076 71,843+2,245 0,0656+0,0169 23,499+3,438

3EtS-SubPc-CE 0,0023+0,0007 14,492+1,131 0,0044+0,0021 5,245+1,486
3EtS-SubPc-Tyr-FB 0,2234+0,0171 >100 0,1200+0,0183 68,809+26,743
3EtS-SubPc-Tyr-Boc 4,77+0,31 >100 4,45+0,01 >100

12F-SubPc-CE 16,291+2,888 18,953+0,053 6,400+0,391 6,781£1,191
12F-SubPc-Tyr-Boc 66,153+5,086 >100 64,011+5,831 65,665+2,836

Porovnanim fotodynamickej aktivita naSich Studovanych SubPc s vysledkami zo Stadie
amfifilnych kationickych ftalocyninov (Halaskova et al., 2022), uskutocnenej za
porovnatelnych podmienok, preukazali na bunkovej linii HeLa nami experimentalne skimané
latky  ovela optimalnejSie vysledky. NajlepSiu PDT aktivitu prejavila nasa latky
3EtS-SubPc-CE ECso = 4,4 + 2,1 nM) oproti amfifilnym Pc, u ktorych sa hodnoty ECso
pohybovali medzi 27 az 105 nM.

Zo stadie Machacek et al., 2016 sa aktivita naSich SubPc (3EtS-SubPc-CE a 31-SubPc-
CE) v porovnani s testovanymi (aza)ftalocyaninmi skimanymi na bunkach HeLa taktiez
potvrdila ako porovnatel'na s najefektivnejSou latkou 6 z ich Studie (ECso= 3,8 £ 0,2 nM; ta ma
vSak vyrazne nizsiu ,,dark* toxicitu — TCso = 435 & 26 uM). Na druht stranu, obe nase vyssie
spomenuté latky dosiahli ovela lepSie a efektivnejSie vysledky v porovnani s klinicky
pouzivanymi PS Studovanymi za rovnakych podmienok, a to: temoporfin (ECso= 0,045 + 0,007
uM; TCso = 20,6 = 2,5 uM), verteporfin (ECso= 0,036 £ 0,010 uM; TCso = 18,6 + 4,2 uM) ¢i
PpIX (ECs0= 0,80 £ 0,13 uM; TCso =>10 pM).

Xu et al., 2007 porovnava aktivitu Studovanych SubPc na bunkovych liniach HepG2 a
HT29 pre styri Studované latky. NajlepSiu aktivitu zo Studovanych latok dosiahli latky 4
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(HepG2 i HT29 ICso = 0,02uM) a 5 (HepG2 ICso = 0,02 uM ; HT29 ICso= 0,04 uM ). V
porovnani s nasimi Studovanymi latkami je PDT aktivita 1atok 3EtS-SubPc-CE a 3I-SubPc-CE
niekol’kondsobne optimélnejSie. Samotné porovnanie vysledkov in vitro s udajmi z literatiry je

takmer nemozné, vzhl'adom na jediny mozny vedecky ¢lanok zaoberajtci sa ECso u SubPc.

Stanovenie typu bunkovej smrti sa uskuto¢nilo na bunkovej linit SK-MEL-28 pre Styri
SubPc (31-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-Tyr-FB a 3EtS-SubPc-Tyr-Boc). Ako
metdda bola zvolena vdzba Annexinu V na fosfatidylserin (PhSer), kedy bola kineticky
v priebehu 48 hodin zaznamenévand hodnota signali luminiscencie a fluorescencie. Po
porovnani ziskanych vysledkov s digitoninom a H>O; ako pozitivnou kontrolou pre nekrozu,
a s latkami bortezomib (pozitivna kontrola vnutornej cesty pre apoptézu) a FasL (pozitivna
kontrola vonkajSej cesty apoptozy) sa u naSich skiimanych latok potvrdil ako hlavny typ
bunkovej smrti apoptdza na zdklade casového oneskorenia signali fluorescencie. Hlavny typ
bunkovej smrti apoptézou sa preukazal aj na §tudiu Pc vo vedeckej praci Halaskova et al., 2021
u kationovych amfifilnych latok 1Me a 2Me. V praci Machacek et al., 2015 sa u kationickych
Pc preukézal hlavny typ bunkovej smrti nekrozou, na zaklade ruptiry membrany a vyliatia
lyzosomalneho obsahu do cytoplasmy. Vo vedeckom ¢lanku Van de Winckel et al., 2018
zameranom na S$tadium SubPc potvrdzuje u skiimanych latok 1a az 1c¢ typ smrti apoptozou.
Banfi et al., 2012, s vyuZitim prietokovej cytometrie testoval na bunkdch HTC116 BODIPY Pc
ako potencidlnych PS v PDT. V jeho praci sa taktieZ potvrdil typ bunkovej smrti apoptickou

cestou.

Aktivita vybranych Styroch SubPc sa hodnotila aj v rdmci lokalizacie tychto latok na
bunkovych liniich SK-MEL-28 a HeLa bunkach. Hodnota signalu fluorescen¢nych sond
MitoTracker™ Green FM (zelena sonda pre mitochondrie), LysoTracker™ Blue DND-22
(modra sonda pre lyzosémy), HCS LipidTOX™ Deep Red Neutral Lipid Stain (Servena
fluorescen¢na sonda pre lipidy) sa zaznamenavala pomocou florescenéného mikroskopu Nikon
Ti-E aolejového imerzného objektivu (zviacsenie 100x) s DAPI, FITC, Cy3 aCy5
fluorescenénych filtrov. VSetky experimentalne Studované latky sa Specificky lokalizovali
u oboch bunkovych linii v endolyzosomalnom kompartmente buniek. Vlastna fluorescencia PS
vSak bola zaznamenana aj v periférnej Casti bunky, ¢o bolo potvrdené Ze ide o adiposémy. V
experimentalnej §tadii Machacek et al., 2015 sa taktiez prejavila lokalizacia Studovanych Pc
(1Zn-Et a 2Zn-Et) v lyzosdémoch. Endolyzosomalma lokalizacia latok sa potvrdila aj v praci
Kollar et al., 2020 pre vSetky so skimané PS. Xu et al., 2007, potvrdzuje aktivitu skimanych

SubPc 2, 3, 4 a 5 (axialne substituované SubPc s alkoxy a fenoxy skupinami) na linii TH29,
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ako silné¢ fluorescenéné ziarenie zachytené v cytoplazme buniek. Distriblicia periférne
a centralne substituovanych SubPc (derivaty s alkyl, aryl, halogén ¢i 4-karboetoxyfenyl
skupinami) sa preukdzala v endoplazmatickom retikule (Burstev ef al., 2022). Subceluldrna
lokalizacia latok 5 az 7 z prace Zhou et al., 2023 sa rovnako ako u nés preukazala na zaklade

fluorescencného signalu v lyzosomalnych Struktirach HeLa buniek.

Na zaklade hodnotenia Casového prestupu Studovanych SubPc do buniek Hela
v intervaloch 0, 2, 1, 2, 4, 8, a 12 hodin mala latka 3EtS-SubPc-CE najvyssiu koncentraciu v
bunkach (4 h = 1,5 nmol/mg bielkovin, 8 h = 4 nmol/mg bielkovin a 12 h = 8 nmol/mg
bielkovin. U naSich zvySnych troch latkach sa ich mnoZstvo po 12 h pohybovalo od 0,1 — 0,5
nmol/mg bielkovin. V porovnani s vysledkami dosiahnutymi v $tadii (Aza)Pc (Machacek et al.,
2016,) latka 1 (0,2 nmol/mg bielkovin), s latkou 6 (0,085 nmol/mg bielkovin) zo Stadie
Machacek et al., 2016, ¢i so Studovanymi latkami 8, 10 a 6 (Ghazal et al., 2017), ktorych
hodnoty sa pohybovali v rozmedzi od 0,2 — 0,4 nmol/mg bielkovin, naSe latky dosiahli vyssich
hodnot. Makhseed et al., 2020 v §tadii glykolyzovanych Pc preukéazal ich nizky bunkovy
“uptake”, ktory sa hlavne preukazal u latky PeG1 (0,6 pmol/mg bielkovin). Stadiom
kationickych a anionickych Pc (Kollar et al., 2020), preukazal u anionickych latok 1 a 3d s
hodnotami 0,07 nmol/mg bielkovin pre latku 1 a 0,027 nmol/mg bielkovin u latky 3d.
V porovani s inymi derivatmi (Aza)Pc se nami Studované latky dostavaji do buniek vo vyrazne

vyssich koncentracidch.
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10 ZAVER

e Stanovenie fototoxicity latok 3I1-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-CE, 3EtS-SubPc-Tyr-FB,
3EtS-SubPc-Tyr-Boc, 12F-SubPc-CE, 12F-SubPc-Tyr-Boc na bunkovych linidch
SK-MEL-28 aHelLa. Tri zo skumanych Siestich latok dosiahli najoptimalnejSie
vysledky pri stanoveni PDT aktivity. Vysledné ECso tychto latok st porovnatelné

s klinicky testovanymi a pouzivanymi PS.

e Vlastna toxicita Studovanych latok sa pohybovala v rozmedzi od 5 pM do >100 pM,

kedy vécsina latok dosiahla dostatecného rozdielu hodnét TCso v porovnani s ich ECs.

e 'V ramci stanovenia typu bunkovej smrti metddou vézby Annexinu V na fostatidylserin

sa u skimanych latok prejavil apopticky typ imrtia buniek.

e 7o vsetkych Studovanych latok, v ramci metody ¢asového prestupu PS do bunky, sa na

zaklade fluorescen¢ného Ziarenia preukazala latka 3EtS-SubPc-CE.

e Subceluldrna lokalizéacia sa u skimanych PS s vyuZiti fluorescencnych farbiv potvrdila

v lyzosémoch a adiposémoch buniek HelLa a SK-MEL-28.

e NajefektivnejSiu fotodynamicka Uc€innost’ prejavila latka 3EtS-SubPc-CE, ktora
dosiahla hodnotu ECso = 0,0023 = 0,0007 uM na SK-MEL-28 bunkéach a ECso = 0,0044
+ 0,0021 puM u HeLa buniek. Zvys$né latky taktiez prejavili slubnu vysledky v ramci
fototoxicitnych merani na oboch liniach buniek s vynimkou latky 12F-SubPc-CE
a 12F-SubPc-Tyr-Boc, ktoré neprejavili ziadny oCakavany PDT efekt po zhodnoteni
ich ECso a TCso.
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11 POUZITE SKRATKY

APAF-1
ATCC

BCA

BSA
CAT
Cytec
DMEM
DMSO
DNA
ECso
EDTA
EMA
FADD
FBS
FDA
LDL
LED
LPS
HeLa

HEPES

84

z ang. apoptotic peptidase activating factor 1

americka banka bunkovych linii (dmerican Type Culture Collection)
bicinchonova kyselina (bicinchoninic acid)

derivat benzoporfirinu (benzoporphyrin derivate)

bovinny sérovy albumin

katalaza (catalase)

cytochrom c

kultivaéné médium (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

stredna efektivna koncentracia (half maximal effective concentration)
etyléndiaminotetraoctova kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)
Eurodpska liekova agentura (European Medicines Agency)

z ang. Fas -associated protein with death domain

fetalne bovinné sérum

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration)
lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

svetlo emitujuca dioda (light emmiting diode)

lipopolysacharid

bunky rakoviny krcka maternice

pufor; N-2-hydroxyetylpiperazin-N ‘-2-etansulfénova kyselina



HpD
Hp
IAP
NIR

MOMP

NR
NRU
oprPv
PBS
Pc
PDT
PET
PhSer
PI

PLGA

PpIX
PS
P/S
ROS
RNA
SCM

SFM
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derivat hematoporfirinu (hematoporphyrin derivate)
hematoporfirin

inhibitor apopotdzy (inhibitor of apoptosis)

blizke infracervené svetlo (near infrared light)

permeabilizacia mitochondridlnej vonkajSej membrany

(mitochondrial outer membrane permeabilization)

neutralna Cerven (neutral red)

metoda vychytdvania neutralnej cervene (neutral red uptake)
organicka fotovoltika (organic photovoltaics)

fosfatovy pufor (phosphate buffer saline)

ftalocaynin (phthalocyanine)

fotodynamicka terapia (photodynamic therapy)

fotoindukcny elektronovy transfer (photoinduced electron transfer)
fostatidylserin (phosphatidylserine)

jodid propidia (propidium iodide)

kopolyméry kyseliny maslovej a glykolovej
(poly(lactic-co-glycolic) acid)

protoporfirin IX

fotosensitizér (photosensitiser)

zmes penicilin/streptomycin

reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

kultiva¢né médium obsahujice sérum (serum containing medium)

bezsérové médium (serum free medium)



SK-MEL-28 I'udské melandmova nadorové bunky

SMAC z ang. second mitochondria-derived activator of caspase
SubPc subftalocyanin (subphtalocyanine)

TUNEL z ang. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
TCso strednd toxické koncentracia (half maximal toxic concentration)
TNF tumor nekrotizujuci faktor

TRAIL z ang. TNF- related apoptosis-induced ligand

T/E zmes trypsin s EDTA

VIS oblast’ vidite'ného spektra (visible spectrum)

10, singletovy kyslik

302 molekulovy kyslik

Oy superoxidanion kyslik

H20:2 peroxid vodiku

HO- hydroxylovy radikal

2D/3D dvojdimenzionalny/trojdimenzionalny

ALA kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)
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