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Abstrakt

Plazmonicka fototermalni terapie (PPTT) je inovativni metoda pro Iécbu nadorovych
onemocnéni vyuzivajici nanomateridly, zejména zlaté nanocastice. Na rozdil od klinicky
pouzivanych nadorovych terapii slibuje minimalni invazivitu, vysokou specifitu a minimalizaci
vedlejsich Uc¢inkt 1écby. Po vystaveni rakovinnych bunék elektromagnetickému zareni o
vlnovych délkach blizkych infracervenému spektru dochéazi k vytvoreni lokalni hypertermie,
kterd je zlatymi nanocésticemi generovana. Mechanismus indukované bunécné smrti vSak
neprobiha vzdy stejnym zpisobem. Tato prace si klade za cil porovnat dosud zndmé reakéni
mechanismy buné€k na hypertermii vyvolanou PPTT a zduraznit jeji potencial pro klinickou
terapii rakoviny. Porovnava identifikované mechanismy bunéénych smrti pozorovanych béhem
PPTT, které zahrnuji apoptdézu, nekroézu, nekroptozu, bunécnou smrt zavislou na autofagii,
bunécnou smrt zavislou na lysozomech a NETo6zu, které se vzajemné 1isi na molekuldrni urovni.
Pochopeni molekularni podstaty téchto drah je zasadni pro optimalizaci uc¢innosti PPTT a jeji

dalsi testovani jak in vivo, tak v klinickych studiich.

Klicova slova: plasmonicka fototermalni terapie, zlaté nanocastice, buné¢nd smrt



Abstract

Plasmonic photothermal therapy (PPTT) is an innovative method of cancer treatment using
nanomaterials, especially gold nanoparticles. Unlike clinically used cancer therapies, it
promises minimisation the invasiveness and side effects as well as high specificity. Exposure
of cancer cells to the near-infrared light leads to local hyperthermia, which is generated by gold
nanoparticles. Nevertheless, the mechanism of induced cell death does not proceed each time
in the same manner. This work aims to compare to date known mechanisms governing the
different cellular responses to PPTT-induced hyperthermia and highlights its potential for
clinical cancer therapy. It compares the mechanisms of cell death observed and identified during
PPTT, including apoptosis, necrosis, necroptosis, lysosome-dependent cell death, autophagy-
dependent cell death and NETosis, which differ at the molecular level. Understanding the
molecular basis of the cell death pathways is crucial for optimizing the efficacy of PPTT and

its future testing both in vivo and in clinical trials.

Keywords: plasmonic photothermal therapy, gold nanoparticles, cell death
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1. Uvod

Snaha porozumét vzniku a formovani zhoubnych nadorG probihd po mnoho staleti, kdy
nejranéjsi zaznamy sahaji do starovékého Egypta, asi 3 000 pfed nasim letopoctem. Jiz z tohoto
obdobi existuji zdznamy o nadoru (Ci viedu) prsu a jejich nelécitelnosti.

Dnesni znalosti o nadorové transformaci a nadorovych onemocnénich jsou mnohem
hlubsi. Ve zdravé tkani probiha bunééné d€leni, napt. za ucelem regenerace. Kdyz bunka projde
urc¢itym poctem déleni (zestarne), aktivuje programovanou bunéfnou smrt, a nakonec je
eliminovéna buiikami imunitniho systému. V pifipadé nadorové transformace je tento proces
narusen a bunka se zacina nekontrolovateln¢ délit. Takové bunky pronikaji do okolnich tkéni,
pozd¢ji migruji krevnim fecistém po téle a zakladaji nova nadorova loziska, tzv. metastazy
(Sudhakar 2009).

Aktudlné se mezi klinicky nejbéznéji uzivané terapie naddorovych onemocnéné tradi
chirurgicky zakrok doplnény chemoterapii a radioterapii. I pfes Siroké vyuziti mohou mit tyto
pristupy nedostatky, kterym se moderni medicina a vyzkum snazi piedejit. Jedna se zejména o
finan¢ni nakladnost, vysokou invazivitu, vedlejsi ucinky 1é¢by zahrnujici vyskyt druhotnych
nadorii a v piipad¢ radio-/chemorezistentnich bunck také nizkou uc€innost. Noveé vyvijené
klinické metody lécby kladou diiraz zejména na pozorovani mechanismii rezistence nddorovych
bunék a na specificitu 1é¢by pro nddorovou tkan (Zhang et al. 2018). Jednou z novych a slibnych
metod nadorové léCby je termdlni (TT) €1 plasmonicka fototermdlni terapie (plasmonic
photothermal therapy, PPTT), ktera slibuje zejména nizkou invazivitu pro organismus a
zaroven specifitu pro nadorové bunky. Vysledky aktudlnich publikaci poukazuji na minimalni
vedlejsi ucinky 1é€by spolu s Zadouci protinddorovou stimulaci imunitniho systému (Ali et al.
2017). TT/PPTT je také kombinovatelna s chemoterapii a radioterapii pro dosazeni maximalni
efektivity 1é€by (Darsajini et al. 2023).

PPTT vyuziva fototermalnich vlastnosti kovovych nanomateriali — zlatych nanocastic
(gold nanoparticles, AuNPs) k cilenému poskozeni a destrukci nadorovych bunék. AuNPs jsou
schopny efektivné preménovat energii elektromagnetického zareni na teplo prostfednictvim
jevu lokalizované povrchové plasmonové rezonance (localized surface plasmon resonance,
nadorovych bunék v dasledku hypertermie (Alkilany et al. 2012). Buné€nou smrt (BS) lze
tradi¢né rozdélit na regulovanou a ndhodnou. Kromé tohoto zdkladniho rozdéleni byly popsany
dalsi podtypy BS, které se navzdory rozsdhlému propojeni skrze signalni molekuly, lisi

molekularnim mechanismem jejich priib&éhu. Jsou jimi naptiklad apoptéza, NEToticka BS,



lysozom-dependentni BS, nekroptdza nebo pyroptoza (Galluzzi et al. 2007; Kroemer et al.
2009).

Vzhledem k omezenému mnozstvi dostupnych dat o indukci a pribéhu BS pii PPTT
ma tato prace za cil poskytnout aktudlni piehled téchto mechanismi. Porozuméni témto
procestim je zasadni pro mozné budouci klinické vyuziti PPTT, nebot’ umoznuje optimalizaci

této terapeutické metody a minimalizaci vedlejSich ucinka 1éCby.

2. Nanomateridly a nanocastice

2.1 Definice nanotechnologie a nanomaterialt

Nanotechnologie je obor zaméfujici se na manipulaci s materidly a strukturami v méfitku
nanometrl. Podle Slovniku cizich slov pochazi ptedpona ,,nano” z feckého piivodu nanos, coz
v piekladu znamend ,trpaslik” (Klime§ 1983). Jako nanometr se rozumi jedna miliardtina
metru. V porovnani s materidly a strukturami, které se nachazeji v makro-métitku, disponuji
odliSnymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi, a to ze dvou diivodii: 1) nanomaterialy maji
velky specificky povrch, coz zplsobuje jejich chemickou reaktivitu a také ovliviiuje jejich
vysokou pevnost €1 elektrické vlastnosti a 2) kvantové jevy dominuji v chovani nanomaterialu
tak, ze ovliviiuji jejich optické, elektrické a magnetické vlastnosti (Roduner 2006).

Materidly jsou struktury slozené z atomu. Interakce mezi atomy sypkych materialt
(bulk materials) vyastuje v distribuci vodivostnich pasii. Atomy, které spolu interaguji, tvori
husté vodivostni pasy, coz vede k jejich eventualnimu prekryti a elektrony se tak mezi nimi
mohou volné pohybovat, jak Ize vidét na Obr. 1, vlevo. Naopak materidl s rozméry v
nanomé&fitku je tvofen méné atomy, a tak jsou mezery mezi jejich vodivostnimi pasy mnohem

vétsi nez u sypkych materialii, zndzornéno na Obr.1 vpravo. Za takovych podminek se optické

sypké materidly

o (bulk materials) izolanty atomy, molekuly

pasy

mezera mezi
Fermiho hladina vodivostnimi
(energy band gap)

energie elektrornu

makro -« » nano

Obr. 1: Distribuce vodivostnich pasi v ruznych materidlech. Zmény velikosti mezer mezi
vodivostnimi pasy materidli se snizujicim se poc¢tem atomt v systému (zleva doprava), obrazek
prevzat z publikace od Roduner et al 2006 a pepracovan v BioRenderu.



a elektrické vlastnosti nanomateridlti lisi od vlastnosti makro-objektti a jejich elektronova
struktura zacina piipominat elektronovou strukturu atomu.

Fermiho hladina je uroven energie, ktera predstavuje nejvyssi energeticky stav v
krystalické struktute, ktery jesté lze obsadit elektrony. Poloha této hladiny rozliSuje, zdali se
jedna o kov, izolant, nebo polovodi¢. Mezery mezi vodivostnimi pasy predstavuji minimalni
energii, kterd je potiebnd pro excitaci valencnich elektroni. ZvétSovani mezery mezi
vodivostnimi pasy se oznaCuje jako kvantové omezeni (quantum confinement) a pro jeho
dosazeni musi byt alesponl jeden rozmér materidlu v nanoméfitku (Roduner 2006).

Vétsina definic stanovuje hranici nanomeéiitka mezi 1-100 nm (Kreyling et al. 2010;
Alkilany et al. 2012). Nano-vlastnosti materiali se vSak neméni nebo nezanikaji pfesné¢ mimo
tento interval. Naptiklad podle G. Kreyling et al nelze ptfesné¢ horni rozmérovou hranici
nanomateridlu stanovit, kviili nezanedbatelnosti specifického povrchu ¢astic. Skupina misto
toho navrhuje alternativni definici, podle které je nanomateridlem objekt, jehoZ objemové

specificky povrch je roven nebo piesahuje 60 m?/cm? objemu materialu (Kreyling et al. 2010).

2.2 Rozd¢leni nanomaterialii

Nanomaterialy 1ze obecné délit podle riznych kritérii. Podle materidlu, ze kterych jsou
vyrobeny, je délime na 1) kovové nanomateridly, do kterych se fadi hlavné nanocastice (NPs)
a nanotycky (NRs) vyrobené ze vzacnych kovi jako jsou zlato, stiibro, platina nebo méd’, 2)
oxidy kovi, kterymi jsou nanomaterialy na bazi oxidu zeleza (Fe3O4) nebo oxidu titanu (TiO2),
3) polovodic¢ové nanomaterialy zahrnujici kvantové tecky o priméru obvykle v rozmezi od
dvou do deseti nanometrii (10 -50 atom), 4) nanomateridly na béazi uhliku, jako jsou grafen,
uhlikové nanotrubky a nanodiamanty a na 5) biopolymerni/organické nanocastice a
supramolekularni struktury (Kumar et al. 2023).

Nanomaterialy dale rozdélujeme na 2D, 1D a OD. Toto oznaceni udava, kolik rozméri
objektu se nenachazi v nanoméftitku. 2D materidly, napt. tenké vrstvy (thin films), maji alesponl
jeden rozmér v intervalu nanoméftitka. Do skupiny 1D materiald, jejichz alespont dva rozméry
jsou v intervalu nanoméfitka, se fadi napt. nanotrubice (nanotubes), nanodraty (nanowires) a
nanovlakna (nanofibres). 0D materidly, typicky nanocastice (nanoparticles), maji vSechny tii

rozméry v intervalu nanoméfitka (Kumar et al. 2023).

2.3 Syntéza a upravy nanocastic
Existuje mnoho metod syntézy nanocastic, které rozdélujeme do dvou velkych skupin: top-
down a bottom-up. Bottom-up syntéza vyuziva fyzikdlnich a chemickych pfistupi pro

samouspoiadani mensich element (molekul ¢i atom) do vétSich struktur, a déje se v roztoku



za pritomnosti redukc¢nich Cinidel. Top-down syntéza naopak vyuziva postupy, jako jsou
litografie, leptani nebo mleti, k eliminaci vétSich kusti materidlu na nano-objekty. Top-down
syntéza je mén¢ casta kvili vysokym ndkladiim, ¢asové naroc¢nosti a nutnosti specialnich a
finann€ narocnych pfistroji. Bottom-up syntézu Ize naopak modifikovat pomoci mnohych
chemickych piistupti, a tak ji za definovanych podminek provadét i v nespecializovanych
laboratotich. Vysledkem syntézy jsou idealné nanocastice o identické velikosti, chemické
kompozici i krystalické struktute, které jsou rozptylené a netvoii aglomeraty (Christian et al.

2008; Scarabelli et al. 2015).

3. Plasmonicka fototermalni terapie (PPTT) a vyuZiti AuNPs

Soucasné neselektivni terapeutické ptistupy, jako je chemoterapie a radioterapie, jsou sice
ucinné proti nddorovym buitkdm, maji ale vysokou toxicitu vici zdravym tkdnim. Toxicita vede
k mnohym vedlejsim ucinkiim jako jsou nevolnost, zvraceni, prijmy, vypadavani vlasu,
horecka, nebo posSkozeni Ustni sliznice. Pfi uziti klasickych nadorovych terapii je také velké
riziko vzniku sekundérnich nadort. Komplikace souvisejici s konvenénimi onkoterapiemi
posiluji potfebu vyvoje specifickych postupi a 1éciv, které slibuji vyssi G€innost a hlavné
rapidni snizeni poctu vedlejSich ucinki (Altun and Sonkaya 2018).

PPTT predstavuje moderni terapeuticky ptistup slibujici nékolik vyznamnych vyhod,
véetné minimalni invazivity a specifity. PPTT vyuZiva nanoskopickych kovovych materiald,
zejména zlatych nanocastic (AuNPs), které na rozdil od nekovovych nanocastic disponuji
vyjimeénymi optickymi a fyzikalnimi vlastnostmi jako jsou lokalizovana povrchova
plasmonova rezonance (localized surface plasmon resonance, LSPR) elektronti na povrchu
nanocastic a fototermalni efekt. Tyto dv€ vlastnosti nachazi uplatnéni v PPTT, kde slouzi k
cilené destrukci nadorové tkané za vytvoreni lokalni hypertermie, indukované zahtatim
nadorovych bunék obsahujicich nanocastice. V historii vyzkumu bylo pro terapeutické ucely a
PPTT zkoumano mnoho kovovych nanocastic, avSak AuNPs se prokdzaly byt zdaleka
nejnad&jnéj$imi, predevsim diky jejich vynikajici biokompatibilité, jednoduché a levné syntéze,
moznosti modifikace povrchu a ladéni jejich optickych a fyzikalnich vlastnosti béhem syntézy

(Kelly et al. 2003; Pérez-Hernandez et al. 2015).

3.1 Zlaté nanocastice (AuNPs)

3.1.1 Hlavni charakteristiky AuNPs

Zminéna LSPR a fototermalni efekt predstavuji dvé fundamentalni charakteristiky kovovych
nanomaterialli, jez stoji v centru pozornosti zkoumani jejich uziti v praxi. Spolecné tyto dva
jevy prispivaji ke konverzi zatfivé energie na energii tepelnou prostiednictvim absorpce
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elektromagnetického zatfeni a k naslednému zvySeni teploty ozafovaného materialu (Kelly et
al. 2003; Pérez-Hernandez et al. 2015).

V dusledku kolektivni oscilace elektronii ve vodivostnim pasu, které jsou excitovany
po vybuzeni energetickym zdrojem (napf. elektromagnetické zateni), na povrchu kovové
castice vznika struktura nazyvana povrchovy plasmon (surface plasmon, SP). Je-1i povrchovy
plasmon excitovan na povrchu kovové nanocastice (1-100 nm) o velikosti srovnatelné
s vinovou délkou dopadajiciho zafeni (> 400 nm), volné elektrony ucastnici se kolektivnich
oscilaci jsou v pohybu omezeny, a v takovém piipadé¢ o tzv. lokalizovaném povrchovém
plasmonu (localized surface plasmon, LSP). Elektromagnetické viny dopadajiciho zafeni jsou
zachycovany na kovovém povrchu diky jejich interakci s volnymi elektrony. Za urcitych
podminek (pfi urcité frekvenci zafeni a uhlu jeho dopadu) dochdzi k rezonanci mezi
oscilujicimi elektrony a dopadajicim zafenim. Kombinovana excitace slozena z lokalizovaného
povrchového plasmonu a elektromagnetického pole dopadajiciho svétla na povrchu kovovych
nanocastic se nazyva lokalizovand povrchova plasmonova rezonance (localized surface

plasmon resonance; LSPR) (Burda et al. 2005), kterou znazornuje Obr. 2.

Elektrické pole

Obr. 2 Znazornéni lokalizované povrchové plasmonové rezonance (LSPR). Dopadajici
elektromagnetické zafeni zaptiCinuje excitaci elektronti na povrchu AuNP v disledku ¢ehoz vznika
LSP. Pokud jsou excitované elektrony AuNPs v konkrétni rezonanéni frekvenci s dopadajicim zatenim,
dochazi k jevu LSPR a absorpce zéteni je pak velmi silna. Obrazek ptevzat z publikace od Kelly et al
2003 a vytvoten v BioRenderu.

Fototermalni efekt je dusledkem absorpce energie elektromagnetického zafeni
(typicky z VIS/NIR oblasti) materialem ¢i latkou za nésledné tvorby tepla. Energie z
absorbovanych fotoni je pfenaSena na molekuly materidlu, ¢imz se zvySuje jejich kineticka
energie, a tak 1 teplota materidlu. Pokud dochazi k excitaci elektronti v konkrétni rezonan¢ni
frekvenci nanocéstic, jsou absorpce svétla a nasledny fototermalni efekt fadové zesileny.
Dopadajici elektromagnetické zafeni neni nanocastici kompletné absorbovano, ale jeho Cast je

rozptylena do okoli (tzv. Rayleightiv rozptyl). Rozptylené¢ zatfeni, které dosahuje frekvence,



jako zateni dopadajici, 1ze vyuzit pro zobrazovani AuNPs v biologickych systémech (Kelly et

al. 2003; Pérez-Hernandez et al. 2015).

3.1.2 Velikost a tvar AuNPs a ladéni jejich optickych a fyzikalnich vlastnosti
Nano-vlastnosti nanocastic zavisi predevSim na jejich velikosti, materidlu a tvaru. Tyto
proménné parametry lze ovlivnit napiiklad zménami teplot béhem syntézy. Tak lze navodit
urcité syntetické jevy, které vedou k tvorbé riznych tvarti nanocastic. Takovym jevem je
napiiklad splynuti dvou riznych krystalizacnich domén, ¢ehoz je typicky vyuzivano pti syntéze
nanocastic z kovl a oxidl kovu. Tvorbu syntetickych jevl béhem ristu je mozné ovliviiovat
také stabiliza¢nimi ¢inidly jako jsou halogenidové ionty, chloridy nebo bromidy.

Béhem syntézy AuNPs lze také modifikovat frekvenci LSP pro efektivni absorpci
vinovych délek napt. v NIR (rear infrared) oblasti spektra, které jsou optimalni pro vyuziti v
PPTT, protoZe v porovnani se zafenim jinych vinovych délek nejlépe prostupuji tkdnémi. Tremi
hlavni typy AuNPs absorbujicimi NIR zafeni, které se v soucasné dobé testuji, jsou nanoslupky
(gold nanoshells, AuNSs), zlaté nanotycky (gold nanorods, AuNRs) a zlaté nanokostky (gold
nanocages, AuNCs). Konkrétn¢ Ize jejich absorpcni vinovou délku upravit zménou tloustky
zlaté obalové vrstvy (v pfipadé AuNSs a AuNCs), nebo zménou poméru mezi velikosti pficné

a podélné strany nanocastice (v ptipadé AuNRs) (Link and El-Sayed 1999; Prodan et al. 2003).

3.1.3 Povrchové modifikace AuNPs

Syntéza AuNPs obvykle probiha v roztoku za ptitomnosti redukénich €inidel podle riznych
syntetickych metod, jako jsou napiiklad Turkevichova metoda!, nebo rist z krystaliza¢niho
jadra'. Tyto metody vyuzivaji surfaktant, jehoz ugelem je stabilizace nano¢astic a zabranéni
tvorb¢ agregati. NejCastéji vyuzivanymi surfaktanty jsou citrdt sodny a CTAB
(cetyl(trimethyl)amonium-bromid), avSak v disledku jejich nekovalentni asociace
s nanocastici pti uziti in vivo vykazuji takto pfipravené AuNPs vysokou cytotoxicitu (Qiu et al.
2010). Disociovand molekula CTABu muze reagovat s komponenty biologického prosttedi, a
tak navozovat cytotoxicky stres. Pro dalsi uZiti AuNPs je tedy nezbytné plivodni surfaktant
nahradit kovalentn¢ vazanou molekulou, coz lze provést jeho pfimou vyménou za analog
nesouci thiolovou funkéni skupinu. Vysledkem je radikalni snizeni toxickych vlastnosti AuNPs

(Niidome et al. 2006; Zarska et al. 2018).

"Turkevichova metoda je zaloZena na redukei prekurzoru kovu kyseliny tetrachlorozlatité (HAuCls) pomoci redukénich inidel
(citrat sodny), kdy citrat ze soli redukuje zlaté kationty, které se nasledné& shlukuji do zlatych atomt (John Turkevich et al.
1951).

iiMetoda ristu z krystalického jadra vyuziva k riistu nanoastic krystalizatni jadra (seeds), ktera slouzi jako nukleaéni centra
katalyzujici redukei atomi zlata na jejich povrchu (Gole and Murphy 2004).



3.1.3.1 PEGylace

Jednou z ¢asto vyuzivanych povrchovych modifikaci nanocastic je vymeéna CTABu za thiolovy
polyethylenglykol (PEG). PEG je linedrni hydrofilni polymer skladajici se z opakujicich se
jednotek ethylen glykolu. PEGylované AuNPs (tj. AuNPs s kovalentnim piipojenim PEGu)
vykazuji téméf neutralni naboj, coz vyrazné zvysuje jejich retencni dobu a cirkulaci
v organismu prostfednictvim omezeni nespecifickych interakci s retikuloendotelidlnim
systémem, imunitnimi bunikami, krevnimi buiikami a proteiny (Niidome et al. 2006; Ernsting

etal. 2013).

3.1.3.2 MTAB

Nekovalentni asociaci CTAB s AuNPs lze déle nahradit napt. kovalentnim ukotvenim jeho
ptimého thiolového analogu, (16-merkaptohexadecyl)trimethylamonium-bromidu (MTABu)
(Vigderman et al. 2012). Diky této substituci jsou vysledné nanocéstice stabilni a maji kladny
naboj, coz usnadiiuje jejich nasledné pohlceni bunkami (Zarska et al. 2016). Snazsi
internalizace kladn¢ nabitych AuNPs probihd prostiednictvim jejich interakci se zaporné
nabitymi a vysoce sulfatovanymi postrannimi fetézci proteoglykant na plazmatické membrané

(PM) bunck (Payne et al. 2007).

3.2 Prubch terapie

Postup terapie 1ze rozdé€lit na ¢tyfi hlavni kroky, a to na 1) syntézu nanocastic, 2) zavedeni
nanocastic do oblasti nadoru, 3) lokalni ozafeni nddoru laserovym zdrojem o ptislusné vinové
délce a 4) pozorovani reakce nadorovych buné€k a remisi nadoru.

1) Syntéza AuNPs vétSinou probihd podle vySe zminénych bottom-up metod.
Nasyntetizované AuNPs jsou nasledné povrchové modifikovany podle zvolené strategie jejich
pronadorového cileni. 2) Zavedeni nanocastic do téla pacienta Ize provést bud’ injekéné ptimo
do nadorové tkané nebo intravenodzné, kdy je akumulace nanocastic v nadorovych bunkach
zajiSténa diky tzv. efektu zvySené permeability a retence bunck (enhanced permeability and
retention, EPR efekt) cévniho zdsobeni nddoru. Diky rychlému a nerovnomérnému riistu cév je
cévni systém nadoru velmi neusporadany a mé vyssi miru poréznosti ve srovnani s normalni
tkani. ERP efekt tedy umoziuje preferencni akumulaci chemoterapeutik, nebo také nanocastic,
v nddorové tkani (Madea H 2001). 3) Diky LSPR a fototermalnimu efektu lze v nddorové tkani,
ktera obsahuje AuNPs, vytvofit po ozafeni laserem o frekvenci korespondujici s frekvenci
oscilujicich elektrond na povrchu nanocastic, hypertermické prostfedi. 4) Na hypertermické
prostiedi buiiky nasledné reaguji spusténim bunécéné smrti, kterou 1ze detekovat pomoci biopsie

bunék a histopatologické analyzy (Al et al. 2016; Ali et al. 2019).



3.3 Vyhody a nevyhody PPTT

3.3.1 Vyhody PPTT

Mezi bézn¢ klinicky uzivané metody pro 1écbu zhoubnych nadorti fadime chirurgicky zakrok,
chemoterapii a radioterapii. Nicméné¢ tyto metody nejsou vzdy efektivni, vzhledem k
vlastnostem nadorovych bunék, které dokdzou nabyvat novych mutaci, vyvijet se v Case Ci
metastazovat. Chirurgicky zékrok spolehlivé odstrani pouze makroskopicky viditelnou ¢ast
nadoru. Nadorové bunky neopouzdienych lozisek mohou byt roztrouseny i do okolni zdravé
tkan¢. Samostatnou otazkou je pak odstranéni mozkovych nadort, napt. glioblastomu, kdy je
chirurgicky zakrok sam o sob& zna¢nym rizikem. Uginky chemoterapie a radioterapie jsou
neselektivni a pisobi i na buiikky zdravé tkané, coz zptisobuje vazné a Cetné vedlejsi ucinky
1écby. V neposledni fadé¢ dlouhodobé plsobeni chemoterapii a opakované davky iradiace
mohou vést ke ztraté citlivosti rakovinnych bunék k této 1é€bé a zaroven netesi piipady jiz
chemo-/radiorezistentnich bunék (Pattani et al. 2015; Zhang et al. 2018).

Vyse vyjmenované jsou pouze ta nejdulezitéjsi uskali, pro¢ se moderni vyzkum a
medicina soustfedi na vyvoj novych terapeutickych pfistupi pro efektivni 1écbu rakoviny.
Hlavni potencidlni vyhody PPTT jsou neinvazivita a specifita, které spocivaji v lokdlnim
ozéafeni konkrétniho mista, kde se nddor nachazi. Uziti externiho laseru, ktery je schopny
prostupovat okolni nenadorovou tkéani slibuje Setrnéjsi odstranéni nadorové masy a zaroven
umozni redukovat nutnost odstranéni zdravé tkané obklopujici nddorové lozisko. Pro lepsi
cileni 1é€by 1ze AuNPs také modifikovat ptipojenim specifickych protilatek ¢i aptamert, a to
bud’ prostfednictvim kovalentni vazby, anebo pasivni adsorpce (Ali et al. 2017). Specifitu
terapie lze dale zvysit cilenim nanocéastic pomoci mezenchymalnich kmenovych bunék
(Mesenchymal Stem Cells, MSC) obsahujicich AuNPs. MSC migruji do nadorového prostiedi
a mohou slouzit jako nosice pro cilené podavani 1éCiv do izolovanych nadorti nebo metastaz
(Gao et al. 2013). Protoze PPTT indukuje BS vyvolanim fyzikélniho stresu, mizZe zaroven
aktivovat prozanétlivou reakci bunék, kterd muize byt v urcité mife Zadouci pro stimulaci
protinadorové imunitni odpovédi. V teoretické roviné pak pro PPTT neexistuje omezeni na
konkrétni typ nadoru, mohla by proto piedstavovat perspektivni “univerzalni” terapii pro razné

druhy nadorovych onemocnéni (Ali et al. 2019).

3.3.2 Nevyhody PPTT
Pro klinickou aplikaci PPTT je nezbytné, aby AuNPs nepiedstavovaly zadna zdravotni a
ekologicka rizika. S novou metodou lécby se vSak poji moznost projeveni nezndmych

vedlejSich u¢inkl pfi in vivo aplikaci, které Casto nelze pozorovat pii in vitro experimentech.



Aktualné chybi dostatecné zaznamy o dlouhodobém osudu AuNPs v biologickém systému.
Ackoliv jsou AuNPs biokompatibilni a chemicky inertni, nejsou vSak biologicky odbouratelné.
Vysledky dosavadnich studii ukazuji, Ze spiSe nez samotné zlato obsazené v nanocasticich, to
jsou jejich parametry jako je velikost, tvar, ndboj, povrchové modifikace a davkovani
(koncentrace), které¢ maji vliv na jejich toxicitu (Tong et al. 2007; Chen et al. 2009; Oh et al.
2011; Mufioz et al. 2016; Ali et al. 2019).

Dlouhodobé chovéani nanoc€astic v zivém organismu je soucasnym pifedmétem studii.
Nékteré z nich ukazuji, ze toxicita AuNPs je pfimo umérna jejich velikosti. V piipadé AuNPs
s vétsim pramérem (15-100 nm) byl zaznamenén minimalni cytotoxicky ucinek, na rozdil od
téch s mensim priumérem (1-15 nm). To lze pficist jejich vétSimu specifickému povrchu,
v disledku ¢ehoz maji vyssi pravdépodobnost interakce se svym okolim, a v porovnani
s véts§imi nanocasticemi spiSe vyvolavaji imunitni odpovéd’ (Pan et al. 2007; Park et al. 2011).
Ali et al sledovali dlouhodobé G¢inky AuNPs-PEG o rozmérech 25 x 5,5 nm na xenografni
organismus myS$i s HNSCC. Po 15 mésicich po ozafeni autofi detekovali akumulaci AuNRs v
jatrech, ledvinach, slezinég a plicich, v téchto tkanich vSak nebyly prokazany strukturni zmény
nebo histopatologické abnormality (Ali et al. 2017).

Faktorem ovliviiujicim miru toxicity AuNPs je také jejich surfaktant a povrchovy
naboj, ktery mé vyznamny vliv na interakci s biologickymi povrchy, na miru pohlcovani AuNPs
bunikou a také na dobu cirkulace v krevnim ob&hu. Mnoho dostupnych studii demonstrujici
korelaci mezi povrchovym nédbojem AuNPs a cytotoxicitou uvadi Skodlivé uc¢inky anionickych
1 kationickych AuNPs. Napftiklad studie publikovand Schaeublinem et al popisuje chovani
kladn& nabitych, negativné nabitych a neutralnich AuNPs, kdy anionické i kationické AuNPs
vykazovaly toxicitu i pfi relativné nizkych koncentracich (10 mg/mL) (Schaeublin et al. 2011).
Vjiné studii od Goodman et al je demonstrovdna mnohem vyssi toxicita kationickych
nanoCastic nez u jejich anionickych analogl. Jejich toxicky ucinek je vysvétlovan silnym
pfilnutim k PM, coz vede k jejimu poruseni ¢i ztenéovani (Goodman et al. 2004). Zarska et al
naopak ve své publikaci popisuji vyménu toxického surfaktantu CTABu za netoxicky MTAB,
ktery nanocasticim dava kladné nabity charakter a navzdory vysoké akumulaci nanocéstic
v bunkéch, nebyly pozorovany zadné toxické tcinky (Zarska et al. 2018).

Kromé fyzikalné-chemickych parametri je toxicita AuNPs ovlivnéna také
davkovanim a dobou expozice tkdné¢ NIR zareni. Nizké koncentrace AuNPs a kratkd doba
expozice nejsou spojovany s toxicitou, zaroven maji ale nizkou fototermalni i¢innost. Z tohoto
davodu je dilezité co nejpiesn€ji optimalizovat proménné parametry (tzn. dobu expozice

korespondujici s koncentraci nanocastic, jejich velikosti a tvarem) tak, aby vyvolaly minimalni



cytotoxickou odezvu ve zdravé tkani a zarovel maximalni bunéénou odpovéd’ na termalni stres

(Ali et al. 2016).

3.4 Klinické studie PPTT

V ptedeslych letech zapocalo klinické testovani terapie AuroLase, ktera vyuziva PEGylované
kfemicito-zlat¢ AuNSs s komerénim nazvem AuroShell. V obdobi let 2009 az 2016 byla
provedena studie zaméfend na obecné sledovani vedlejSich uc¢inkd aplikace nanocastic
AuroShell v refrakternich a recidivujicich nadorech hlavy a krku (Nanospectra Biosciences
2008). Vroce 2016 bylo v USA dale spusténo klinické testovani AuroShell nanocastic na
lokalizovaném karcinomu prostaty (Rastinehad et al. 2019). Béhem trvani studie byly pomoci
biopsie prokazany pozitivni vysledky termoterapie na ablaci nddoru. Studie byla proto
prodlouzena a trva do soucasnosti. Terapie AuroLase prozatim prokéazala potencial byti u¢innou
metodou, a to zejména diky cilenému ptisobeni na nddor a minimalizaci negativnich G¢inki na

okolni tkané.

4. Molekularni mechanismy bunécné smrti

Vyzkum molekularnich mechanismi BS je intenzivné se rozvijejici oblast védy zamétujici se
na identifikaci BS na molekularni Grovni. Dnes jsou bézné znamé formy BS apoptdza
(apoptosis) a nekroza (necrosis). Kromé nich byly pozorovany také dalsi typy, jako naptiklad
ferroptdza, nekroptdoza, NETo6za a pyroptéza. Od roku 2005 Nomenklaturni vybor pro
bunécnou smrt (Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD) aktualizuje klasifikace BS do
specifickych podskupin, jak shrnuje Obr. 3 (Galluzzi et al. 2018).

BS Ize rozd¢lit na zaklad€ morfologickych znakl, anebo molekularnich mechanismi.
Podle starsi klasifikace lze rozdélit BS na tfi typy, které jsou charakteristické odlisSnou
morfologii. Jsou jimi apoptdza, autofagicka BS a nekréza. 1) Pro apoptdézu je typické
smr§tovani cytoplazmy, rozsahld kondenzace chromatinu, fragmentace jadra a tvorba
vackovitych vybeézki z PM, kterd zlstava intaktni. Tyto procesy vyustuji v tvorbu vacki, tzv.
apoptotickych télisek, které jsou nésledné degradovany uvnitt lysozomt okolnich fagocytt. 2)
Autofagickd BS (také bunécné traveni), je proces vnitrobunécné degradace struktur, kdy jsou
casti bunécné cytoplazmy (napi. poskozené organely) uzavirdny do vackli znamych jako
autofagozomy, které nasledné splyvaji s lysozomy za vzniku autolysozomi. Morfologicky se
bunika zasadné neméni, piibyva vSak pofet membranovych (autofagickych) vacki. 3) Beéhem
nekrozy dochdzi k bunéénému otoku/edému (cell swelling), ktery vede k poskozeni PM a

naslednému uvolnéni cytoplazmy, vcetné jejiho proteolytického obsahu, do extracelularni
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matrix (ECM), kde negativné ovliviiuje okolni buiiky (Galluzzi et al. 2007; Bruce Alberts et al.
2018; Galluzzi et al. 2018).

Na zaklad¢ molekuldrnich mechanismt 1ze BS rozdélit na dvé zékladni skupiny, a to
regulovanou a ndhodnou. Podle NCCD patii mezi regulovanou BS (RBS) kazdéa smrt, ktera je
spusténa molekularni signalni kaskadou. To, Ze je smrt regulovand neznamena, ze zptisobuje
pouze nezanéctlivou bunécnou odpovéd. NCCD mezi RBS tadi apoptozu, nekroptozu,
ferroptdzu, pyroptozu, parthanatézu, entotickou BS, NET6zu, MPT-fizenou nekrézu, BS
zavislou na autofagii, BS zavislou na lysozomech, a dalsi, jak znazoriiuje Obr. 3. Je nutné
zdUraznit, ze se obor vyviji a v souvislosti s tim dochazi k pribézné aktualizaci tohoto rozdéleni

(Fuchs and Steller 2011; Galluzzi et al. 2018).
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Obr. 3: Hlavni podskupiny rozdélni RBS. Naruseni homeostazy vlivem vnéj$iho nebo vnitiniho stresu
vede k aktivaci riznych molekularnich signalnich drah, které nasledné zptisobuji zanik buiky nékterou
z uvedenych BS. Kazdy ztéchto druhtt RBS je iniciovan specifickymi molekularnimi mechanismy,
které avSak vykazuji jistou miru propojeni. Kromé raznych molekularnich mechanismi se RBS
projevuji riznymi morfologickymi znaky. Obrazek byl ptevzat z publikace od Galluzi et al. 2018 a
prepracovan v BioRenderu.

4.1 Bunécna smrt indukovana v rdmci aplikace PPTT

Vyzkum 0€inkti PPTT za pouziti AuNPs zahrnuje analyzu vlivu terapie na nadorové bunky a
jejich mikroprosttedi. Aktualné se studie zamétuji predevsim na identifikaci vnitrobunéénych

cilovych destinaci AuNPs, nastaveni riiznych fyzikalnich podminek ozafovani a na detekci a
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charakterizaci indukovanych BS. Sledovéani indukce BS se provadi in vitro na riznych
bunécnych modelech, coz mé za nasledek znacnou variabilitu vysledki riaznych studii.

AuNPs jsou do bun¢k internalizovany prostfednictvim endocytoézy a nasledné se do
cilovych destinaci uvnitf bunky dostavaji endocytickou transportni drahou. Bylo pozorovéano,
ze AuNPs se v zavislosti na své velikosti dostavaji do jadra, nebo jsou lokalizovany
v endosomech (Nativo et al. 2008), mitochondriich (Mkandawire et al. 2015), na PM (Tong et
al. 2007) a ve velké mife také v lysozomech (Chen et al. 2010; Zarska et al. 2016). Za urcitych
okolnosti (internalizace do bun¢k pomoci lipozomt, nebo pokud jsou modifikovany peptidy
penetrujicimi membranu) mohou byt AuNPs lokalizovany také volné v cytoplazmé (Nativo et
al. 2008). Vnitrobunécna lokalizace AuNPs ptimo ovliviiuje iniciaci typu BS, protoze umisténi
AuNPs v buiice je oblasti prudkého zvySeni teploty, a to vede k iniciaci BS prostiednictvim
raznych vnitinich stresovych stimult (Pérez-Hernandez et al. 2015).

Bylo také pozorovéano, ze iniciaci riznych typid BS lze modulovat prostfednictvim
regulace podminek nastavenych béhem laserového ozatovani. Zjevnym cilem je najit takové
parametry PPTT, které by preferen¢né indukovaly nezanétlivy proces odstranéni nadorovych
bunck. Na druhé strané se v souvislosti s PPTT také diskutuje téma indukce protinadorové
imunity, kterd by potencialn€ mohla byt aktivovana zanétlivou smrti nddorovych bunék (Odion
et al. 2021). Reakce bun€k na ozafeni je vSak komplexni a z&visi zejména na mnozstvi a
internalizaci AuNPs, intenzit¢ a dob& ozéafeni nadorové tkané, stejné¢ jako na mnoZstvi
absorbované energie a jejim rozptylu (Pérez-Hernandez et al. 2015).

V ramci aplikace PPTT byly identifikovany rtizné typy BS vcetné apoptozy, nekrdzy,
nekroptézy a NETo6zy, BS zavislé na autofagii, a také BS zavislé na lysozomech (Chen et al.

2010; Pérez-Hernandez et al. 2015). Nasledujici kapitoly predkladaji jejich piehled.

4.2 Apoptoza

Apoptéza je typ RBS, ktery je klicovym procesem v mnohobunéénych organismech,
podilejicim se na embryondlnim vyvoji, regulaci imunitniho systému nebo b&€zné obméné
bun¢k v tkdnich. Disregulace této drdhy ma za nasledky napf. vyvoj nddorovych a
autoimunitnich onemocnéni. Bé&hem apoptézy dochdzi v bunice k charakteristickym
morfologickym a biochemickym zménam. Patii mezi né smrSténi bunky, kolaps
cytoskeletalnich struktur, rozpad jaderné¢ho obalu, kondenzace chromatinu a jeho rozpad na
mensi fragmenty. Na povrchu buiiky se objevuji vackovité vyrastky pivodem z PM (membrane
blebbing), které se posléze formuji do tzv. apoptotickych télisek. Tyto postupujici zmény

minimalizuji poSkozeni a zdn€t v okolnich tkdnich, protoze nedochazi k vyliti cytoplazmy do

12



ECM. Molekuly na povrchu apoptotickych télisek signalizuji okolnim bunkédm a bunkdm
imunitniho systému o nutnosti jejich eliminace.

Apoptotickd signalni draha je zprostfedkovana Stépicimi enzymy nazyvanymi
protedzy. Ve svém aktivnim misté obsahuji cystein a substratovou molekulu $tépi v oblasti
kyseliny asparagové, jsou proto nazyvané kaspazy (caspases — C jako cystein a Asp jako

kyselina asparagova). V bunce jsou kaspazy syntetizovany jako neaktivni prekurzory a jsou

.....

.....

......

Stépi dalsi exekucni pro-kaspazy, ale hlavné cilové proteiny, jako jsou napiiklad jaderné laminy,
inhibi¢ni proteiny DNA endonukleazy nebo adhezivni proteiny. Kaspazova kaskada mtze byt
aktivovéna 1) vné&jsi apoptotickou cestou (extrinsic apoptosis), nebo 2) vnitini apoptotickou
a aktivacnich komplexi, ale také prvotnim signalem pro iniciaci (Galluzzi et al. 2007; Pop et
al. 2007; Bruce Alberts et al. 2018). Zjednodusené schéma vné&j$i a vnitini apoptotické drahy je
znazornéno na Obr. 4.

Vnéjsi draha apoptdzy je iniciovana vazbou extracelularniho signalniho ligandu na
extracelularni doménu transmembranového receptoru PM buiiky. RozliSujeme receptory smrti
(death receptors) a receptory dependence (dependence receptors) (Orlinick et al. 1999; Gaur
and Aggarwal 2003; Bredesen et al. 2005). Mezi receptory smrti se fadi FAS receptory a
receptory super-rodiny proteinit TNF (tumor necrosis factor), konkrétné TNFR1 a TRAILR1/2
(TNF-Related Apoptosis-Inducing Receptorl/2). Po vazbé ligandu nastava konformacni zména
intracelularni ¢asti receptoru, ktera umoziuje interakci adaptorovych proteinti a sestaveni DISC
kaspaz CASP8 a CASP10. Iniciacni pro-kaspazy dale $tépi exekuéni pro-kaspazy CASP3 a
CASP7, které propaguji apoptotickou odpovéd’. Protoze je aktivace této signalni drahy zavisla
na téchto receptorech a extracelularnich ligandech, je jeji iniciace v souvislosti s PPTT velmi
nepravdépodobna.

Regulace drahy vnéjsi apoptozy se déje pomoci intra- nebo extracelularné plisobicich
proteinil, jako je protein cFLIP, ktery kompetuje o vazebna mista na DISC komplexu
propagaci BS, v ur¢itych podminkdch nasava aktivace NF-xB (nuclear facotr-xB) signalni

kaskady prostiednictvim CASP8, kterd vyustuje v rozsédhlou zanétlivou odpoveéd’ a pieziti
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bunky (Orlinick et al. 1999; Kischkel et al. 2000; Gaur and Aggarwal 2003; Pérez-Hernandez
et al. 2015; Bruce Alberts et al. 2018).

Vnitini  drdha apoptézy je iniciovana porusenim homeostdzy bunécného
mikroprostiedi, a tak je aktivace tohoto typu BS po aplikaci PPTT mnohem pravdépodobnéjsi.
V burce je tato forma BS indukovana v dasledku poSkozeni DNA, akumulace reaktivnich
forem kysliku (reactive oxygen species, ROS), replikacniho stresu nebo defekti b&éhem
mitotického déleni buriky. Spousténi vnitini apoptoézy se déje uvolnénim mitochondridlnich
proteinti, typicky cytochromu c (cyt c), které se za fyziologickych podminek nachazi v
mezimembranovém prostoru mitochondrii. Cyt ¢ po uvolnéni do cytosolu asociuje s
adaptorovym proteinem Apafl (apoptotic protease activating factor-1), coz nasledn¢ vede
k oligomarizaci a tvorbé heptamerovych struktur. Heptamerovy komplex se nazyva apoptozom
a slouzi k rekrutaci a aktivaci iniciacnich pro-kaspaz, zejména CASP9, které dale propaguji
signalni kaskddu aktivaci exekuc¢nich pro-kaspaz CASP3 a CASP7.

Uvolnéni cyt ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii je regulovano proteiny z
rodiny Bcl2, jez ptisobi bud pro- nebo anti-apoptoticky. Tyto proteiny maji strukturni

homologii, kdy sdili jednu az ¢tyfi homologické domény. Pro- a anti-apoptotické varianty

FasL, TNFa, TRAIL

!

FasR
TNFR
TRAILR
FADD poskozeni DNA, ROS, e 3
replikaéni stres < . permeabilizace
vnéjsr
l \ ;  mitochondriaini
Pro-CASP-8 a—————— T memebrany
Pro-CASP-10 i . :
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Obr. 4: Zjednodusené schéma vnéjsi a vnitini drahy apoptozy. Vnéjsi draha apoptdzy zacind vazbou
Vnitini draha apoptozy zacina aktivaci pro-apoptotickych BH3-on/y proteini a pokracuje uvolnénim cyt
¢ do cytosolu za nasledn¢ho formovani apoptozomu, ktery slouzi jako leSeni pro aktivaci kaspazové
kaskady vedouci k apoptoze. Obrazek byl vytvoren v BioRenderu.
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proteinii spolecné heterodimerizuji a vzajemné se tak inhibuji a reguluji svoje pilisobeni.
Rovnovaha mezi aktivitou téchto dvou skupin Bcl2 proteinti urcuje, zdali bude bunka zit, nebo
bude iniciovédna vnitini apoptotickd drdha. Regulacni pro-apoptotické proteiny z rodiny Bcl2 se
rozdéluji na BH123 proteiny a BH3-only proteiny. Nejznaméjsimi BH123 proteiny jsou BAX
(Bcl2 associated X) a BAK (Bcl2 antagonist/killer). BAX a BAK proteiny podstupuji aktivaci
pomoci BH3-only proteinti (napi. pomoci proteinu BID), kdy v aktivni formé vytvari
homodimery, které oligomerizuji a formuji v membrané mitochondrie pory, které zapfticiiuji
jeji permeabilizaci. Skrze tyto pory dochdzi k translokaci proteini ptivodné lokalizovanych
v mezimembranovém prostoru mitochondrii do cytosolu, kde se ucastni dalSich interakci

vyust'ujicich v apoptdzu (Bruce Alberts et al. 2018).

4.2.1 Apoptoza indukovana aplikaci PPTT

Pérez-Hernandez et al v roce 2015 ve své studii sledovali mechanismus indukce BS
v ozafenych butikdch mySich fibroblastli (mouse embryonic fibroblasts, MEF). Zaméfili se
zejména na identifikaci molekularnich mechanismi indukce BS a odliSeni apoptdzy a
sekundarni nekrdzy. V in vitro experimentech nelze imitovat identické podminky jako v in vivo
prostfedi s butikami, které maji fagocytarni aktivitu a pozdéji pohlcuji apoptoticka téliska. Proto
lze in vitro sledovat fenomén sekundarni nekrézy, kdy buiky, které pivodné odumiely
apoptozou, ztraci integritu membrany a jevi se jako nekrotické.

Pro 1dentifikaci BS v ozatenych MEF byly pouZity markery 7-Aminoactinomycin D
(7TAAD) a Annexin V (AnnV). 7AAD je markerem nekrézy, ktery prostupuje pouze narusenou
PM a integruje se do DNA. AnnV je naproti tomu markerem apoptozy diky jeho specifické
vazbé na fosfatidylserin (PS), ktery je v disledku apoptoézy exponovan na vnéjsi stran¢ PM.
Translokaci PS z vnitini na vngj$i ¢ast PM vSak nelze povazovat za typicky apoptoticky znak,
protoZe nastava jako disledek indukce i jinych, na molekularni tirovni odliSnych, RBS (de
Vasconcelos et al. 2019). Pro jasny dikaz pfitomnosti apoptdzy byla proto sledovana také
aktivace CASP3.

MEF inkubovali s PEGylovanymi AuNPs trojuhelnikového tvaru konjugované
s molekulami glukézy. Nasledng byly buiiky ozafeny laserem o intenzité 5 W/cm? po dobu 30
sekund, 2, 4 a 10 minut. Bunkky ozafované 30 sekund mély 18 hodin po ozéfeni vyhradné
apoptoticky charakter, naproti tomu buiiky ozafované po dobu 10 minut byly apoptotické 1
hodinu po ozafeni a staly se sekundarné nekrotickymi 5 hodin po ozéfeni. Bunky ozarené 2
minuty laserem o vy$§i intenzité (30 W/cm?) ihned po ozifeni odumiraly nekrozou. Tyto
vysledky prokazuji, Ze indukci BS lze regulovat prostfednictvim rizné doby ozafeni a

intenzitou ozatovaciho zdroje.
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Dale autofi usilovali o identifikaci konkrétnitho molekularntho mechanismu
spoustéjiciho apoptodzu, a to prostiednictvim MEF mutantli s uml¢enou expresi gent klicovych
pro apoptotickou signalni kaskadu (konkrétné BAK, BAX, BID, CASP3 a CASP9). Po ozafeni
byla indukce BS porovnana s divokym typem (wild type, WT) MEF, které 5 hodin po ozafeni
vykazovaly apoptoticky charakter. VSichni MEF mutanti byli za stejnych podminek vici
apoptoze zcela rezistentni, coz naznacuje, ze do procesu aktivace apoptotické signalni drahy
jsou zapojeny proteiny CASP3, CASP9 a protein BID, ktery aktivuje proteiny BAX a BAK.
Tento mechanismus byl potvrzen v ozafenych buitkdch pozorovanim signifikantniho tbytku
nestépené formy proteinu BID a detekci nartstu jeho Stépené formy.

V navaznosti na tyto vysledky autofi navrhuji cestu aktivace pies vnitini drahu
apoptozy skrze Stépeni BH3-only proteinii pomoci uvolnéni lysozomalnich enzymd, viz Obr.
5. Pomoci konfokalni mikroskopie a transmisni elektronové mikroskopie (TEM) Hernandez et
al pozorovali, ze pfed ozafenim se AuNPs nachazely vyhradné v lysozomech. Avsak jiz po
jedné hodin¢ od ozéfeni lze sledovat ptitomnost AuNPs v cytosolu, po 5 hodinach je lokalizace
AuNPs v lysozomech velmi nepatrna. To lze vysvétlit hypotézou, Ze po ozafeni dochazi k
permeabilizaci lysozomalni membrany, coz vede k uvolnéni nanocéstic spoleéné s dalSim
lysozomalnim obsahem, jako jsou katepsiny, do cytoplazmy. Tyto enzymy pak mohou
proteolyticky aktivovat protein BID a propagovat apoptotickou signalni dréhu (Pérez-
Hernandez et al. 2015).

P Al o ~ Obr. 5: Navrhovany mechanismus
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Detekci apoptézy ve své publikaci zroku 2017 popisuji také Ali et al. Jejich
experimenty mély za cil optimalizovat velikost, povrchové modifikace a koncentraci AuNRs
pro maximalni indukci apoptotické BS, a také pozorovat rozdily v efektivité indukce apoptozy

PEGylovanych AuNRs a AuNRs konjugovanych s rifampicinem (AuNR-RF). Pro ozafovéani
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pouzili laser o vykonu 2 W/cm?. Oba typy AuNRs byly inkubovany s buné&nou linii
MDAG686TU v riiznych koncentracich. AuNR-RF v koncentraci 2,5 nM AuNR-RF vykazovaly
dvojnésobnou uc¢innost oproti PEGylovanym AuNRs, jak znazoriiuje graf na Obr. 6, a ukazaly
se tak byt vtéto studii pro indukci apoptézy nejucinnéjSimi. Apoptoéza byla potvrzena
vizualizaci Stépenych proteintt CASP3 a PARP (poly-ADP ribose polymerase) na imunoblotu.

Dale autofi testovali u¢innost PPTT in vivo na mySich modelech. Signifikantni redukce
ristu nadoru byla pozorovana v ptipadé AuNRs-RF o koncentraci 2,5 nM a ozéfeni tkané
laserem o vykonu 2 W/cm?. Kvantitativni proteomickd analyza ozafenych nddort identifikovala
aktivaci drah souvisejicich s apoptdzou (granzym B, fosforylace BAD, kaspazova kaskada).
Vysledky ziskané z této analyzy byly porovnany se signalnimi procesy v kontrolnich nadorech
neozafenych mysi. Byla zjisténa rapidné zvySena exprese proteini cyt ¢ a Apaf-1. Tyto proteiny
vedou k aktivaci inicidtorovych kaspdz (napt. CASP9), které nasledné aktivuji exekucéni

kaspazy (napt. CASP3) (Ali et al. 2017).

Obr. 6: Porovnani indukce apoptozy za
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4.3 Nekroza

Nekroticka BS je typicky popisovana jako ndhodnd a neregulovand, avSak muze mit urcité
regulaéni mechanismy, jako napiiklad MPT-tfizend nekroza (Mitochondrial Permeability
Transition, MPT). Nekréza je vyvoldna fyzikalnimi a chemickymi stresy, v¢etné hypoxie,
ischemie, hypoglykémie, extrémnimi zménami teplot nebo deprivace Zivin. V dusledku téchto
faktori dochazi napiiklad ke zvySeni intraceluldrni hladiny vapniku a tvorbé reaktivnich forem
kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS), které nasledné piimo poskozuji PM ¢i alteruji
bunény metabolismus a bioenergetiku, coz nakonec vyvold nekrotickou smrt. Vysoka

koncentrace vapenatych iontii v cytosolu vede k pfetizeni mitochondrii, coz mé negativni
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nasledky na bioenergeticky metabolismus buiiky. ROS svym reaktivnim charakterem poskozuji
(Halestrap et al. 1997; Nakagawa et al. 2005; Halestrap 2006). Morfologicky se tyto efekty
projevuji bunéénym bobtnanim, prasknutim PM a vylitim obsahu buniky do ECM. V kone¢ném
stadiu nekrozy jsou z bunék uvolnovany prozanétlivé molekuly jako jsou heat shock proteiny,
histony nebo cytokiny, které nasledné signalizuji o nekrotické udalosti okolnim bunkam

(Pattani et al. 2015).

4.3.1 Nekroza indukovana aplikaci PPTT

Chen et al ve své studii vroce 2010 zkoumali indukci BS prostiednictvim PPTT aplikaci
riznych intenzit laseru. Pro experimenty pouzili AuNRs konjugované s polystyren sulfonatem
(AuNR-PSS) o primérném poméru stran tycek 3,92. Inkubace AuNR-PSS s buitkkami mysiho
nadoru mlécéné zlazy (bunécnd linie EMT-6) byla nasledovana jejich ozafenim dvou-fotonovym
laserem o rliznych intenzitach (18, 28, 56 a 93 mJ/cm?).

Pro detekci BS autofi pouzili fluorescencni barvy YOPRO-1 a propidium jodid, které
jsou také vhodné pro hodnoceni integrity bunéénych membran. YOPRO-1 vstupuje do bunécéné
cytoplazmy 1 pfi mirné zvySeni propustnosti PM, zatimco propidium jodid zistdvd mimo
buiiky. AvSak pfi vyrazné zvySené propustnosti membrany pronikéd do bunék i propidium jodid.

Pfi uziti intenzity laseru 93 mJ/cm? dochazi téméf okamzité k jakymsi intracelularnim
,mikroexplozim®, které buiku okamzité usmrti. Proces destrukce je iniciovan onkdzou (= tj.
otokem a koagulaci cytoplazmy), kterd je doprovéazend tvorbou vackovitych vyristkli z PM a
zvySenou permeabilitou membrany. ,,Mikroexploze* jsou dale zodpovédné za perforaci a
tvorbu kavit v PM velkych az 10 pm, coZ nasledné zapficinuje kompletni rozruseni PM. Duélni
barveni jadra prokazuje, Ze BS nastala po 4 minutach u takto ozéatfenych bunék. Pii ozafeni
buné&k nizsi intenzitou (56 mJ/cm?) byly pozorovany mirngjsi vnitini ,,mikroexploze*. P uziti
intezity 28 mJ/cm? byly ,,mikroexploze* stale pozorovatelné, avsak buiiky ziskavaly nekroticky
charakter az po 16 minutach od ozafeni. Vysledky studie také dokazuji, ze indukce BS zévisi
nejen na intenzit€ ozafeni, ale také na mnoZstvi AuNRs internalizovanych do buiky. Pti ozafeni
buné&k laserem o intenzit¢ 18 mJ/cm?, bufiky s nizkym obsahem AuNR-PSS neodumiely ani
1462 sekund po ozéfeni. Naopak pii uZiti stejné intenzity a vyssi koncentrace AuNR-PSS bylo,
navzdory predchozimu vysledku, zfejmé vyrazné bobtnani buné€k, tvorba bublin a vyznamna
tvarova deformace bunék jiz 240 sekund po ozareni (Chen et al. 2010). Tyto vysledky podporuji
diilezitost testovani proménnych parametrt terapie.

Tong et al vroce 2007 testovali PPTT pomoci AuNRs konjugovanych s folatem
(AuNRs-F), které inkubovali s KB buiikami (podtyp bunécné linie HeLa). Pozorovali stadia
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internalizace AuNRs-F do bun¢k, kdy detekovali transport AuNRs-F smérem k jadru a k PM.
Nekroticka BS byla prokazana pomoci ethidium bromidu, ktery potvrdil naruSeni membranové
integrity. Kromé toho, bylo také ziejmé bobtnani a otoky buné€k, coz jsou znaky typické pro
nekrézu. Studie dale prokazuje, ze mira bunécného poskozeni ozarenim zavisi na lokalizaci
nanocastic v ramci bunky v dobé ozareni. Buiikky obsahujici F-AuNRs internalizované do
vnitrobunécného prostoru vyzadovaly pro ziskani nekrotického charakteru vykon laseru 60
mW, zatimco bunky s F-AuNRs navazanymi na membrané¢ pouze vykon 6 mW. Autofi
F-AuNRs na PM soustfedi fototermalni u¢inky do omezené oblasti, coz poskytuje pfimé a tak
nejrychlejsi poSkozeni PM. Nakonec zdlraziuji, Ze relativné nizka tepelnd vodivost bunécné
membrany muze prispivat k vétSim teplotnim gradientim, coz muze vést k intenzivnéjSim

hypertermickym G¢inktim (Tong et al. 2007).

4.4 Nekroptoza

Nekroptdza, ackoliv méd morfologicky nekroticky charakter, je regulovana specifickymi
molekularnimi drdhami a je tedy vhodné ji oznacovat jako podtyp RBS. Tato forma BS miiZze
byt iniciovana jak vnéj$imi stimuly (vazbou TNFa, TRAIL ligand), tak vnitfnimi stresovymi
podnéty. Prenos stresovych signali je zprostiedkovan receptory smrti, pficemz TNFRI1
predstavuje nejprozkoumané;si drahu transdukce signalu. Molekularni indukce nekroptdzy pak
zasadné zavisi zejména na aktivité¢ kindzy RIPK3 (Receptor Interacting Protein Kinase 3) a
MLKL (Mixed Lineage Kinase domain-Like pseudokinase). Jednim z hlavnich rozdilti mezi
nekroptdzou a apoptdzou je schopnost nekroptoézy vyvolat silnou imunitni odpovéd’ (Murphy
et al. 2013).

Stimulace TNFR1 receptoru vazbou TNF molekuly vede k vytvotfeni komplexu
proteint, ktery se skldda z TRADD, TRAF2 (TNF-receptor-associated factor 2), RIPK1 a
bunécnych inhibitorti apoptdzy clAP1/2 a LUBAC (inhibitor of apoptosis 1/2, linear ubiquitin
chain assembly complex). Budouci osud buiniky nasledné¢ zévisi na posttranslacnich
modifikacich RIPK1. Bud’ proteiny cIAP1/2 a LUBAC polyubiquitinuji RIPK1, cozZ zaji§tuje
naslednou aktivaci MAPK (mitogen activated protein kinase) signalnich drah, které vedou ke
zvyseni exprese genu prozanétlivé odpovédi a preziti buiiky (Cho et al. 2009). Anebo je RIPK 1
deubiquitinovana napft. proteinem A20 (7TNF-a-induced protein 3) (Onizawa et al. 2015) ¢i
CYLD (Cylindromatosis), které se ucastni regulace zanétlivych, tumor-supresorovych a
imunitnich signélnich drah bunky (Hitomi et al. 2008). V druhém pfipadé je v cytosolu
vytvofen apoptoticky komplex zahrnujici FADD a CASPS8, ktery nasledné propaguje
apoptotickou BS (Zhang et al. 2019).
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Pokud je ale aktivita CASP8 v buince inhibovana, naptiklad genetickou nebo
farmaceutickou cestou, dochazi k asociaci RIPK1 s RIPK3. Timto zptisobem vytvari strukturu
nazyvanou nekrozém, ktery dale propaguje nekroptotickou signalni kaskadu. Obé kindzy
v tomto komplexu podstupuji auto- a transforforylaci, které jsou nezbytné pro jejich aktivaci
(Li et al. 2012). Aktivni RIPK3 dale katalyzuje fosforylaci MLKL, coz vede k tvorbé
oligomerli, Casto tri- nebo tetramerd, které jsou exponovany na PM a zpusobuji jeji
permeabilizaci vytvofenim port a propustnych kanala (Sun et al. 2012).

Na rozdil od apoptozy, kterou lze zjednodusené definovat jako BS zavislou na aktivaci
spolu tyto drahy sdili zna¢nou Cast signalnich molekul, coz zajistuje jejich vzajemné propojeni
a umoziuje komplexni regulaci, kterd je klicova pro vyslednou bunéénou odpovéd’. Mezi
regulacni molekuly téchto procest patii naptiklad protein cFLIP, jehoz zvySend koncentrace
umoziuje inhibici apoptozy interakci s CASP8 v bunikach s aktivni NF-kB signalni drdhou
(Feoktistova et al. 2011). ZjednoduSené schéma nekroptotické drahy znazornuje Obr. 7.
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Obr. 7: ZjednoduSené schéma nekroptotické drahy. Vazba TNFa na TNFRI1 stimuluje tvorbu
komplexu, jehoz hlavnimi slozkami jsou FADD, TRADD, RIPKI1, cIAP1/2 a LUBAC.
Polyubiquitinace RIPK1 vyustuje v aktivaci NF-kB signalni drahy a pfeziti bunky. V ptipadé
zablokovani NF-xB signalni drahy je vytvoien komplex zahrnujici FADD, TRADD a CASPS, ktery
nasledné vede k apoptotické BS. Inhibice aktivity CASP8 vyust'uje v interakci RIPK1 s RIPK3, které
vytvaii nekrozom, kde probiha fosforylace MLKL, jejizZ monomery oligomerizuji a nasledné¢ na PM
permeabilizuji membranu tvorbou port. Obrazek byl vytvoien v BioRenderu.

4.4.1 Nekroptdza indukovana aplikaci PPTT

Zhang et al ve své in vitro studii vroce 2018 pouzili AuNRs konjugované

v

s molekulami kyseliny listové (folic acid, FA) pro dosazeni efektivnéjsi internalizace do bun¢k

izolovanych z mysiho melanomu (bunécna linie B16-BL6). Jednim z hlavnich cila studie bylo
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prokézat, ze indukce BS je teplotn¢ dependentni proces a nasledné identifikovat mechanismy
BS aktivované béhem ozafovani.

Aplikaci riznych intenzit laseru o vinové délce 808 nm (laserovy vykon 0,956 W,
1,275 W a 1,593 W) zahftivali buiiky obsahujici AuNRs-FA na nizkou (43 °C), stiedni (46 °C)
a vysokou (49 °C) teplotu po dobu 15 minut. Vysledny graf na Obr. 8 vlevo znazoriiuje, ze pii
zahtati na 43 °C umira 46,1 % bun¢k, pti zahiati na 46 °C umira 81,3 % bunck a pti zahtati na
49 °C umird 86,3 % bunék. Nasledn¢ byly indukované BS v ozafovanych bunkach
identifikovany pomoci specifickych inhibitora signalnich drah apoptozy (Z-VAD, synteticky
inhibitor kaspaz) a nekroptozy (Necrostatin-1, inhibitor RIPK1). Piedpokladem pro rozliSeni
BS je, Ze po zablokovani konkrétnimi inhibitory bude pozorovan tbytek odumirajicich bun¢k.
Po zablokovani nekroptotické signalni drahy se procento odumirajicich bun¢k po jejich osetfeni
PPTT skute¢né vyznamné snizilo pii teploté 43 °C z 46,1 % na 28,5 %, pfi teplot¢ 46 °C z 81,3
% na 46,2 % a pfi teploté 49 °C z 86,3 % na 74,6 %.

Obr. 8 vpravo znazoriuje zahfivani bun€k obsahujicich AuNRs-FA na tfi teplotni
hladiny a pfislusné procento bun¢k odumirajicich danou BS. Po zahtati na 43 °C vice nez
polovina bung¢k prezila (53,9 %). Po zahtati na 46 °C bylo detekovano 18,7 % zivych, 31,8 %
apoptotickych, 35,1 % nekroptotickych a 14,4 % nekrotickych bunék. Za pouZziti teploty 46 °C
tedy buniky umiraji ptedevsim prosttednictvim nekroptodzy a apoptdzy. Po zahtati bunck na 49
°C byly indukovany zejména nekroza (52,8 %) a minoritné také apoptdza. Obecné z téchto
vysledka Ize shrnout, ze indukce BS v ozafovanych bunkéch je teplotn¢ zavisly proces a

indukci jednotlivych BS lze regulovat intenzitou ozatfovaciho zdroje (Zhang et al. 2018).
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Obr. 8: Indukce riznych typi BS v zavislosti na teploté. Graf vlevo srovnava procento mrtvym
buné€k po osetfeni PPTT bez inhibice signalni drahy (AuNRs-FA+Laser), s inhibici apoptozy (AuNRs-
FA+Z-VAD+Laser) a inhibici nekroptozy (AuNRs-FA+Nec-1+Laser). Z grafu je patrna jasna korelace
mezi zvySovanim teploty a BS. Pfi inhibici apoptotické a nekroptotické drahy lze vidét ubytek
odumirajicich bun€k oproti ozafeni bun¢k kontrolnich s AuNRs-FA, avSak bez inhibitoru. Graf vpravo
pfedstavuje procento zivych, apoptotickych, nekroptotickych a nekrotickych bun€k po aplikaci PPTT.
Grafy jsou soucasti vysledkli publikovanych od Zhang et al. 2018.
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Parida et al v roce 2017 pozorovali indukci nekroptotické BS pii aplikaci PPTT na
nadorovych bunkach délozniho ¢ipku (bunécna linie SiHa a ME180), které inkubovali s 10
pg/mL AuNRs vlozenych do blokové kopolymerové micely (AuNR-block copolymer micelle,
AuNR-BCPM) slozené z PEGu a lipoové a folatové kyseliny. Buiiky byly nésledné¢ ozareny
laserovou diodou o vykonu 4 W po dobu 3, 5 a 10 minut.

Nasledna analyza experimentll zahrnovala identifikaci mRNA, imunoprecipitacni
metody a zobrazeni proteinti na imunoblotu. Kli¢ovymi komponenty nekroptotické signalni
drahy jsou RIPK1, RIPK3 a MLKL, jejichz mRNA hladiny byly vizualizovany pomoci
polymerdzové fetézové reakce spojené s reverzni transkripci (RT-PCR), ktera ukazala jejich
linearni rist v zavislosti na dob¢ ozateni. Pro pfipadnou identifikaci byly pomoci imunoblotu,
spole¢né s proteiny RIPK1 a RIPK3, vizualizovany také CASP3, CASP8 a CASP9, které jsou
typické pro apoptotickou signalni drahu. Na rozdil od signifikantn¢ naristajici intenzity zon
RIPK1 a RIPK3, u Zadné z kaspaz neni ziejméa zména intenzit v zadném kroku ozatovani, jak
ukazuje Obr. 9, vlevo. Pro potvrzeni formace nekrozomu a interakce proteini RIPK1 a RIPK3,
byl z lyzatu ozéafenych bun€k imunoprecipitovan protein RIPK1. Nasledn¢ byl proveden
imunoblot ko-imunoprecipitacnich proteinti RIPK3 a CASP8. Evidentni tvorba nekrozomu
byla potvrzena diky jasné zvysSené expresi RIPK3 pfi prodluzovéani délky ozafeni, byla také
pozorovana zvySena exprese RIPK1. Naopak uobou testovanych bunéénych linii byla
pozorovana pouze zanedbatelnd exprese kontrolni CASP8, viz Obr. 9, vpravo (Parida et al.

2017). Tyto vysledky prokazuji pfitomnost nekroptotické BS po aplikaci PPTT.
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Obr. 9: Imunoblot znazorfujici expresi kaspiz a komponent nekroptotické signialni drahy
v buiikach po aplikaci PPTT. Vlevo: detekce vyznamného nérastu hladin RIPK3 a RIPK1 po oSetfeni
bun¢k. Vpravo: ko-imunoprecipitace RIPK1, RIPK3 a CASP8 pro potvrzeni formace nekrozomu.
Vysledky experimentl prezentovali ve své publikaci Parida et al. 2017.

4.5 Bunécna smrt zavisla na autofagii
Autofagie je fizeny proces vnitrobunécného traveni, pfi kterém je cytoplazmaticky material

uzavien do cytosolickych vackt a dopraven do lysozomt k jejich degradaci. Po uzavieni vacku
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vznikd struktura nazyvana autofagozom, kterd nésledné splyva slysozomem za vzniku
autolysozomu, ve kterém je obsah degradovan lysozomalnimi enzymy. Jednou z uloh autofagie
je podpora preziti bun¢k ve stresovych podminkach nebo v situacich s omezenou dostupnosti
Zivin, a to prostfednictvim recyklace dalezitych bunéénych komponent (Denton a Kumar 2019).

Autofagie je evolucné konzervovany proces kodovany a regulovany geny spojenymi
s autofagii (autophagy-related genes, Atg) (Tsukada a Ohsumi 1993). Iniciace autofagie
vyzaduje Atgl/ ULK (Unc-51-like kinase) komplex (Mizushima 2010), jehoz funkci je pfenasSet
signaly indukujici rekrutaci proteind nezbytnych pro tvorbu autofagozomi, jako je naptiklad
protein LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3). Posledni fazi tvorby
autofagozomu je inzerce lipidovaného Atg8 do autofagozomalni membrany, coz vede
k vytvoreni uzavieného autofagozomalniho vacku.

Protoze je autofagie pro buiiku pfirozeny proces, a navic mize byt aktivni soucasné
s indukei jinych BS, rozliSeni jeji specifické role pfi zprostiedkovani BS je obtizné. Nicméné
je znédmo, Ze molekularni mechanismy autofagie pfispivaji k bunécnému zaniku v riznych
vyvojovych a patofyziologickych situacich, a proto je na mist¢ BS zavislou na autofagii
rozliSovat. Existuji tfi hlavni situace, kde se uplatiuje role autofagie v souvislosti s BS: 1)
autofagie asociovana s BS, kdy se objevuje jako doprovodny fenomén BS, 2) autofagie
zprosttedkovana BS, kterou lze pozorovat v opacném kontextu, kdy autofagie samotnd
indukuje apoptézu a 3) na BS zavisla na autofagii, kterd probihd nezavisle na apoptdze nebo

nekroze (Denton a Kumar 2019).

4.5.1 Bunécnd smrt zavisla na autofagii indukovana aplikaci PPTT
Zhang et al v roce 2017 sledovali reakci na ozafeni u TNBC bunék (77iple Negative Breast
Cancer cell line), které inkubovali s AuNRs konjugovanymi s anti-EGFR protilatkou (anti-
EGFR-AuNPs). Bunky byly pfedem inkubovany bud’ s inhibitorem autofagie 3-
methyladeninem (3-MA), nebo bez né&j a nasledné ozafeny laserem o vykonu 1,5 W/cm? po
dobu 3 minut. Po aplikaci PPTT byla provedena analyza zivotaschopnosti v§ech skupin riizné
oSetfenych bungk, jak je znazornéno na Obr. 10, vlevo.

Bunky inkubované bez 3-MA zieteln€ odumiraly, zatimco u bunék pre-inkubovanych
s inhibitorem autofagie byla pozorovdna vyznamnd redukce cytotoxicity a celkovy ubytek
odumfelych bun€k, coz naznacuje pfitomnost na autofagii zavislé BS. Pro podpoteni téchto
vysledka byl pomoci imunofluorescence vizualizovan protein LC3, jehoz vysokd hladina byla
zfejma u bunck inkubovanych s anti-EGFR protilatkami, anti-EGFR-AuNRs a anti-EGFR-
AuNRs+NIR-PTT. Kromé fluorescencni vizualizace byly provedeny imunobloty proteind,

které se ucastni autofagickych procest (beclinl, Atg5, LC3 a p62), viz Obr. 10, vpravo. Oproti
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kontrolam byl nariist intenzity zén zaznamendn u vSech detekovanych proteint v buiikach
inkubovanych s anti-EGFR protilatkou, anti-EGFR-AuNRs i1 anti-EGFR-AuNRs+NIR-PTT.
Na zaklad¢ téchto vysledt autofi shrnuji, Ze za téchto podminek PPTT podporuje na autofagii
zavislou BS. Soucasti studie bylo pozorovani ucinkd terapie na mySim modelu. Ozéfeni bunék
obsahujicich anti-EGFR-AuNPs zpiisobilo signifikantni zmenSeni velikosti nadoru a nasledna
imunohistochemickd analyza, v souladu s piedchozimi vysledky, potvrdila nartst exprese

proteint beclin-1 a LC3 (Zhang et al. 2017).

4.6 NEToOza

NETotickéa BS predstavuje specificky typ RBS, ktery byl piivodné identifikovan u neutrofilnich
bunék. Pozdéji byl tento typ BS také sledovan u dalSich bun€k hematopoetického plivodu, jako
jsou eozinofily (Yousefi et al. 2008) nebo bazofily (Morshed et al. 2014). V ptipadé€ NETotické
BS bunky vylucuji lepivé sité, formalné nazyvané neutrofilni extracelularni pasti (Neutriphil
Extracellular Traps, NETs), které¢ obsahuji chromatin, granularni a cytoplazmatické proteiny
(Metzler et al. 2014). Tvorba NETs muize byt reakci buiikky na mikrobidlni infekci nebo na
stimulaci nékterych z receptorti smrti (napf. ligandem IL-18). Termin NET6za by mél byt
pouzivam pouze v ptipadé, kdy jsou pfitomny dikazy o BS, nebot’ jejich uvolnéni automaticky

neznamend odumieni bunky (Pilsczek et al. 2010).
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Obr. 10: Detekce BS zavislé na autofagii na naddorovych buiikach TNBC. Vlevo: analyza viability
ruzné oSetfenych bunék. U bunék pre-inkubovanych s anti-EGFR-AuNPs a oSetienych PTT lze
pozorovat vyznamné snizeni v po¢tu odumfielych bun€k po podani inhibitoru autofagie 3-MA. Vpravo:
imunoblot znazoriujici detekci proteint ti¢astnicich se tvorby autofagozomtl, obrazky jsou vysledky
prezentované v publikaci Zhang et al. 2017.

Ptesny molekularni mechanismus vypousténi NETs neni zcela objasnén, bylo ale
navrzeno n¢kolik hypotéz o pribéhu tohoto procesu. Zdé se, Ze NET6za a uvoliiovani NETs

jsou zavislé na NADPH oxidaze a tvorbé ROS, které hraji klicovou roli v iniciaci této BS. Z
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neutrofilnich granul jsou do cytosolu buiiky uvoliiovany elastazy a myeloperoxidazy (Fuchs et
al. 2007), které jsou nasledné translokovany do jadra, kde jsou proteolyticky aktivni. V jadie
degraduji histony, a tak zptsobuji i dekondenzaci chromatinu (Metzler et al. 2014), coz vede
ke vzniku chromatinovych vladken smichanych s cytoplazmatickymi a jadernymi komponenty
a jejich vytlacovani do ECM. Tento proces nakonec vyustuje v naruseni PM a RBS. Elastazy
pritomné v cytosolu také katalyzuji proteolyzu F-aktinu, coz zpisobuje nevratné poSkozeni

cytoskeletarnich struktur bunky (Fuchs et al. 2007).

4.6.1 NETO6za indukovana aplikaci PPTT

V ramci jiz vySe zminéné studie od Ali et al z roku 2017 (viz kapitola Apoptoza indukovana
aplikaci PPTT) byla provedena série in vivo experimentll na mysSich modelech. Dva typy
nanocastic (AuNRs-PEG a AuNRs-RF) byly intratumoralné injikovany do xenografniho
modelu mys$i s HNSCC. Nejucinngj$imi se pro tento experiment prokdzaly byt malé AuNRs-
RF o koncentraci 2,5 nM ozafené laserem o vykonu 2 W/cm? po dobu 2 minut, kdy byla po 25
dnech od ozatfeni pozorovana signifikantni redukce riistu nadoru bez vaznych vedlejsich ucinkd.
Po aplikaci PPTT byla provedena analyza proteomu bunc¢k podkoznich nddord ozatfovanych
mys$i za ucelem sledovani zvySeni ¢i sniZeni exprese proteind typickych pro konkrétni BS.
Krom¢ proteini hrajicich klic¢ovou roli v apoptotické BS byl v ramci této studie identifikovan
narust celkem deviti proteintl, které se ucastni NETotické BS, v¢etné histonu 2 (H2), histonu 4

(H4), IL-18 a Pin1 (Ali et al. 2017).

4.7 Lysozom-dependentni bunéénd smrt
Lysozomy jsou membranové organely nachdzejici se v cytosolu bun€k. Obsahuji hydrolytické
enzymy jako jsou protedzy, hydroldzy nebo nukledzy, které provadi intracelularni Stépeni a
recyklaci makromolekul. Tyto enzymatické proteiny obvykle vykazuji nejvyssi aktivitu pfi
nizké hodnoté pH, které by bylo, mimo lysozom, pro butiku fatalni. V téchto specializovanych
bunéénych organelach V-ATPaza udrzuje pH okolo hodnoty 5 prostfednictvim transportu H"
dovnitt lysozomil. Pfed vlastnimi hydrolazami je lysozomalni membrana chranéna lysozom-
specifickymi proteiny LAMP-1 a LAMP-2 (lysosome-associated membrane proteins-1 and -
2), které jsou silné glykosylovany a odolavaji proteolytickému stépeni (Chen et al. 1985).
Lysozom-dependentni BS je typem RBS, jehoz podstatou je permeabilizace
lysozomélni membrany (PLM). Aktivace tohoto procesu se déje v odpovédi na stresové
podnéty jako je stimulace receptorit smrti nebo akumulace ROS. V disledku zvysené

propustnosti membrany lysozoml se jejich obsah uvoliiuje do cytoplazmy buiky, kde
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ektopicky pfitomné proteolytické enzymy (zejména kathepsiny B, D) §tépi a aktivuji proteiny
dalsich signalnich drah, a to vCetné kaspaz (Foghsgaard et al. 2001).

Mechanismus indukce PLM zatim neni zcela objasnén. NejznaméjSim stimulem
indukce PLM je akumulace Zzeleza v lysozomech. Volné ionty zeleza hromadici se
v lysozomech totiz katalyzuji pfeménu peroxidu vodiku na hydroxylové radikaly, které
nasledné nic¢i lysozomalni membranu (Terman et al. 2006). PLM muze byt rovnéz indukovana
akumulaci sfingosinu, ktery se po protonaci hromadi v lysozomech, kde funguje jako detergent
(Kah Gedal et al. 2001). Krom¢ toho byla také, pfed zménami ve struktufe mitochondrii,
pozorovana translokace pro-apoptotickych proteinii z rodiny Bcl-2 do membrany lysozomd,
coz nasledn¢ vyvolalo PLM. To naznacuje, Ze ptisobeni Bcl-2 proteinti na PLM je nezévislé na
permeabilizaci mitochondridlni membrany (K4 gedal et al. 2005). PLM mohou také indukovat
samotné kaspazy, které predstavuji mediatory indukce apoptozy zavislé na PLM (Werneburg
et al. 2004).

Procesy nasledujici po indukci PLM jsou variabilni, stejn€ jako mechanismy jejich
aktivace a jejich prehled je znazornén na Obr. 11. Tyto bunééné udalosti zavisi na rozsahu PLM
a typu stimulu indukujiciho BS. V ptfipadé masivniho naruseni lysozomalni membrany dochazi
k prudkému okyseleni cytoplazmy a odumfeni buiikky nekrotickou BS (Chen et al. 1985).
Naopak ¢astec¢nd ¢i postupnad PLM zptsobuje uvolnéni kathepsinii D a B (CB a CD), které jsou
aktivni 1 pfi neutralnim cytosolickém pH a mohou §tépit proteiny BAX a BID, a tak spoustét
apoptotickou drahu (Kah Gedal et al. 2001). Kathepsiny mohou také sami indukovat rizné typy
RBS (Sevenler et al. 2015). CB miize byt translokovan do jadra, kde degraduje DNA (Broker
et al. 2004).

indukce PLM ’ DS
(ROS, sfiongosin, BAX, CASP, CB) 4 N

N - N
-2 \
j P
N 7
aktivace Soa s
Bax a Bid o ool o
o o

@ ~— lysozom cytociwom c
ClB @ & - %B —l l:l
(655 ]

d d l .
egDr:Aace okyseleni
cytosolu

1!
e

Obr. 11: Lysozom-dependentni BS. Po indukci PLM se do cytosolu bunky uvolnuji CB a CD, které
mohou zpisobovat nasledujici bunééné osudy: 1) CB a CD §tépi proteiny BAX a BID, které nasledné
spousti apoptozu. 2) CB a CD sami indukuji jeden z typti RBS a 3) CB je translokovan do jadra, kde
degraduje DNA. V piipadé poskozeni lysozomalni membrany dochazi k prudkému okyseleni cytosolu
a odumfeni buniky nekrézou. Obrazek byl vytvoien v BioRenderu.

PLM
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4.7.1 Lysozom-dependentni buné¢nd smrt indukovana aplikaci PPTT

Mimo jiz zminéné, Pérez-Hernandez et al navrhli v kontextu jejich vysledkil
prezentovanych v kapitole Apoptéza indukovana aplikaci PPTT, hypotézu o lysozom-
dependentni BS, kterd je odiivodnéna finalni lokalizaci a zadrzovanim AuNPs v lysozomech.
V disledku vytvofeni siln€¢ hypertermického prosttedi pravdépodobné dochazi k naruSeni
struktury lysozomalnich membran, a to vede k uvolnéni jejich obsahu véetné katepsinti do
cytosolu, kde dochazi ke St€peni substratli, napt. pro-kaspaz, které¢ dale propaguji aktivaci
signalnich drah pro usmrceni buiiky. PLM byla potvrzena daty z TEM, kdy bylo detekovano
zietelné uvolnéni AuNPs z lysozomil do cytoplazmy u laserem osetfenych bun¢k (Chen et al.

2010; Pérez-Hernandez et al. 2015).

5. Zavér

Soucasna onkologicka terapie zahrnuje chirurgicky zékrok, chemoterapii a radioterapii. Stale
je vsak nutné usilovat o vyvoj efektivnéjSich technologii zejména v oblasti specificity cileni
1écby a redukce jejich vedlejSich ucinkd. PPTT je nova perspektivni terapie, ktera slibuje
efektivni a Setrnou 1écbu. Vyuziva fyzikalnich a optickych vlastnosti kovovych nanocastic,
zejména LSPR a fototermalniho efektu, diky kterym je mozné specifické a lokalni oSetfeni
nadoru. Pro efektivni vyuziti PPTT je zésadni pochopit procesy aktivace a prubchu BS, ktera
je iniciovdna a ovlivilovana timto terapeutickym pfistupem, a také jak tyto procesy koreluji
s parametry ozafovani aplikovanymi pti PPTT. Tato prace analyzuje podstatu terapie, pribch
1é¢by a jeji dopady, spolu s experimentalni dikazy o jeji ii¢innosti. Poskytuje souhrn aktualnich
poznatkil o pozorovanych typech BS, které byly dosud publikovany v ramci testovani PPTT
jak in vitro, tak in vivo.

Zlaté nanocastice se pro ucely PPTT ukazaly jako nejefektivnéjsi, a to diky své
biokompatibilité, chemické stabilité, snadné syntéze a moznosti ladéni optickych a fyzikalnich
vlastnosti. Jejich povrch 1ze modifikovat, a tak ovlivnit napf. miru internalizace do bun&k nebo
snizit toxicitu. Existujici studie dosud nepotvrzuji absolutni bezpecnost AuNPs, informuji ale
o korelaci mezi velikosti AuNPs a toxickymi ucinky. Dlouhodobé chovani AuNPs v zivém
organismu je pfedmétem soucasného a budouciho pozorovani.

Nédorové buiiky jsou usmrcovany pomoci elektromagnetického zéateni o vlnovych
délkach z blizké infracervené oblasti spektra. K identifikaci BS in vitro se vyuzivaji specifické
inhibitory, detekce proteini na imunoblotu, imunohistochemické a imunohistofluorescencni
metody. Bylo prokazano, Ze dlouhd doba expozice bunc¢k vysokym intenzitdm ozafovaciho

R4

expozice (n€kolik sekund az nékolik minut) vede k postupnému odumirani bunék, nejcastéji
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apoptotickou ¢i nekroptotickou BS. Ukazalo se, ze typ aktivované BS zavisi, mimo vyse
zminéné, na koncentraci AuNPs v ozafovanych buiikach. Dalsi typy BS, které byly pozorované
pfi uziti riznych typl nanocastic, jsou BS zavisld na autofagii (anti-EGFR-AuNPs) a
NETotickd BS (AuNR-RF). Dalsim diskutovanym typem je lysozom-dependentni BS, o které
1ze ptedpokladat, Ze sama o sob¢& muze pusobit nadiazené jako spoustéc jinych RBS.

Bylo prokazano, ze podminky uzivané pii PPTT Ize piizpusobit, a tak navodit
pozadovanou buné¢nou odpovéd, ktera je pro terapii konkrétniho onkologického onemocnéni
nejvhodnéjsi. Nicméng, rizné podminky pfti aplikaci PPTT a uziti riznych bunéénych modela
komplikuji srovnavani a interpretaci experimentu. Identifikace jednotlivych BS a jejich
vzajemné odliSeni je zaroven komplikovano nesCetnym mnoZzstvim vzajemnych interakci
téchto signalnich drah. Aby se PPTT mohla stat [é¢ebnou metodou, je nezbytné zaméfit se na
standardizaci testovacich protokold, kterd zajisti konzistentnost a reprodukovatelnost vysledki
napii¢ nezavislymi vyzkumy. Dulezitym aspektem je rovnéz pochopeni komplexni bunécné

odezvy na tuto terapii.
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