UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Fotodynamicka terapie in vitro na nadorovych bunécénych liniich

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Markéta Kolarikova
Studijni program: N1406 Biochemie
Studijni obor: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Prof. RNDr. Hana Kolarova, CSc.

Rok: 2020



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné¢ s vyznacenim vSech
pouzitych pramenil a spoluautorstvi. Souhlasim se zvetfejnénim diplomové prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni pozdéjsich piedpist. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdé&jSich predpisu.

V Olomouci dne



Rada bych pod€kovala své vedouci diplomové prace, Prof. RNDr. Hané Kolafové, CSc.,
za odborné vedeni, veSkerou poskytnutou pomoc a ochotu, kterou mi vénovala. Taktéz
bych chtéla podékovat celému Ustavu 1€ékarské biofyziky za jejich Cas, podporu a cenné
rady.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Markéta Kolatikova

Nazev prace Fotodynamicka terapie in vitro na nddorovych
bunécnych liniich

Typ prace Diplomova

Pracovisté Ustav lékatské biofyziky
Vedouci prace Prof. RNDr. Hana Kolafova, CSc.
Rok obhajoby prace 2020

Abstrakt

Fotodynamicka terapie, jakozto alternativni 1éCba zejména nadorovych onemocnéni, vyuziva
svétlo, kyslik a fotodynamicky aktivni latku neboli fotosensitizér. Jakmile je fotosensitizér
v buiikach aktivovan zafenim o vlnové délce shodné s absorpénim maximem fotosensitizéru,
dochazi k produkcei reaktivnich forem kysliku, které vedou k bunéénému poskozeni, pripadné
k bunécné smrti. Fotodynamické reakce byly studovany piedevs§im na nadorovych bunécnych
liniich HeLa (karcinom délozniho ¢ipku) a G361 (lidsky melanom). Konfokalni mikroskopii byla
pozorovana lokalizace fotosensitizéru TMPyP v mitochondriich i v lysozomech. Pomoci svételné
mikroskopie s fazovym kontrastem byly ovéfovany morfologické zmény bunék zejména
po administraci fotosensitizéru a po jeho nasledné aktivaci ozafenim. Zivotnost bunék byla
oveétovana MTT testem a produkce ROS byla studovana fluorescenénimi metodami bunééného
poskozeni s vyuzitim fluorescenénich znacek. Nasledkem fotodynamické reakce byl
u nadorovych linii pozorovan trend nartstu reaktivnich forem kysliku v zavislosti na koncentraci
fotosensitizéru. V souvislosti s ozarenim byla rovnéz naméfena zvySena hladina singletniho
kysliku u v8ech buné¢nych linii a prostfednictvim MTT testu bunééné Zivotnosti bylo prokazano
sniZeni zivotnosti v zavislosti na zvySujici se koncentraci fotosensitizéru. Z vysledki této prace
vyplyva, ze fotosensitizér TMPyP je velmi ucinny pro navozeni fotodynamické reakce
v naddorovych bunéénych liniich v in vitro podminkach.
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Cile prace

Cilem teoretické casti této diplomové prace je provedeni literarniho piehledu
problematiky mechanismu a principu fotodynamické terapie (PDT), ale také moznosti
vyuziti fotodynamicky aktivnich latek pro fotodynamickou terapii nadoru.
Experimentalni ¢ast je vénovana zejména ovéefeni produkce reaktivnich forem kysliku
v zé&vislosti na zivotnosti bun¢k po ozéfeni nadorovych i nenddorovych bunéénych linii
pii urcité koncentraci fotosenzitizéru a pii stanovené hustoté energie zaieni. Dale je zde
popisovana tématika morfologickych zmén bunék v souvislosti s fotodynamickou terapii
a lokalizace fotosensitizéru v buiikach pted i po ozareni. Nedilnou soucasti je i diskuze

vlastnich vysledktl v porovnani s literaturou.
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UvVoD

Fotodynamické terapie je alternativni lécbou pro riznd nddorovd i nenadorova
onemocnéni. V soucasnosti se jedna o moderni piistup 1écby zejména rakovinného
onemocnéni. Zaklady této terapie byly polozeny jiz v roce 1900, kdy objevil némecky
student mediciny tzv. fotodynamicky efekt kombinaci barviva akridinu a svétla
na trepkéach (Raymond, 1999). O pouhé tii roky pozdéji provedla stejna védecka skupina
prvni zakrok na pacientech. Nasledovalo mnoho preklinickych studii a hledani
¢i vylepSovani dalSich fotosensitizérii (fotodynamicky aktivnich latek), které by mohly
v kombinaci se svétlem a kyslikem zptsobit pozadovany fotodynamicky efekt, tedy znicit
nezadouci nadorové bunky (Kiibler, 2005).

Zakladnim principem této terapie je tedy fotochemicka reakce, kterd pozaduje
simultanni pfitomnost fotosensitizéru, kysliku a viditelného svétla. Vyuziva se zde také
selektivni akumulace fotosensitizéru v nadorovych buiikach. V dusledku aktivace
fotosensitizéru svétlem o vlnové délce, kterd je shodna s absorpénim maximem této
fotodynamicky aktivni latky, dochézi k jeho interakci s okolnimi molekulami. Tvoii se
tak rlzné druhy reaktivnich forem kysliku (ROS), které v buiikach zplsobuji naruseni
rovnovahy a poskozeni organel vedouci k bunécné smrti. Ve znaéném mnozstvi vznika
i dulezity ¢len skupiny ROS, singletni kyslik, ktery taktéz zptisobuje buné¢nou smrt.

V zéavislosti na lokalizaci nadorové tkané je fotosensitizér aplikovan bud’
systémoveé nebo intravendzné. V urcitych piipadech miize byt tato latka aplikovana
i povrchové (Kennedy et al., 1996). S rozmanitou Skalou velikosti, umisténi a typt
nadorti se vyvinulo i mnoho zpisobtl, jak a ¢im aplikovat PDT. Velky vyvoj byl
zaznamenan jak v samotnych fotosensitizérech, které mohou byt riznym zplisobem
modifikovany pro lepsi zacileni na nddorovou tkan, tak i ve svételnych zdrojich. Svétlo
muZe byt na podpovrchovou maligni tkan zacileno napiiklad pomoci laserovych vldken
se svételnym difuzérem. U povrchovych aplikaci je svétlo vedeno vldknem, které ma na
svém konci mikrococky. U objemnych nadort je nékolik vladken umisténo hned vedle
sebe, aby doslo k ozateni celé pozadované plochy (Kiibler, 2005).

Nyni je PDT minimdln€¢ invazivni technikou, ktera miize byt aplikovana
opakovang, a to 1 na stejné misto. Velikou vyhodou je i to, ze jiné 1écebné piistupy, jako
je chemoterapie, ionizujici zafeni nebo chirurgicky zakrok, nezamezuji aplikaci PDT, a

dokonce mohou byt pacientim provedeny pifed nebo i po provedeni terapie (Kiibler,



2005).

1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Fotodynamicka terapie obecné

PDT je moderni a neinvazivni formou terapie, ktera je pouzivana pro neonkologicka,
ale i onkologickd onemocnéni riznych typt. Tuto terapii 1ze vyuzit i k 1é€bé chronickych
zanétl nebo 1 bakteridlnich infeket, které jsou zpisobeny bakteridlnimi kmeny s rezistenci
na antibiotika a nelze je tedy 1é¢it klasickym piistupem (Sperandio et al., 2013). PDT je
zalozena na lokalni nebo systémové aplikaci fotosenzitivni slouceniny neboli
fotosensitizéru, ktery je akumulovan v patologické tkani (Obr. 1). Principem je,
ze molekuly fotosensitizéru absorbuji svétlo ptislusné vinové délky, ktera souhlasi
s absorpénim maximem fotosensitizéru, coz vede kiniciaci procest, které jsou
zodpovédné za selektivni destrukci nezadoucich bunck. Klicova je distribuce
fotosensitizéru pouze v patologické tkani, coz vyznamné ulehcuje selektivni destrukei a
je to také divod, pro¢ je PDT dobfe snasena pacienty (Kwiatkowski et al., 2018).
V kombinaci s jinymi terapeutickymi postupy nachdzi tato terapie Siroké uplatnéni
v mnoha odvétvich medicinského primyslu (Luo ef al, 2017). Navzdory Uspéchu,
kterym se PDT muze pysnit, se stale zkoumaji nové slouceniny a inovativni metody,
které by mohly zlepsit efektivitu této terapie v klinické onkologii. Zajimavym vylepSenim
je naptiklad vyuziti elektroporace a nanoc¢astic pro zvySeni koncentrace fotosensitizéru
vdanych  buikdch, coZ m4& za nésledek lepsi efektivitu  aplikace

PDT (Schmitt a Juillerat - Jeanneret, 2012).
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Obr. 1 Schematicka ilustrace mechanismu PDT (Mroz et al., 2011)



1.1.1 Mechanismus PDT

Mechanismus této terapie je zalozen na tfech netoxickych slozkach, jejichz spolupraci lze
dosdhnout pozadovaného efektu v patologické tkani. Jednd se o interakci mezi
fotosensitizérem, zatfenim o ptislusné vinové délce shodné s absorpénim maximem
fotosensitizéru, a kyslikem rozpusténym v buiikach (Allison a Moghissi, 2013).

Fotochemicka reakce, ktera je zodpovédna za destrukci nadorovych bunék, je
zprostiedkovana dvéma hlavnimi mechanismy, které¢ jsou zavislé na molekulach kysliku
v buiikach. Prvni stddium obou mechanismu je témér stejné. Po vstupu do buiky je
fotosensitizér ozafen a dojde tedy k absorpci (A) fotonl fotosensitizérem, coz vede
k pfestupu z jeho zakladniho singletniho energetického stavu So do excitovaného
singletniho stavu (S1, Sz, S3), ktery je velmi nestabilni. Thned po absorpci fotonu dochazi
k deaktivaci prostiednictvim relaxace na nejniz$i vibracni energetickou hladinu prvniho
excitovaného stavu. Tento velmi rychly proces (107!° s) je definovan jako vnitini konverze
(IC) nebo vibraéni relaxace (VR). Excitovand molekula existuje v nejniz§im excitovaném
singletnim stavu v fadu nanosekund, a poté se relaxaci dostane do zékladniho stavu. Je-li
relaxace z S stavu doprovazena emisi fotonu, tento proces je znam jako fluorescence (F).
Dalsi relaxacni drahou, ktera soutézi s jiz zminénymi fotoprocesy, je neradiativni prechod
ptfechod (ISC). Dile miize nasledovat emise z tripletového excitovaného stavu T
procesem fosforescence (P), ale spiSe dochazi k fotochemickym reakcim. T je totiZ stav,
ve kterém ma fotosensitizér terapeuticky ucinek. Interakce fotosensitizéru v excitovaném
tripletnim stavu s okolnimi biomolekulami ma za nésledek dva typy fotochemickych
Dlouha doba zivota tripletnich stavii zvySuje pravdépodobnost reakce fotosensitizéru
s molekularnim kyslikem vedouci k tvorbé ROS (Obr. 2) (Luksiene, 2003; Robertson et
al., 2009; Dabrowski et al., 2017).
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Obr. 2 Fotofyzikalni a fotochemické procesy znazornéné upravenym diagramem Jablonského
(Dabrowski et al., 2017)

V prvnim mechanismu fotochemické reakce fotosensitizér prenasi energii ve formé
elektronu nebo atomu vodiku z excitovaného tripletového stavu T! na biomolekuly
(substrat), které se nachdzi v jeho blizkosti. Tim dochézi k tvorbé volnych radikalt a
radikalovych aniontd fotosensitizéru a / nebo substratu. Tyto meziprodukty pak mohou
reagovat s kyslikem a tvofit tak naptiklad superoxid aniontového radikalu (O>7), ktery je
tvofen prenosem elektronu na kyslik v pfitomnosti redukéniho c¢inidla nebo piimo
excitovaného fotosensitizéru. O pak v bunkach tvofi dal§i generaci ROS
prostiednictvim volnych radikalovych fetézovych reakei (Obr. 3) Tato kaskada reakcei
vede k oxidativnimu stresu, ktery zpusobuje destrukci nadorovych bunék
(Luksiene, 2003; Nowak-Stepniowska et al., 2013; Dabrowski et al., 2017).

V druhém typu mechanismu fotochemické reakce dochazi k prenosu energie z T!
excitovaného tripletniho stavu fotosensitizéru pifimo na molekuly kysliku, které jsou
v zékladnim tripletnim stavu, pfi¢emz se fotosensitizér navraci do svého zdkladniho

singletniho stavu. Tento pfimy pfenos energie mezi molekulami fotosensitizéru a kysliku

Ps"+ O, —Ps"+HO,'

Obr. 3 Tvorba hydroxylového radikalu (Dabrowski et al., 2017)



je mozny diky stejné orientaci spind téchto molekul. Touto cestou dochazi k tvorbé
excitovanych ¢astic kysliku a tvofi se tzv. singletni kyslik, ktery ma velmi silné oxidacni
vlastnosti (Nowak-Stepniowska et al., 2013).

Molekuly kysliku jsou v zakladnim tripletnim stavu a excitaci se dostanou
do singletniho stavu. Vzhledem k tomu, Ze vétSina organickych sloucenin je v zadkladnim
singletnim stavu, excitovany fotosensitizér neposkozuje organické struktury v buiikach a
reaguje pouze s molekulami kysliku, které jsou rozpusténé v cytoplazmé
(Fonseca et al., 2006). Jsou to tedy reaktivni formy kysliku, které jsou zodpovédné
za fotopoSkozeni proteind, tukti a ostatnich molekul v daném misté aplikace
fotosensitizéru (Kessel a Oleinick, 2010).
procesem, ktery zajistuje efektivitu PDT. Nicméné, zastoupeni obou mechanismil je
zavislé na mnoha faktorech, jako je naptiklad koncentrace kysliku, pH a struktura
fotosensitizéru. Se snizujici se koncentraci kysliku pfevlada prvni typ mechanismu
fotochemické reakce (Castano ef al., 2005a). Vysledkem fotochemickych reakcei je tedy
usmrceni  nddorovych  buné€k v procesu apoptozy a / nebo nekrozy
(Kessel a Oleinick, 2010). Zastoupeni obou typti bunééné smrti zavisi na intracelularni
lokalizaci fotosensitizéru. Napiiklad, poskozeni mitochondrii mize vést k apoptdze,
zatimco destrukce bunéénych membran a ztrata integrity indukuje nekrozu. Poskozeni
lysozoml nebo endoplazmatického retikula zptsobuje bunécnou smrt prostiednictvim

autofagie (Plaetzer et al., 2003).

1.1.2 Reaktivni formy kysliku
Reaktivni formy kysliku jsou produkty ¢astecné redukce molekuldrniho kysliku (Oz). Dva
neparové elektrony s paralelnimi spiny lokalizované ve dvou separatnich orbitalech jsou
pti¢inou nachylnosti Oz na tvorbu radikdlnich forem (Evans et al., 2005; Zhou et al.,
2016). Produktem jednoelektronové redukce O je superoxidovy iont (O>"), zatimco
dvouelektronova redukce O; vede k tvorbé peroxidu vodiku (H202). H2O; sice patii mezi
spiSe neutralni ROS, ale jeho nasledny produkt, hydroxylovy radikal (HO"), je jeden
z nejsilnéjSich oxidantl viibec. K ROS patii 1 produkt vznikly reakci pfenosu energie,
singletni kyslik (10,) (Ogilby, 2010; Oszajca et al., 2016; Dabrowski, 2017).

Stereotypni pohled na ROS je, ze jejich produkce neni regulovatelna a jejich
intracelularni cile jsou spiSe ndhodné. Oxidace intracelularnich lipidd, proteinit a DNA

vede k poskozeni biomolekul, coz zptsobuje patologické procesy jako jsou nadorova a



neurodegenerativni onemocnéni nebo ateroskleréza (Lin a Beal, 2006; Dabrowski, 2017).

Rizné chemické latky, jako jsou léciva, pesticidy, nékteré kovy nebo oxidy kovii
pritomné ve smogu, UV a gama zafeni, teplota, poranéni nebo starnuti, vedou ke zvyseni
produkce ROS. K jejich tvorbé taktéz piispivaji neutrofily, eozinofily a makrofagy béhem
inflamatorni reakce nebo vedlejsi produkty elektronovych transportnich reakci, které
probihaji v mitochondriich. ROS, které jsou vytvoteny v takovych procesech, zptisobuji
oxidativni poskozeni proteinti, lipidi a nukleovych kyselin, ale taktéz naruSuji funkce
organi a bun¢k, coz vede k bunécéné smrti (Fuchs, 2001).

Ikdyz ROS nepochybné¢ zplsobuji mnoho skodlivych aspektd, jsou taktéz
zodpovédné za tadu prospésnych efektd. Jejich tvorba naptiklad zajistuje funkéni
metabolismus, ale maji také funkci v n€kolika intraceluldrnich signalnich drdhach. Jako
signalni poslové byli identifikovani zejména O>" a H>O2 (Sundaresan, 1995). Z téchto
dvou ma vyznamnéjsi roli H2O2 vzhledem k jeho vyssi stabilité. Bunécné preziti je silné
zavislé na redoxni homeostaze. V nékterych piipadech dochézi vlivem zvysené produkce
ROS k naru$eni funkci buniky prostiednictvim oxidativniho stresu, ktery zaroven aktivuje
bunééné obranné mechanismy. Za celem snizeni nebo odstranéni téchto problémi si
organismy vytvofily systém antioxidacnich enzymt, které jsou zodpovédné za rovnovahu
ROS v buiikach. Mezi tyto enzymy patii superoxid dismutdza (SODI1, SOD2 a SOD3),
glutation peroxidéaza a kataldza. Nékteré malé molekuly, jako je vitamin E, karotenoidy
¢i vitamin C, napomahaji témto enzymlim v udrzeni spravné hladiny ROS. Superoxidovy
iont mize byt ptfeveden na jiné reaktivni formy, jako naptiklad H>O», za pomoci SOD.
H>0, pak mize byt znovu vyuzit na tvorbu superoxidovych radikalli, anebo mtize byt
preveden katalazou ¢i glutationem (GSH) na vodu (Trachootham et al., 2009; Dabrowski,
2017). V ptitomnosti pfechodnych kov, jako je napiiklad Fe**, je HO, korvertovan na
hydroxylové radikdly (HO"), které jsou velmi reaktivni a mohou zpusobit poSkozeni
lipidd, proteinii a DNA (Dabrowski, 2017).

V mitochondriich dochazi k redukci molekuldrniho kysliku na vodu v procesu
oxidativni fosforylace. Cytochrom c oxidaza katalyzuje pfenos Ctyt elektronti na kyslik,
pfi¢emz dochazi k progresivni tvorb& ROS. Unik elektronii z mitochondrialniho
elektronového transportniho fetézce je zdrojem O™, ktery je posléze preménén na H>Oo,
HO® a peroxynitrit (ONOQO") (Vatansever et al., 2013). Mirné zvySeni hladin ROS
zpisobuje bunécnou proliferaci a preziti, avSak jakmile dosdhne hladina ROS urcité
urovné, dochazi k prekonani antioxidacni kapacity bunky, coz vede k bunééné smrti.

Normalni bunky maji schopnost tolerovat ur¢ité mnoZstvi exogennich ROS, nicméné



nadorové bunky tuto schopnost v diisledku jejich abnormalni metabolické aktivity nemaji.
U nadorovych bun¢k dochazi ke zméné redoxni dynamiky tak, ze netoleruji hladiny ROS
nad toxickym prahem (Soares et al., 2016). ZvySeni ROS v nddorovych builkach
pouzitim exogennich ROS modulyjicich 1é¢iv vede ke zvySeni ROS nad hladinu
toxického prahu, coz ma za nasledek bunécnou smrt. Nadorové buiiky jsou v porovnani
s normalnimi bunikami nachylnéjsi na exogenni ROS a jejich pteziti je tedy vice zavislé
na antioxidaéni aktivité (Trachootham et al., 2009). Terapeutické strategie vyuzivajici
ROS pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni jsou velmi slibné, protoze ROS zpiisobuji vetsi
poskozeni nadorovych bunék, nez téch nenadorovych (Pelicano et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno, vinova délka svétla pro efektivni aktivaci fotosensitizéru
vedouci k tvorbé ROS musi korespondovat s elektronovym absorpénim pasem dané
slouceniny. Penetra¢ni hloubka a efektivni dodéani svétla jsou dvé hlavni bariéry v aplikaci
PDT do hlubsich tkanich. Nasledna interakce svétla s tkani neprobiha jen procesem
absorpce, ale také rozptylu, pfechodu a odrazu (Obr. 4) (Szacilowski, 2005). Ideélni
fotosensitizér pro aplikaci do hlubSich tkani by mél mit absorpcéni pik v oblasti
630 az 700 nm (Hu et al., 2015). AvSak, vzhledem k tomu, Ze voda absorbuje v NIR
oblasti, a Ze energie se snizuje se zvySujici se vinovou délkou, nejvhodnéjsi oblast pro
penetraci hlubokymi tkdnémi je 700 az 1000 nm (Smith et al., 2009). Nicméné¢, svétlo

s nizkou energii (nad 850 nm) je méné efektivni pro tvorbu ROS kviili termélnim efektim

50-150 pm
1 mm

10 mm

Obr. 4 Svételné interakce s lidskou tkani



zpusobenych neradiativnim pfechodem (Dabrowski et al., 2016).

Jednou ztéchto terapeutickych strategii vyuzivajicich ROS je i PDT. Vhodny
fotosensitizér pro PDT musi mit pozadovanou c¢istotu, stabilitu, nizkou toxicitu, silnou
absorpci nejlépe v oblasti 630-850 nm, ale hlavné musi mit schopnost tvofit ROS
s vysokym vytézkem (Allison et al., 2004; Dabrowski et al., 2016). Taktéz je dulezité,
aby se fotosensitizér preferencné lokalizoval v mitochondriich nebo v endoplazmatickém
retikulu, kde jsou vzniklé ROS schopné¢ indukovat imunogenni bunéCnou smrt
(Krysko et al., 2012). Nejcastéji studovanymi fotosensitizéry jsou porfyriny, pro které je
typické silnd absorpce ve viditelné oblasti a velka schopnost tvorby ROS, zejména

singletniho kysliku (De Rosa a Crutchley, 2002; Dabrowski ef al., 2017).
1.1.3 Singletni kyslik

Molekularni kyslik mé4 dva nizko poloZené singletni excita¢ni stavy, 'Ag (95 kJ.mol ) a
13°57(158 kJ.mol!) nad tripletnim stavem (*3¢") (Obr. 2). Elektronova konfigurace téchto
stavil se lif pouze strukturou © antivazebnych orbitaldi. Pfechod z 'A, stavu do *Y," stavu
je spinové zakéazany, a proto ma Oz v A, stavu relativné dlouhou dobu Zivota. Na druhé
strang, druhy excitovany stav kysliku mé kratkou Zivotnost z divodu jeho spinové
povolenému piechodu do 'A,. Jakmile se 'O, dostane do singletniho excitovaného stavu,
dochazi k jeho deaktivaci do zékladniho stavu. Tento proces se nazyva zhaseni a miize
k nému dochéazet dvéma zpisoby. Prvnim zpisobem, fyzikdlnim zhaSenim, dochazi
k deaktivaci singletniho kysliku bez spotteby O nebo tvorby produkdu. Druhou cestou
je chemické zhaseni, kdy zhaSedlo reaguje se singletnim kyslikem, pfi¢emz vznikad novy
produkt (De Rosa a Crutchley, 2002).

Je zndmo, ze singletni kyslik mé schopnost oxidovat substraty, které nebyly nijak
ovlivnény kyslikem, ktery se nachazel ve své normalni energetické hlading. V singletnim
excitovaném stavu je tedy kyslik znac¢né elektrofilni. Zatimco molekuly v excitovaném
tripletnim stavu mohou podnécovat singletni kyslik, v mnoha ptipadech bylo prokazano,
ze jsou také jeho efektivnimi zhéasec€i. coz muze vést k fotodegradaci a fotovybélovani.
Fotodegradaci dochédzi k tomu, Ze singletni kyslik reaguje s materialem, ktery je
degradovan. Fotovybélovanim rozumime degradaci barviva singletnim kyslikem
(De Rosa a Crutchley, 2002).

Singletni kyslik je hlavnim prostfednikem v PDT. PDT vyvolana spotieba kysliku
zpusobuje téméei okamzitou anoxii ve velkych oblastech nddoru a za téchto podminek

fotosensitizér jiz negeneruje 'O». Dostupnost kysliku je tedy hladnim limitujicim



faktorem pro PDT. Pfi b&znych davkach energie (100 mW.cm™?), které jsou schvaleny
Aby nedoslo k anoxii, je nutné snizit davku energie pod 6 mW.cm™. Pii béznych davkach
energie je tedy PDT limitovand pouze na cévy a prvni vrstvu bunék okolo nich. Navic,
poskozeni endotelialni bun&ené integrity prostiednictvim 'O» podporuje cévni priisak
(Hackbarth, 2019). Nicméné, tento problém se nedavno podafilo piekonat pomoci
vaskularni PDT, kde fotosensitizér cirkuluje v cévach a vysoce selektivnim ozafenim jsou
poté zni¢eny cévy zasobujici nador (Azzouzi et al., 2015). Jsou-li anoxické podminky
rapidné vyvolany a udrzovany dlouhou dobu destrukci zasobnich cév nadoru, kyslikova
deplece mé potencial usmrtit vétSinu nadorovych bunék (Papandreou et al., 2005;
Azzouzi et al., 2015). Nicméné, pokud zistane inertni, byt’ jen minimalni frakce bun&k
(nddorové kmenové buiiky), dojde k indukci HIF (hypoxii indukovany faktor) komplexu,
ktery pomaha buitkdm piezit za nizkych O podminek (Li a Zhang, 2016). Spolu s indukci
HIF dojde i ke stimulaci VEGF (vaskularni endotelialni ristovy faktor), ktery podporuje
tvorbu cév, a transkripcniho faktoru NFk1 (NFxB a AP-1 (aktivatorovy protein 1)), ktery
ma mimo jiné i roli v onkogenezi (Senger ef al., 1983; Fujioka et al., 2004; Hackbarth et

al., 2019).



1.2 Selektivita PDT

Fotochemické reakce probihaji pouze v patologickych tkanich, a to v oblasti distribuce
fotosensitizéru, coz umoziuje selektivni destrukci (Vrouenraets et al., 2003). Dtiivodem,
pro¢ se fotosensitizér akumuluje v nadorovych buiikkach ve znaéné vyssi koncentraci
nez ve zdravych bunkach, je tendence fotosensitizéri vazat se na lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL) (Obr. 5). Ukolem t&chto proteintl je dodavat tkanim nezbytny cholesterol,
ktery je pak vyuzivan na tvorbu bunéénych membran béhem bunécného déleni.
Pro nadorové buriky je typické, ze maji vySsi mitotickou aktivitu nez bunky nenadorové,
a vykazuji tedy zvySeny piijem LDL lipoproteinti (Cruz et al., 2013). LDL lipoproteiny
tedy funguji jako transportéry fotosensitizéru do nadorovych tkdni. Zajimavosti je,
ze u patologickych tkani byla taktéz zjiSténa zvySend exprese LDL lipoproteinovych
receptord umisténych na povrchu bunék (Hamblin a Newman, 1994; Castano et al.,
2005b). Tento pfirozeny systém lze taktéz vyuzit pro zvySeni efektivity PDT
nekovalentnim navazanin fotosensitizéru na LDL pfed jeho aplikaci do téla pacienta

(Choromanska et al., 2013).

Fotosensitizér

2vysend
n
produkce ROS 2> Bunétnd smrt

Obr. 5 Mechanismus transportu fotosensitizéru do bunky pomoci LDL
(Kwiatkowsky et al., 2018)
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PDT vede k systémové protinadorové odpovédi i prostiednictvim napadeni
vaskularniho systému patologické tkané a imunitniho systému. PDT zptsobuje naruSeni
struktury nddoru a stimuluje tedy pfimou interakci mezi imunitnimi a nadorovymi
buitkami. Pfimé4 destrukce nadorové tkané vede k silné inflamacéni reakci a infiltraci
nadoru leukocyty. Fotoposkozeni membran vede k aktivaci fosfolipaz a poté
i cykloogynaz. Na zni¢eni nezddouci tkan¢ se tedy podili i lokélni akumulace
inflamatornich mediatorti jako jsou metabolity arachidonové kyseliny nebo produkty
lipidové hydrolyzy, spole¢né s uvolnénim CDAMs (molekularni vzory spojené
s bunécnou smrti) a DAMPs (molekuldrni vzory spojené s poskozenim) z patologické
tkané (Castano et al., 2006; Huang et al., 2008, Firczuk et al., 2010; Reginato et al., 2014).
Nédorové bunky, kterym se podaftilo uniknout pfimému uc¢inku PDT, mohou byt zni¢eny
nepiimym vlivem PDT na cévni systém nddoru. Reaktivni formy kysliku poSkozuji
vaskularni endotelidlni bunky a aktivuji tim koagulacni procesy, kdy dochézi k blokaci
cév prostiednictvim trombu. Vysledkem této cévni okluze je perzistentni hypoxie

patologické tkang, coz vede k bunééné smrti nadorovych bunék (Obr.6) (Krammer, 2001).

PDT
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tlustého streva
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%6 vaskularity
néddoru
autofagie nekréza
o
/ (o]

protilatky 1
sérové proteiny

CDAMs a DAMPs

akutni inflamatorni
odpovéd

[Q‘ 4y t“ agregace krevnich desticek

‘/ﬁ '\ zvySend permeabilita
"} N .3 extravazace leukocytii

Obr. 6 PDT vyvolané protinadorové efekty (Firczuk et al., 2010)
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1.2.1 Prijem a lokalizace fotosensitizéri v nadorovych bunkach
Urceni intracelularni lokalizace fotosensitizéru je velmi dulezité z divodu vyvoje téchto
latek a nasledného zlepseni terapeutického ucinku (Luksiene, 2003).

Klinicky akceptovany Photofrin, ktery patii do prvni generace fotosensitizérii, ma
nekolik absorpénich pikii. Bohuzel, dostatecna penetrace tkan¢ je dosazena pii pouziti
zafeni o vlnové délce 630 az 635 nm, coz je oblast, ve které ma Photofrin nejslabsi
absorpci. Navic, fotosensitizéry porfyrinového typu, jako pravé Photofrin, maji tendenci
se akumulovat v kiizi pacienta a jen velmi pomalu se z ni uvoliluji, coz zptsobuje
dlouhotrvajici kozni fotosensitivitu, a tedy 1 nepiijemnosti pro pacienta, ktery se musi
vyhybat ptimému paprsku svétla po dobu az Sesti tydnti (Sibata et al., 2001). Navic, diky
porfyrinovym slozkdm (Obr. 7) mé Photofrin odliSnou lipofilni aktivitu, a tedy i1 odliSnou
intracelularni lokalizaci (Luksiene, 2003).

Fotosensitizéry druhé generace, kam patii naptiklad ftalocyaniny (Obr. 7),
se vyznacuji hydrofilni povahou. Jsou to €istéjsi slouCeniny, 1ze je aktivovat svétlem,
které pronika hloub&ji do tkdni a jejich intracelularni lokalizaci 1ze jednoduseji
identifikovat. Jedna se pfedevsim o mitochondrie, lysozomy, plazmatickou membranu a
endoplazmatické retikulum (Luksiene, 2003). Taktéz jejich vylouceni z nepostizené tkané
je daleko rychlejsi, nez u porfyrinti (Freitas a Hamblin, 2016). Nicméné, je to lipofilni
aktivita a agregacni stupeil fotosensitizéru, co determinuje akumulac¢ni schopnost a
lokalizacni specifitu v nddorovych buiikach (Kalka ez al., 2000). Po intraven6znim podéani
hydrofobnich fotosensitizéri dochazi k navazani téchto latek na lipoproteiny
(LDL, ptipadné¢ HDL-lipoproteiny s vysokou hustotou), které jsou nasledné
transportovany krvi k patologické tkani. Do jist¢ miry je selektivita fotosensitizért

k patologické tkani zvySovana s lipofilnim charakterem fotosensitizéru (Berg et al., 1989).

N
\ NH N=
"\ Va
N HN
N

porfyrin ftalocyanin

Obr. 7 Struktura porfyrinu a ftalocyaninu (Ormond a Freeman, 2013)
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Na nadorové buiiky, které se vyznacuji vysokym poctem LDL membranovych receptord,
se navaze LDL (ptipadné HDL) spolu s fotosensitizérem a nasleduje receptorem
zprostiedkovana endocytoza (Jori et al., 1984) (Obr. 5). S piichodem molekul
fotosensitizéru do bun¢k dochézi k jejich akumulaci v lipofilnich kompartmentech jako
je plazmatickd membrana, dale membrany mitochondrii, jadra, endoplazmatického
retikula ¢i lysozomu. Avsak, existuji i jiné faktory, které zvysuji piijem fotosensitizéru
patologickou tkani. Mezi tyto faktory patii naptiklad niz$i pH nadora, které je spojeno
s jejich nedostatecnym zéasobovanim kyslikem a vysokou glykolytickou aktivitou
(Luksiene, 2003). Po intraven6znim podani hydrofilnich fotosensitizéra jsou tyto latky
neseny albuminy a jinymi sérovymi proteiny (Kessel et al., 1987). Tyto fotosensitizéry
se preferencné akumuluji v mezibunééném prostoru a vaskularni strom¢ naddorové tkéné.
Vzhledem k jejich hydrofilni povaze je Sance, ze dojde k diftizi pfes plazmatickou
membranu do cytoplazmy mala (Luksiene, 2003).

Obecng, hydrofobni fotosensitizéry zpisobuji usmrceni nddorovych bunék ptimou
interakci, kdezto hydrofilni fotosensitizéry zpisobuji bunéfnou smrt téchto bunck
prostfednictvim poSkozeni cévniho zédsobeni, a tedy i pterusenim dodavky kysliku a
jinych dilezitych nutri¢nich latek (Luksiene, 2003).

1.3 Poskozeni bunék po ozareni

Jelikoz je distribuce singletniho kysliku z mista jeho tvorby limitovana, mista bunééného
poSkozeni po ozafeni jsou blizce spjata s lokalizaci fotosensitizéru. Obecné nemaji
fotosensitizéry tendeci akumulovat se v bunééném jadre, a proto tedy nemaji potencial

poskozovat DNA ¢i zplisobovat mutace a néslednou karcinogenezi (Luksiene, 2003).

1.3.1 Poskozeni plazmatické membrany

U bunéénych membran, jako je plazmatickd membrana, mitochondrialni,
lysozomalni a jaderna, dochazi k vaznému poskozeni prostfednictvim oxidace
cholesterolu a rezidui nenasycenych mastnych kyselin
(Geze et al., 1993; Geiger et al., 1995). PoSkozeni plazmatické membrany muze byt
po ozatfeni dané¢ho fotosensitizéru pozorovano jiz prvnich par minut po vystaveni zareni
o specifické vlnové délce. Tento typ poskozeni je vyznaCovan zejména bobtnaténim
membrany a posléze 1 uvoliovanim vezikul obsahujicich signalni enzymy plazmatické
membrany a lysozomalni enzymy. Dale se jednd o sniZeni aktivniho transportu, zvyseni
hladin Ca**, depolarizaci plazmatické membrany a inhibici aktivit enzym@ plazmatické

membrany jako je naptiklad ATPasa (Kalka ef al., 2000).
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Oxidativni poSkozeni proteinii membranového transportu vyvolava rapidni
naruseni iontové homeostazy Na?*, Ca?*, K* a dalich, zatimco membranova integrita je
v daném okamziku stale zachovana. Uvolnéni téchto fyziologicky aktivnich ionti je
spojeno s okamzitou indukci akutni inflamatorni reakce. Naruseni bunécnych membran
zpusobuje uvolnéni fosfolipidi, zvysi se hladiny Ca** a dochézi k aktivaci fosfolipazy As,
kterda degraduje fosfolipidy na volné mastné kyseliny, ale také vyvolava uvolnéni
arachidonové kyseliny, ktera je 5-lipooxygendsou konvertovana na leukotrieny a hydroxy
kyseliny a cyklooxygenasou na tromboxany a prostaglandiny, které iniciuji akutni
inflamatorni reakci. Dale dochazi k tvorbé superoxidovych radikali prosttednictvim
proteinkindzy C a ke kondenzaci chromatinu v okoli jadra. Taktéz dochazi k aktivaci
endonukledz, jejichz tkolem je DNA fragmentace. Ca®" ionty funguji jako signaly,
které jsou zodpoveédné za iniciaci PDT  zprosttedkované apoptozy
(Oleinick, 1998; Godar, 1999). Prostfednictvim Ca®" a tromboxanti dochazi k tvorbé
intravaskularniho trombu, a to rozlozenim protrombinu na fragmenty trombinu, ale také
nastava uvolnéni von Willebrandového faktoru, coz je adhezivni glykoprotein, ktery je
syntetizovan endotelidlnimi buiikami v reakci na poranéné cévni stény. Zastaveni proudu
krve v dané oblasti mé za nasledek lokalni hypoxii a iniciaci nekrotickych procest kviili

nutrien¢nim nedostatku (Foster et al., 1991; Luksiene, 2003).

1.3.2 Poskozeni lysozomi

Lysozomy jsou membranové organely vznikajici z hladkého endoplazmatického retikula
¢1 Golgiho aparatu. Tyto organely obsahuji kyselé hydroldzy slouZici k rozkladu extra
1intracelularniho materidlu. Endocytické dopraveni hydrofobnich fotosensitizéri
(prvni generace fotosensitizérti, napiiklad Photofrin) zptsobuje interakci s lysozomalni
membranou béhem lysozomalni degradace lipoproteinového nosice (LDL)
(Geze et al., 1993). Vyznamnou roli zde hraji i SLC transportéry, které predstavuji
transportni systém do lysozomil pro rozpustné latky (Bissa ef al., 2016). AvSak vlivem
intracelularniho lipidového transportu ¢i metabolismu mize dochazet k preneseni
fotosensitizéru z membrany lysozomt na jiné bunéné membrany ¢i organely, jako je
napiiklad endoplazmatické retikulum, mitochondrie ¢i plazmatickd membrana. Je to
zpusob, jakym se bunécny metabolismus snazi chranit lysozomy pied fotochemickym
poskozenim (Geze et al., 1993). Destabilizace lysozomdlni membrany totiz vede
k uvolnéni lysozomalnich hydroldz jak do intracelularniho prostoru, kde zpiisobuje

bunécnou smrt, tak i do extracelularniho prostoru, kde navic dochazi k inflamatorni
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odpovédi (Miller et al., 1983). Zarovei jakykoliv jiny bunéény cil fotosensitizéru, ktery
zpusobuje bunéénou smrt, nakonec vede k uvolnéni lysozomalnich enzymii po bunééné
lyzi (Geze et al., 1993).

V ramci PDT maze dochézet k bunécné smrti prostiednictvim autofagie, kterd je
zprosttedkovana pravé lysozomy. Respektive dochézi k aktivaci SLC38A9
transmembranového proteinu na lysozomdlni membrané, coz vede k tvorbé komplexu
s mMTORC1na lysozomalnim povrchu, a tedy i k iniciaci autofagie (Bissa et al., 2016).

Bylo zjisténo, ze pii pouziti ftalocyaninu 4 v kombinaci s PDT, ktery se primarné
akumuluje v mitochondriich, dochazi k ucasti lysozomu na bunécné smrti. Zejména zde
ma roli chelatovatelné Fe, jehoz zdroj se nachazi pravé v lysozomech (Saggu et al., 2012).
Chetatovatelné Fe, ale naptiklad 1 Cu, tvofi vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (OH")
z H>0», ale také superoxidovy radikal (O>™) (Kehrer, 2000). Jakmile se chelatovatelné Fe
dostane do cytosolu, je rapidné pohlceno vapenatym transportérem mitochondrii
(Uchiyama et al., 2008). Uvnitt mitochondrii pak dochézi k toxickym ROS kaskadam
(Saggu et al., 2012).

1.3.3 Poskozeni mitochondrii
Mitochondrie jsou doumembranové organely a hraji dalezitou roli v tvorbé¢ bunécné
energie, Ca>* homeostéazy, redoxni signalni drahy a regulaci apoptdzy. Maji sviij vlastni
geneticky material, mitochondridlni DNA, coZ jim umoziuje nezavislou replikaci. Taktéz
jsou povazovany za organely, ve kterych se akumuluji fotosensitizéry béhem PDT
(Wen et al., 2013).

V disledku  onkologickych  signdli  dochdzi v mitochondriich  bunék
k metabolickému reprogramovani. V nadorovych buiikkach se mitochondrie stavaji
disfunk¢énimi, coz je pozorovano zménou zpusobu tvorby energie (ATP) z oxidativni
fosforylace na tvorbu energie prostfednictvim glykolyzy, ale také zvySenim tvorby ROS.
ZvySeni aerobni glykolyzy v nadorovych buiikéch je znamo pod pojmem Warburgiv
efekt. K tvorbé ROS dochazi pii elektronovém transportu skrze mitochondridlni dychaci
fetézec, ktery je esencidlni pravé pro oxidativni fosforylaci. Elektrony, které unikaji
z dychaciho komplexu mohou reagovat s molekuldrnim kyslikem, coZz vede k produkci
superoxidu. ATP a redoxni rovnovéha jsou dileZité pro bunécnou Zivotnost a proliferaci,
mitochondrialni disfunkce tedy zplsobuje obrovské zmény v metabolismu bunécné
energie a tvorbé ROS. Navic jsou tyto metabolické zmény spojeny se zvysSenou regulaci

NAD(P)H oxidazy (Wen et al., 2013). Jelikoz nadorové bunky vykazuji rizny stupen
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Obr. 8 Jeden z moznych mechanismi PDT indukované apoptdzy. PDT zptisobuje produkci ROS,
coz vede k otevirani porit mitochondridlnich membran. Nasledné dochazi k osmotickému piijmu
vody mitochondrialni matrix, ktera zacne bobtnat. Nasledkem toho se poskodi wnéjsi
mitochondriadlni membrana a dojde k uvolnéni pro—apoptotickych proteint jako je cytochrom c,
AIF nebo prokaspazy (Plaetzer et al., 2002).

mitochondrialni  disfunkce prostfednictvim zvySené tvorby ROS, zvySené¢ho

membranového potencialu a pozménéného energetického metabolismu, 1ze tyto zmény
vyuzit ke zlepSeni terapeutické selektivity PDT zacilenim fotosensitizéru na mitochondrie
(Trachootham et al., 2009).

Zvysenim hladin ROS dochdzi k naruseni mitochondridlniho péru ptrechodné
(MPTP), vede k okamzitému kolapsu mitochondridlniho

propustnosti coZ

membranového potencidlu. Spole¢né s mitochondridlnim membranovym potencidlem
dochazi kuvolnéni apoptotickych faktorti (napiiklad cytochrom c), které spoustéji
apoptotickou kaskadu vedouci k bunécné smrti, a to prostiednictvim aktivace kaspaz
v cytosolu, nebo aktivaci AIF v jadie (Obr. 8) (Lemasters ef al., 1998). Zvysené mnozstvi
ROS u nadorovych bunék, které maji disfunkéni mitochondrie zplisobuje, Ze jsou tyto
buiiky daleko citlivéjsi na oxidativni stres, neZ nenddorové builky s pfirozené nizsi
hladinou ROS (Trachootham et al., 2009).

Mitofagie je specializovand forma autofagie, ve které jsou poskozené
mitochondrie

¢i disfunkéni rozpoznany autofagickym komplexem a nésledné

degradovéany lysozomem. Poskozené mitochondrie jsou obecné ty, které nejsou schopny
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tvotit ATP prostfednictvim oxidativni fosforylace v disledku zvySeného membranového
potencidlu. Dochazi ke zvySené akumulaci ROS, coz vede kbunéné smrti
(Sorrentino et al., 2018). Mitochondrie tvoii vysoce dynamickou sit’, a proto musi byt
tyto disfunk¢éni organely separovany od téch funkc¢nich v procesu mitofagie. Regulace
proteind, které jsou zahrnuty v mitofagickém procesu, je u naddorovych bunék narusena
(Vara-Perez et al., 2019). Stejn¢ tak je narusen i metabolismus nddorovych bunék, ktery
musi spliiovat tfi hlavni potteby rychle se dé€licich bunék, a to rychlou tvorbu ATP,
dostatek metabolickych prekurzorii pro rychlou biosyntézu makromolekul a udrzovani
pozadovaného redoxniho stavu (Cairns et al., 2011). Autofagie je zptsob, jakym si
nadorova builkka napomaha udrzovat své metabolické potieby, a to prostfednictvim
degradace uhlohydratii, proteind, lipidi ¢i nukleotidii. Touto cestou ziskavd nadorova
buiika esencidlni komponenty pro uhlikovy metabolismus (Kimmelman a White, 2017).
Mitofagii taktéz dochazi k redukci mitochondridlni hmoty, a tedy i ke snizeni bunééné
potieby kysliku, coz vede k pieziti v podminkéach hypoxie (Semenza, 2018). Mitofagie je
tedy zpasob, jakym se nddorovd bunka brani protinddorové  1écbe
(naptiklad chemo/radio terapie ¢i PDT), coz potvrzuje i fakt, ze nddorové bunky, které
jsou rezistentni na protinddorovu terapii, vykazuji vyS$$i hladiny mitofagie
(Villa et al., 2017).

Modulace procesu mitofagie b&hem chemoterapeutické 1écby pfispiva
k ptekonéni rezistence nadorovych bunék, ale také zmirniuje vedlejsi ucinky zplsobeny

1é€bou ¢1 samotnou rakovinou (Vara-Perez ef al., 2019).

1.3.4 PoSkozeni Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula

Fotosensitizéry tfeti a posledni generace, jako jsou napiiklad Padeliporfin a Redaporfin,
patii do skupiny bakteriochlorinii a maji lepsi schopnost absorpce svétla (740-780 nm),
penetrace tkani a tvorby reaktivnich forem kysliku (Arnaut et al., 2014). Z téchto dvou
latek je Redaporfin stabilngjsi, a byl shledan velmi efektivnim u 1é€by imunokompetentni
mysi s podkoznimi nddory s GspéSnosti az 85 %. Protinadorovy uc¢inek Redaporfinu je
¢astecné piipisovan imunitnimu systému, jelikoz byla efektivita této 1€cby drasticky
sniZzena u imunodeficientni mysi (Rocha et al., 2015; Pucelin et al., 2016). Buné¢né smrt
prostfednictvim imunitniho systému vyvolana PDT je zprostfedkovana drdhou zahrnujici
endoplazmatické  retikulum, respektive zde dochazi k fosforylaci elF2a
(eukaryoticky translacni faktor 2-a) kindzou endoplazmatického retikula EIF2AK3

(kinaza 3 eukaryotického translacniho faktoru 2-a) a k odhaleni kalreticulinu na povrchu
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bunky (Galluzzi et al., 2012; Garg et al., 2012, Garg et al., 2016; Rufo et al., 2017).

Praveé Redaporfin se specificky akumuluje nejvice v endoplazmatickém retikulu a
v Golgiho aparatu. Po ozafeni Redaporfinu dochéazi k jeho aktivaci a selektivnimu
poskozeni danych bunécnych organel a nasledné k bunéné smrti drdhou, ktera je
nezavisla na mitochondridlni cest¢ vedouci k apoptéze. Po fotoaktivaci zplisobuje
Redaporfin selektivni ubytek specifickych proteini endoplazmatického retikula a
Golgiho aparatu, ale nema vliv na aktinovy cytoskelet ¢i mitochondrialni proteiny. Spolu
s ubytkem proteinti u téchto bunécnych organel dochazi také k naruseni jejich funkce, coz
vede kireverzibilni inhibici sekrece proteinii prostiednictvim Golgiho aparatu
(Gomes da Silva et al., 2018).

Endoplazmatické retikulum je bunéénym mistem skladovani Ca?" a syntézy,
sbalovani a maturace vétSiny sekretovanych a transmembranovych proteint.
Fyziologické ¢i patologické procesy, které narusuji sbaleni proteinii zptisobuji stres a
aktivuji  signalizacni drdhu UPR  (signalni drdha nesbalenych proteint)
(Ron a Walter, 2007). Tato komplexni bunécnad odpovéd’ je zprostfedkovéana tfemi
molekulami, a to EIF2AK3, ATF6 (aktivovany transkripéni faktor 6) a IREl
(Inositol vyzadujici enzym 1) (Schroder a Kaufman, 2005). Domény EIF2AK3, ATF6 a
IRE1 interaguji s chaperonem GRP78 (glukosou regulovany protein 78), ktery
po akumulaci nesbalenych proteint disociuje od téchto tif molekul, coZ zpusobuje jejich
aktivaci (Malhotra a Kaufman, 2007).

Po aplikaci PDT s Redaporfinem doslo u endoplazmatického retikula
k fosforylaci  elF2a, ktera byla prekvapivé  zprosttedkovana  EIF2AKI1
(kinaza 1 eukaryotického transla¢niho faktoru 2-a) a ne EIF2AK3, jako je tomu u jinych
fotosensitizéra, které se akumuluji v endoplazmatickém retikulu
(naptiklad Hypericin, fotosensitizér druhé generace) (Gomes da Silva et al.,2018).
Fosforylaci elF2a dochézi k redukei translace a hromadéni proteinti v endoplazmatickém
retikulu (Harding et al., 2000; Jiang a Wek, 2005). Dale dochazi k jaderné translokaci
ATF6 a aktivaci IRE1-XBP1 (X-box vazajici protein 1). Jakmile je ATF6 uvolnéno
od GRP78, dochazi k jejimu Stépeni v Golgiho aparatu, kde se uvolnuje transkripéné
aktivni fragment, ktery je translokovan do jadra (Haze et al., 1999). Tento fragment
spolupracuje s XBP1 proteinem a indukuje expresi genii kodujici proteinové chaperony
a  komponenty degradatni  drdhy  endoplazmatického retikula (ERAD)
(Yamamoto et al., 2007, Wu et al., 2007). Akumulaci nesbalenych proteinti

v endoplazmatickém retikulu dojde k aktivaci transmembranové protein kinazy
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endoplazmatického retikula IRE1, dojde k jeji oligomerizaci a poté transautofosforylaci
kindzové domény IREI. Transautofosforylaci kindzové domény ziskava IREI]
endoribonukleazovou aktivitu, ktera §t€épi mRNA transkripéniho faktoru XBP1. Nésledné
dochazi kligaci mRNA XBP1 necharakterizovanou RNA ligazou a posléze je
produkovan sestiizeny XBP1 protein (Calfon et al., 2002). Tento XBP1 protein funguje
jako wvysoce aktivni transkripéni faktor, ktery reguluje sbalovaci kapacitu
endoplazmatického retikula (Lee et al., 2003). V konecném dusledku dochézi k aktivaci
signalizacni drahy UPR s cilem udrzeni funkce endoplazmatického retikula, a tedy
1 bunécné funkce (Ron a Walter, 2007).

Obdobna pozorovani byla spojena i s riznymi 1é¢ivy, které vyvolavaji bunéénou
smrt pomoci imunitniho systému, coz posiluje trvzeni, ze fosforylace elF2a je dulezitym
znakem bunééné smrti zprostiedkované imunitnim systémem v kombinaci s PDT
(Bezu et al., 2018). K dal$im takovym znakim, které byly detekovany v odpovédi na
PDT s Redaporfinem, patii i vystaveni kalretikulinu na povrchu buiiky ¢i sekrece ATP
(Gomes da Silva et al., 2018).

Fototoxicky efekt Redaporfinu vykazuje urcitou hierarchii narusSeni organel,
ve které  endoplazmatické retikulum s Golgiho aparatem funguji nezévisle
na mitochondriich. NaruSeni endoplazmatického retikula a/nebo Golgiho aparatu je
ireverzibilni a dostate¢né pro usmrceni bun€k, a to nejspiSe narusenim bunécného
transportniho systému a dynamiky Golgiho aparatu
(Jollivet et al., 2007; Guizzunti a Seemann, 2016). PoSkozeni Golgiho aparatu
prostfednictvim PDT s Redaporfinem se vyznacuje zejména sraZenim, ale pii pouziti
jinych fotosensitizéri muZe dochdzet 1k vakuolizaci a disperzi. Dale dochazi
k zablokovani  anterogradniho  transportniho  systému  sekreCnich  proteinti
z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu (Gomes da Silva et al., 2018). Golgiho
aparat  obsahuje anti-apoptotické  proteiny jako je napiiklad GAAP
(Golgiho anti-apoptoticky protein), ktery se chova jako iontovy kanal a ovliviluje
homeostazu Ca*" ionthi (Carrara et al., 2015). Teoreticky by zmizeni tohoto proteinu mélo
zpisobit apoptozu, avSak PDT zplsobuje spiSe obecné naruseni proteinli
endoplazmatického retikula ¢1 Golgiho aparatu. Nicmeéné, ireverzibilni inaktivace téchto

organel zplsobuje bunécnou smrt riznymi drdhami (Gomes da Silva et al., 2018).
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1.4 Charakterizace fotosensitizéru TMPyP

(5,10,15,20-Tetrakis (1-methyl-4—pyridinio) porfyrin tetra (p—toluensulfonat)) (TMPyP)
patii do skupiny hydrofilnich kationtovych porfyrinii se silnou afinitou k DNA.
TMPyP (Obr. 9) vykazuje absorpcni koeficient v oblasti modrého svétla a ma potencial
k tvorbé vysokého mnozstvi ROS, ale pfedevSim singletniho kysliku. Diky témto
vlastnostem je velmi slibnym fotosensitizérem v aplikaci PDT
(Garcia-Sampedro et al., 2019).

Porfyriny jsou aromatické makrocykly odvozené z porfinii. Tyto tetrapyrolové
organické pigmenty maji roli v mnoha riznych biologickych procesech, naptiklad hem
nebo chlorofyl ma porfyrinovou strukturu (Senge a Davis, 2010). Pro fotochemickou
reakci a elektronovy transport jsou dilezité pravé Ctyfi pyrolové kruhy spojené Ctyfmi
methioninovymi mustky (Garcia-Sampedro et al., 2019). Vétsina klinicky schvalenych
fotosensitizéri pro biomedicinské aplikace jsou pravé porfyriny a jejich derivaty
(Senge a Davis, 2010). Porfyriny maji schopnost emitovat ¢ervenou fluorescenci, ¢ehoz
se vyuziva v chirurgii k vyznaceni hranic nddoru (Nagaya et al., 2017).

Ve vodném roztoku ma TMPyP hned né¢kolik absorpénich pikd, avSak ten

nejsiln€jsi z nich se nachazi v modré oblasti viditelné¢ho spektra a nazyva se Soretiiv pas,

CH
NS

N
CH;,

TMPyP

Obr. 9 Struktura fotosensitizéru TMPyP (Gong et al., 2012)
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nebo také B pas (Amax =424 nm). Navic, pfi delSich vinovych délkach obsahuje absorpéni
spektrum tohoto fotosensitizéru dalsi Ctyfi pasy (Q pasy), které reprezentuji malé
absorp¢ni piky v zelené a Cervené oblasti viditelného spektra (konkrétné se jedna o oblast
518, 554, 585 a 630 nm) (Garcia-Sampedro et al., 2019). Fotosensitizér TMPyP lze
aktivovat modrym svétlem, pokud se jednd o povrchové 1éze nebo antimikrobidlni
aplikace, ale 1 cervenym svétlem, pokud se jednd o 1éze, které jsou hluboko v tkanich.
Kazdopadné, zvoleny svételny zdroj by mél poskytnout excitacni vinovou délku
korespondujici s maximalnim absorpcnim pikem fotosensitizéru k zajisténi optimalni
tvorby ROS. TMPyP je taktéz charakterizovan vysokym kvantovym vytézkem v roztoku
fosfatového pufru. Fluorescencni emise tohoto fotosensitizéru je ve vodném roztoku

charakterizovana mezi 649-655 nm a 715-720 nm (Garcia-Sampedro ef al., 2019).
1.4.1 Lokalizace a relokalizace TMPyP

Intracelularni lokalizace fotosensitizéru je dulezit4, protofe na ni zavisi,
jakou signaliza¢ni drahou probéhne bunééna smrt (Agostinis et al. 2004; Cenklova, 2017).
PDT muze totiz indukovat buné¢nou smrt prostiednictvim apoptdzy, autofagie, mitotické
katastrofy a nekrozy. Jaky typ bunééné smrti probéhne zalezi na mnoha parametrech,
mezi nimiz je napiiklad chemickd povaha fotosensitizéru, intracelularni lokalizace,
bunécny genotyp a ddvka PDT (koncentrace fotosensitizéru, svételna davka, nebo jejich
kombinace) (Garcia-Sampedro ef al., 2019).

Bylo prokéazéano, Ze fotosensitizér TMPyP se do buiiky dostavd endocytézou a
pfed ozafenim se vyskytuje zejména v lysozomech, pouze minimalni frakce byla
detekovana v jadie, avSak po svételné aktivaci dochazi k lysozomalni lyzi vlivem
zvySeného mnozstvi ROS a TMPyP se relokalizuje do jadra, kde se diky své kationtové
povaze vaze na aniontovou DNA (Patito et al., 2001). Pti velmi vysokych koncentracich
se TMPyP vaze na DNA v jadfe, coz mlize byt problém (Tada-Oikawa et al. 2009). Tato
lokalizace totiZ nemusi vzdy vést k buné¢né smrti, namisto toho dochazi v jadie k tvorbé
mutaci, které¢ nasledn¢ vedou ke karcinogenezi u ptezivSich bun¢k (Moan et al., 1989).
I ptesto ma TMPyP v porovnani s jinym léCebnym pristupem
(naptiklad rentgenové zateni) daleko nizsi potencial poskodit DNA a zptisobit tak mutace
vedouci ke karcinogenezi. K relokalizaci do jadra i do jadérka dochdzi u tohoto
fotosensitizéru az po jeho aktivaci ozafenim, kdy dochézi k fotopoSkozeni lysozomil
vlivem ROS. Obsah lysozomi je nasledn¢ spolecné s fotosensitizéry uvolnén

do cytoplazmy (Patito ef al., 2001; Zapletalova et al., 2016).
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Intracelularni lokalizace fotosensitizérti je obecné spojena s mechanismem,
kterym jsou tyto latky pohlceny buiikou, a taktéz determinuje subcelularni domény
fotopoSkozeni (Moan et al., 1989). VétSina fotosensitizérit ma molekularni hmotnost
600 az 1000 Da a jejich subcelularni distribuce je vysoce zavisla na jejich chemické
struktute (Garcia-Sampedro ef al., 2019).

Protinddorové ucinky TMPyP casteéné zavisi na schopnosti tvofit ROS
po svételné aktivaci. Tim dochazi k intracelularnim zménam klicovych komponent, jako
je  cytoskelet nebo  vnékterych  pfipadech DNA  oxidace a  dalsi
(Garcia-Sampedro et al., 2019). Za fotoposkozeni DNA, respektive modifikaci guanint,
je zodpovédny generovany singletni kyslik. Tento efekt je ale zavisly na déavce
fotosensitizéru TMPyP a objevuje se spiSe u jednovldknové DNA nez u dvouvlaknové
(Tada-Oikawa et al. 2009). TMPyP svou vazbou k tubulinu také pozménuje dynamiku
cytoskeletu, coz zpusobuje disorganizaci mikrotubuli a  depolymerizaci
(Juarranz et al., 2001).

Aktivaci TMPyP dochazi taktéz k produkci singletniho kysliku, ktery je
zodpovédny jak za bunécné poskozeni, tak za oxidativni stres (Weishaupt et al., 1976).
Je znamo né€kolik proteint, které jsou translokovany do jadra béhem oxidativniho stresu,
kde se podileji na tvorbé volnych radikali (Curry a Levy, 1993). Tato tfida proteind je
s velkou pravdépodobnosti zodpovédna za translokaci fotosensitizéru do jadra béhem
PDT (Patito et al., 2001). ZvySena exprese byla béhem PDT detekovana zejména
u proteinu teplotniho Soku (naptiklad Hsp-70) a u proteinti regulovanych glukézou (GRP).
U téchto proteinli byl béhem PDT zaznamendn masivni transport z cytoplazmy do jadra
zpusobeny oxidativnim stresem (Curry et al., 1993; Gomer et al., 1996).

Nenadorové bunky vykazuji sniZzenou schopnost akumulovat porfyrinové
slouCeniny ve srovnani s nadorovymi bunikami (Pizova et al., 2015). Mize to byt
dasledek pomalejsiho metabolismu nenadorovych buné¢k, ktery vede k redukovanému
piijmu fotosensitizéru, a tedy 1 k nizsi produkci ROS po fotoaktivaci (Tita a Perussi, 2001).

V jedné zprvnich publikovanych in vivo PDT studii byl TMPyP aplikovan
intravenézné v koncentraci 2.1 mg.kg! do Balb/c (Bagg a Albino my$) mysi s MS-2
fibrosarkomem. Analyzou tkanové biodistribuce bylo zjisténo, ze TMPyP se preferencné
akumuluje v nddorové tkani ve srovnani s nenadorovou, az na jaterni a slezinni bunky.
Koncentrace tohoto fotosensitizéru byla 24-48 h po aplikaci minimalni. Kze a svalova
tkan vykazovaly jen velmi nizké koncentrace TMPyP prvni hodinu po intraven6zni

aplikaci. Zadné stopy tohoto fotosensitizéru nebyly detekovany v mozkové tkani,
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coz podporuje mySlenku, ze TMPyP neptfechdzi pfes hematoencefalickou bariéru
(Villanueva a Jori, 1993).

1.5 PDT indukovana bunécna smrt

U fotodynamické terapie bylo prokdzano, ze efektivn¢ indukuje apoptdzu v rtiznych
modelovych systémech, a to ve spolupraci s ROS, které pfimo poskozuji klicovou
organelu pro regulaci bunééné smrti, mitochondrie. Typ bunééné smrti, ktery nastane
po ozaieni fotosensitizéru, ovlivituje odpovéd imunitniho systému, a tedy i efektivitu
1é¢by. Apoptdza i nekrdéza maji vliv na aktivitu a specifickou odpoveéd’ riiznych typt
bun¢k zahrnutych v potencialni protinadorové odpovédi imunitniho systému. Vysledny
typ bunécné smrti mize byt pozménén vhodnou kombinaci slozek této terapie, coz vede
k pozadovanému poméru apoptézy a nekrozy, ktery je nejvyhodnéjsi pro kompletni

zni¢eni nadoru (Plaetzer et al., 2002).

1.5.1 Role Bcl-2 rodiny a MAPK v odpovédi na PDT

V sav¢ich buiikdch méa Bcl-2 rodina proteint (Obr. 10) nejméné dvacet ¢lenti a vSichni
sdileji nejméné jednu konzervovanou doménu. Tato rodina proteini je rozdélena do dvou
podskupin obsahujicich proteiny, které bud’ inhibuji nebo zprostfedkovavaji apoptozu.
Tato rodina zahrnuje ¢tyfi anti—apoptotické proteiny (Bcl-2, Bel-Xi, Bel-w, A1 a Mcl-1)
a dvé skupiny pro-apoptotickych  proteind, rodiny Bax a BH3
(Oltvai et al., 1993; Cory a Adams, 2002). Pro-apoptotické proteiny jsou dale déleny na
ty, které oligomerizuji a permeabilizuji vnéj$i mitochondridlni membranu (Bax a Bak) a
poté na ty, které zprosttedkovavaji apoptozu skrze aktivaci Bax a Bak nebo inhibici
anti-apoptotickych proteint (zde patfi Bid, Bim, Bad a Noxa). Anti-apoptotické proteiny
maji potencidl inhibovat apoptézu v odpoveédi na mnoho, ale ne vSechny cytotoxické
podnéty (Mroz et al., 2011; Shamas-Din et al., 2013). Sdm Bcl-2 a n¢kolik dalSich
anti—apoptotickych molekul asociuji s vnéj$i mitochondridlni membranou a s membranou
endoplazmatického retikula ¢i jadra a udrzuji jejich integritu. Mohou tak pfedchazet
uvolnéni cytochromu ¢ a néasledné aktivaci kaspazy 9. NejspiSe také reguluji aktivaci
nékolika dalSich kaspdz, a to nezavisle na mitochondridlnim poskozeni
(Cory a Adams, 2002).

Proteiny patfici do této rodiny vykazuji sekvenéni homologii k prvnimu ¢lenu
Bcl-2 rodiny (Bcl-2) nejméné v jednom ze ¢tyf BH (Bcl-2 homolognich) regiond.
VSechny anti-apoptotické proteiny, stejné jako i pro-apoptotické Bax, Bak a Bid, maji

nckolik BH regiont a jsou evoluéné piibuzné, kdeZto proteiny patfici do BH3 skupiny
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obsahuji pouze BH3 region a jsou evolucné vzdalené od multiregionovych proteinil.
VétSina proteinli z Bel-2 rodiny obsahuje region vazajici se na membranu (MBR)
na jejich C konci ve formé kotvy, sekvence cilici na mitochondrie nebo jako hydrofobni
aminokyselinovou sekvenci, kterd umoznuje vazbu a lokalizaci téchto proteinil na vnéjsi
mitochondrialni membrané nebo na membran¢ endoplazmatického retikula
(Shamas-Din et al., 2013).

Je znamo, ze PDT zpisobuje fotoposkozeni Bcl-2 a dalsich anti-apoptotickych
proteinli, zatimco aktivuje pro—apoptotické cleny rodiny. ZvySuje se tak pomér
pro—apoptotického proteinu Bax k anti-apoptotickému Bcl-2 (Kim et al., 1999). Proteiny
z BH3 pro-apoptotické rodiny funguji jako tzv. senzory poskozeni a seskupuji
antagonisty anti-apoptotickych proteind. Jsou to spoustéce, které detekuji rizné
intracelularni vyvojové vady nebo poSkozeni. Ve zdravych builkach dochéazi k jejich
sekvestraci cytoskeletem, aby nedoslo k jejich ndhodné aktivaci. Proteiny z Bax rodiny
maji roli vnasledné signalizaéni draze, pravdépodobné v naruseni mitochondrii
(Mroz et al., 2011). Behem apoptdézy dochéazi k oligomerizaci Bax a Bak ve vné&jsi
mitochondridlni membrané, coz zplsobuje naruSeni jeji integrity a uvolnéni
pro-apoptotickych proteinli jako je cytochrom ¢ do cytosolu (Cory a Adams, 2002).
V cytosolu tvofi cytochrom ¢ komplex s Apaf-1, prokaspazou 9 a ATP nebo dATP a
dochazi tak k aktivaci kaspaz (Martinou et al., 2000).

Svou roli zde hraji i1 receptory smrti z TNFR rodiny. VétSina znich jsou

transmembranové signalni prenasece, které zprostfedkovavaji odpovéd’ na vazbu ligandu.
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AvSak, nékteré ztéchto receptori nemaji signdlni funkci. Jednd se o receptory,
které funguji jako ndvnady a soutézi se signalnimi receptory o interakci s ligandy a
zeslabuji tak funkei tdchto receptori. Clenové TNFR rodiny se signalni funkci se déli
do dvou hlavnich skupin. Prvni skupina se nazyva receptory smrti a maji pfitomnou
cytoplazmatickou doménu smrti. Mezi Cleny této rodiny patii naptiklad APO2L/TRAIL
(Apo2 ligand/TNF apoptézu indukujici ligand) a FasL (FAS ligand), ktefi indukuji
apoptozu mechanismem nezavislym na p53. U druhé skupiny neni tato cytoplazmaticka
doména pfitomna. Domény smrti umoziuji interakci receptorti smrti s adaptorovymi
proteiny, u kterych je pfitomna doména smrti. Tyto adaptory obsahuji sekvencéni moduly,
které umoznuji vazbu k intracelularnim efektorovym enzymim. Jeden z nejznaméjsich
adaptorti je FADD (FAS asociovand doména smrti), ktery aktivuje specifické kaspazy
iniciujici apoptézu (Chinnaiyan et al., 1995; Ashkenazi, 2002). Dalsi takovy adaptor je
TRADD (TNFR asociovana doména smrti), ktery stimuluje serin/threonin protein kinazy
kontrolujici fosforyla¢ni kaskddy pro transkripci gent, které moduluji imunitni systém
(Hsu et al., 1995).
(Obr. 11). Prvni znich, vnitini bunécna drdha apoptdzy, je spousténa v odpovéedi
na poskozeni DNA, chybny buné¢ny cyklus, hypoxii a jiné typy bunécénych strest.
VétSina ozareni a chemoterapeutickych 1éCiv zplsobuje apoptdézu nadorovych bun€k
pfes vnitini buné¢nou drahu jako nepfimy disledek bunécného poskozeni. Tato drdha
vyzaduje funkci p53. Inaktivace p53, at’ uz pfimo mutaci nebo nepifimo ptes p53
modulatory, je pfitomna u mnoha lidskych naddorti (Ashkenazi, 2002). Tato vnitini draha
zahrnuje nastépeni pro—apoptotického Bid kaspazou 8. Po naStépeni se Bid translokuje
z cytosolu do mitochondrii a pfendsi tak apoptoticky signal. Zaroven dochazi k aktivaci
pro—apoptotické vétve Bcl-2 rodiny (Bax a Bak), kterd zpiisobi uvolnéni apoptotickych
faktort.  (cytochrom ¢, SMAC/DIABLO) zmitochondrii do  cytosolu
(Adams a Cory, 1998; Hunt a Evan, 2001). V cytosolu se cytochrom ¢ vaze na adaptor
Apafl (apoptoticky protedzovy aktivacni faktor 1) a dochazi tak k tvorbé apoptozému,
ktery aktivuje kaspazu 9, ktera aktivuje kaspazy 3, 6 a 7. SMAC/DIABLO se vaze
na inhibitory apoptozy (IAP), které nemohou zeslabovat kaspazovou aktivitu a dochazi
tak k apoptdze (Du et al., 2000; Verhagen, 2000).

Vnéjsi cesta indukce apoptézy zahrnuje interakei receptor smrti s jejich ligandy.
Tato dréha stimuluje apoptozu nezavisle na p53. Ligand se navaze na receptor smrti, ktery

je ukotven na bunécném povrchu, a dojde k jeho aktivaci. Poté se vytvoii tzv. DISC
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Obr. 11 Dv¢ hlavni signalni drahy iniciujici apoptozu v sav¢ich buiikéch (Ashkenazi, 2002)

komplex, a dojde k aktivaci kaspazy 8 a 10, které funguji jako protedzy iniciujici
apoptdzu. Tyto kaspazy poté aktivuji dalsi kaspazy 3, 6 a 7, které jsou jinak aktivovany
pomoci kaspazy 9 ve vnitini draze spousténi apoptézy. Kaspazova aktivita
(zejména kaspaza 3 a 9) je dilezitd pro ndasledujici kroky. Dochdzi ke ztraté
mitochondridlniho membranového potencidlu, zmenseni bunééného obsahu a kondenzaci
jadra (Li et al., 1998, Ashkenazi, 2002).

Mitogen aktivované protein kindzy (MAPK) patii do tiidy serin/threonin kinaz,
které jsou aktivovany dualni fosforylaci jak na tyrosinovych, tak i threoninovych
reziduich (Davis, 1994). Tyto enzymy jsou kritickou soucasti komplexniho buné¢ného
signalizatniho systému, ktery reguluje genovou expresi v odpovédi na rizné
extracelularni podnéty. Existuji tfi velmi dobfe zndmé MAPK rodiny, které se ticastni

v procesu apoptozy: ERK (kindza regulovand extraceluldarnim signalem), JNK
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(c—Jun N —termindlni kindza) / SAPK (stresem aktivovana kinaza) a p38 MAPK
(Mroz et al., 2011; Davis, 1994). Kazdy z téchto enzym1 je cilem fosforyla¢nich kaskad.
JNK a p38 MAPK maji dulezité funkce v signalizaci, ktera fidi bunéénou odpoved’
na velké mnozstvi strest, ale také kontroluje proliferaci, diferenciaci, pieziti nebo migraci
specifickych typt bunck. JNK a p38 MAPK reguluji aktivitu a expresi kli¢ovych
inflamatornich mediatord, jako jsou cytokiny a protedzy, které nejspiSe funguji jako
spoustéce nadorovych onemocnéni (Wagner a Nebreda, 2009).

Zajimavou roli ma v bunécné signaliza¢ni draze vedouci k apoptdze 1 sekundarni
posel ceramid, ktery permeabilizuje vnéj$i mitochondridlni membranu a umoziiuje
tak vypusténi cytochromu ¢ (Siskind a Kolesnick, 2002). Béhem apoptdzy dochazi mimo
jiné 1 khydrolyze fosfolipidu sfingomyelinu v bunééné membrané. Hydrolyzou
sfingomyelinu je produkovan ceramid. Pfi tomto procesu také dochazi ke stimulaci
SAPK/INK drahy, se kterou ceramid také spolupracuje za ucelem indukce apoptozy
(Verheij et al., 1996).

1.5.2 Mechanismus spousténi apoptézy
Apoptoza je ATP vyzadujici proces charakterizovany kondenzaci chromatinu, §t€penim
chromozomalni DNA na internukleozomalni fragmenty, zmensenim bunééného objemu
1 obsahu, bobtnaténim membrin a tvorbou apoptotickych télisek, aniz by doslo
k dramatickému poSkozeni plazmatické membrany. V in vitro podminkach zlstava
plazmatickd membréana intaktni az do pozdni apoptotické faze, kdezto v in vivo
podminkach jsou apoptotické bunky odstranény imunitnim systémem jesSté¢ predtim,
nez dojde k velkému poskozeni plazmatické membrany. Nedochazi tedy k expozici
fosfatidylserinu z vnéjSi vrstvy plazmatické membrany, ani k nasledné fagocytoze
obklopujicimi buitkami (Kroemer et al., 2005; Zapletalova ef al., 2016).

Apoptoticky proces je kodovan v kazdé savci buiice a vzdy zahrnuje reverzibilni
1 ireverzibilni signalni drahy, které jsou indukované kaspdzami. Rodina kaspaz jsou
protedzy s cysteinem vV jejich aktivnim misté. Po aktivaci zainaji kaspazy Stépit,
¢imz aktivuji dal§i prokaspazy (zejména prokaspazu 3, 6 a 7), coz vede k aplifikaci
proteolytické¢ kaskady (Zapletalova et al., 2016). Nékteré aktivované kaspazy Stépi
iproteiny nuklearni laminy, ¢imz dochdzi kjejimu ireverzibilnimu poskozeni
(Kramer et al., 2010). Jiné aktivované kaspazy zase §tépi protein, ktery normalné udrzuje
DNA degradujici enzym (DNAsu) v inaktivni formé&. Takto dochazi k uvolnéni DNAsy,

ktera Stépi DNA vjadie, a tedy 1 redukuje hmotu samotného jadra
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(Castano et al., 2005; Roos a Kaina, 2006).

Degradace DNA na malé jaderné fragmenty je jednou znejlépe
charakterizovanych biochemickych znakl apoptdzy (Nagata, 2000). Diivodem apoptozy
je blokace DNA replikace, ktera vede ke kolapsu replikac¢nich vidlicek a tvorbé
dvoufetézcovych zlomu, které jsou esencidlni pro spousténi apoptdézy. ATM
(ataxia telangiectasia mutated) a ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) proteiny
detekuji dvouietézcové zlomy a predavaji signal kontrolnim kindzdm CHKI1 a CHK2,
ale také proteinu p53, ktery se stabilizuje a blokuje proliferaci buiiky nadregulaci proteinu
p21, ktery blokuje pfechod z G1 faze bunééného cyklu do S faze. Pii nizSich hladinach
dvoutetézcovych zlomi dochazi k zastaveni bunééného cyklu, avSak pii vySsich
hladinach se akumuluje velké mnozstvi p53, coz vede k indukci transkripéni aktivace
pro—apoptotickych genil pro pro-apoptotické proteiny Fas, Puma a Bax. Mnoho nadorii
si prostfednictvim mutace v p53 proteinu naslo zpusob, jak uniknout bunééné smrti.
Avsak, existuje zalozni systém, ktery zahrnuje aktivaci E2F1 (transkripéni faktor)
prostfednictvim kontrolnich kinaz CHK1 a/nebo CHK?2, a taktéZ nadregulaci p73, ¢imz
dochazi k transkripci pro—apoptotickych ¢lentt Bel-2 rodiny Bax, Puma a Noxa. Puma a
Noxa pak interferuji s dalSimi pro-apoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny, Bax a Bak, a
dochéazi tak k indukci permeabilizace vnéj$i mitochondrialni membrany a uvolnéni
cytochromu ¢ (Lane, 1992; Letai ef al., 2002; Roos a Kaina, 2006). K mutaci p73 téméf
nikdy nedochazi, av§ak v nddorovych buiikéach je p73 nadexprimovan, coz mizZe byt
divodem, proc jsou nadory obecné nachylné ke genotoxickym protinadorovych 1é¢iviim
1 v nepfitomnosti funkéni pS3 (Melino ef al., 2002). Svoji roli v pS3-nezavislé apoptoze
ma 1 NF—«B. Jednd se o jaderny transkrip¢ni faktor, jehoZ funkci dochézi k transkrici
anti-apoptotickych genli. AvSak, za wurCitych podminek vykazuje tento faktor
1 apoptotickou aktivitu. Reaktivni formy kysliku totiZ indukuji transkripci FasL
(Fas ligandu) skrze NF—B, coZ stimuluje proces apoptozy (Bauer ef al., 1998). Jina dréha
pS53 nezavislé apoptozy zahrnuje degradaci Bcl-2 nebo defosforylaci Bad
(Bcl-2 antagonista bunécné smrti), kterd vede k sekvestraci Bcl-2 a Bcel-Xp
(transmembranovy anti-apoptoticky protein) z mitochondridlni membrany, coZ je opét
nasledovano apoptozou (Breitschopf et al., 2000; Klumpp a Krieglstein, 2002). Taktéz
kaspaza 2, kterd je jedinou pro-kaspazou konstitutivné pfitomnou v jadfe, a navic i
v Golgiho aparatu, je zahrnuta v p53 nezdvislé apoptoze (Zhivotovsky et al., 1999).
Kaspaza 2 vyzaduje aktivaci kaspazou 9, kterd se nachézi v mitochondriich. Kaspéza 2

tedy funguje v mitochondrialni apoptotické dréze, kde bud’ aktivuje pro-apoptotické
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proteiny Bcl-2 rodiny s néslednym evolnénim cytochromu c¢ z mitochondrii, nebo
zpusobuje uvolnéni cytochromu ¢ nezavisle na proteinech Bcl-2 rodiny. Kaspaza 2 taktéz
narusuje interakci cytochromu ¢ s aniontovymi fosfolipidy a posiluje tak jeho uvolnéni
(Guo et al., 2002; Robertson et al., 2004; Enoksson et al., 2004; Roos a Kaina, 2006).
Dalsi zptsob indukce apoptozy prostiednictvim DNA poskozeni spo¢iva v inhibici RNA
syntézy, coz vede ke snizeni hladiny produkti jistych diilezitych gentl, jako je naptiklad
MKP1 (mitogen aktivovana protein kinaza fosfataza). Takto dochazi k aktivaci JNK a
poté AP1 (aktivatorovy protein 1), ktery stimuluje aktivaci receptoru smrti (Roos a Kaina,
2006).

Existuji dvé faze stépeni DNA. Ta prvni zahrnuje §tépeni genomu na 200-300 kbp
a 30-50 kbp tseky prostiednictvim jednofetézcovych zlomu. Tato faze je spousSténa
apoptézou indukujicim faktorem (AIF), ktery je wuvolnén z mitochondrii
(Vittar et al., 2010). Druha faze zahrnuje dalsi Stépeni DNA na oligonukleozomalni
fragmenty procesem CAD-dependentni DNA fragmentace (Earnshaw, 1995).

Cheng a Cao (2017) zjistili, ze TMPyP4
((5,10,15,20 — tetrakis (1 — methylpyridinium —4 —yl) porfyrin), ktery taktéz patii
do skupiny kationtovych hydrofilnich fotosensitizérii, zpiisobuje apoptoézu lidskych
bunék nadoru délozniho hrdla. TMPyP4 inhibuje telomerasovou aktivitu prosttednictvim
vazby a stabilizace telomerického G-kvadruplexu DNA nadorovych bunék
(Rha et al., 2000; Grand et al., 2002; Shammas et al., 2003). Takto dochazi k inhibici
proliferace nadorovych bun€k pomoci fotosensitizéru TMPyP4 (Cheng a Cao, 2017).
Predchozi studie prokazaly, ze TMPyP4 by mohl zptisobit progresivni zkracovani telomer,
jehoz dtsledkem je apoptoza (Fujimori et al., 2011). S timto tvrzenim i spojen i fakt, ze
béhem PDT s TMPyP4 dochazi ke zvySené expresi genu pro fosforylovany p53 protein a
k aktivaci mitogen aktivovanych protein kindz (Mikami-Terao et al., 2009). MAPK
signalizaéni drdhy putsobi v regulaci mnoha procest, jako je napiiklad bunécna
proliferace. AvSak, maji funkci 1 v indukei rezistence nadorovych bunék k radioterapii ¢i
chemoterapii. Navic, p38 MAPK signaliza¢ni kaskada je hlavni drahou, ktera potlacuje
apoptozu nadorovych bunék (Liu et al., 2016). p38 MAPK draha je tedy vhodny
terapeuticky cil pro TMPyP4, ¢emuz naznacuje 1 to, ze nadexprese p38 MAPK
signalizaéni drahy prostfednictvim TMPyP4 zpiisobuje inhibici proliferace nadorovych

bunek, zatimco dochazi k jejich apoptdze (Cheng a Cao, 2017).
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1.5.3 Mechanismus spousténi nekrézy

Nekroza neboli pasivni bunécna smrt, je vysledkem bud’ extrémnich vnéjSich fyzickych
podminek (naptiklad extrémni teplota, tlak, osmolarita, pH) nebo vazného bunééného
poskozeni indukovaného chemickymi procesy (metabolické inhibitory, letdlni davky
ionizujiciho zéfeni, riizné toxické latky). Tento proces neni programovany a je spojen se
ztratou membranové integrity a metabolické homeostazy vzhledem k nekontrolované a
nahlé bunécné dezintegraci. Nekroza neni reverzibilni a je spojovana s charakteristickymi
morfologickymi znaky, jako je prasknuti membrany, cytoplazmatické bobtnani ci
karyolyza (Zhou, 1989; Buja et al., 1993; Plaetzer et al., 2002). Tohle vse vede k bunééné
fragmentaci a uvolnéni bunééného materialu do extraceluldrniho prostoru. Dekompozice
bunck bcéhem nekréozy je zprosttedkovdna predevSsim proteolytickou aktivitou
(Proskuryakov a Gabai, 2010).

Mezi dilezité faktory, které determinuji, zda probéhne bunécna smrt procesem
apoptdézy nebo nekrozy, patii typ bunky, subcelularni lokalizace fotosensitizéru,
aplikovana davka ozatreni nebo parcialni tlak kysliku (Buytaert et al., 2007). Obecné maji
vysoké davky PDT (at’ uz vysokéd koncentrace fotosensitizéru nebo davky ozareni)
tendenci zpusobovat nekrozy, kdezto aplikace niz§ich davek vede k apoptotickému
usmrceni bunék (Mroz et al., 2011).

U fotosensitizérQ, které se lokalizuji v plazmatické membranég, dochazi po jejich
aktivaci k vyvolani nekrozy v disledku ztraty membranové integrity a rychlého poklesu
intracelularniho ATP (Kessel a Poretz, 2000). Taktéz se ptedpoklada, ze vysoké davky
PDT fotochemicky inaktivuji esencidlni enzymy apoptotické drahy, kaspazy, ale i jiné
komponenty apoptotické kaskady (Mroz et al., 2011). Naptiklad Lavie et al. (1999)
ve své praci uvedeli, ze po aplikaci PDT s hypericinem, fotosensitizérem druh¢ generace,
na leukemické bunky doslo k inhibici apoptdzy prostiednictvim fosforylace laminti nebo
1jejich zesitovanim za Gicelem piedejit jadernému kolapsu.

Stejn¢ jako apoptoza, i nekroza je zprosttedkovana drahami, které zahrnuji
povrchové receptory smrti a mitochondrie ¢i  endoplazmatické retikulum.
Mitochondrialni zmény vedouci k nekroze jsou odlisné od téch, které vedou k apoptdze
a zahrnuji otvirani poéru prechodné propustnosti (MPTP) ve vnitini mitochondridlni
membrané. MPTP je regulovan cyklofilinem D, malym proteinem, ktery se nachazi
v mitochondridlni matrix. Vysledkem otvirani MPTP je ztrdta mitochondridlniho

membranového potencialu, ktery je diilezity pro produkci ATP z ADP. Navic, otevirani
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MPTP mé za nasledek typické morfologické znaky nekrézy a také naruSuje vnéjsi
mitochondridlni membranu, kterd nasledkem toho uvolni apoptogeny vedouci
k apoptotické bunécné smrti (Kitsis a Molkentin, 2010).

Nix/BNip3L (Bcl-2 / adenovirus E1B 19 kDa interagujici protein 3) je protein,
ktery je ptfitomen na vn¢jSi mitochondridlni membrané, ale také na membrané
endoplazmatického retikula a jeho funkce je stimulace apoptézy nebo nekrozy
(Chinnadurai et al., 2008). Chen et al. (2010) zjistili, ze Nix/BNip3L indukuje bunécnou
smrt dvéma drahami. Mitochondridlné cileny Nix/BNip3L stimuluje klasickou Bax/Bak
dependentni permeabilizaci vné€j$i mitochondridlni membréany, uvolnéni cytochromu c a
aktivaci kaspaz vedouci k apoptoze, v endoplazmatickém retikulu indukuje tento protein
otevirani MPTP prostiednictvim cyklofilinu D, coz vede k uvolnéni cytochromu c, které
je ale nezavislé na Bax/Bak a zptisobuje naruseni vnéj$i mitochondridlni membrany. Tedy,
Nix/Bnip3L je schopen indukce apoptdzy i nekrdzy v zavisloti na jeho lokalizaci. lonty
Ca*" zde funguji jako spojeni mezi udélostmi mitochondrii a endoplazmatického retikula

(Obr. 12).
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Obr. 12 Dualni funkce Nix/BNip3L na membrané mitochondrii a endoplazmatického
retikula (Kitsis a Molkentin. 2010).
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Také modifikace proteinti, respektive oxidace specifickych proteinil
(napfiklad tubulinu o a B vedouci knaruSeni organizace mikrotubulil), urcuje
mechanismus, jakym dojde k PDT indukované bunécné smrti. (Sakharov et al., 2003).
Avsak, molekularni cil oxidace se také liSi v zavislosti na lokalizaci fotosensitizéru
(Sobolev et al., 2000; Moor, 2000). Bunééné proteiny jsou kli¢ové pro zprostiedkovani
toxicity singletnim kyslikem (Schafer a Buettner, 1999). Oxidace zpiisobuje modifikace
na boc¢nich fetézcich aminokyselin proteinu. Konkrétné boc¢ni fetézce cysteinu, histidinu,
methioninu, tryptofanu a tyrosinu jsou zvlasté¢ nachylné na modifikace vyvolané ROS.
Zvlaste modifikace tyrosinu je klicova, jelikoz hraje dulezitou roli v intracelularni
signalni transdukci (Berlett a Stadtman, 1997).

PDT indukovand nekréza nadorové tkané je povazovana za vysledek akutni
inflamatorni reakce. Ranné poranéni endotelidlnich bun¢k a snimi 1 cirkulujicich
krevnich desticek a erytrocyti zpisobuje fyzikalné-chemické zmény v cévni sténé,
coz snizuje prutok krve a iniciuje procesy hemostaze a trombdzy. ZvysSend permeabilita
endotelidlnich bun¢k vede k uvolnéni sérovych proteinii z krve a dochézi tak k tvorbé
otoku okolo poranénych cév. Otok spolu s rychlou redukci dodavky krve a krvacenim
v nddoru vede k hypoxii ¢i dokonce k anoxii poranénych neoplastickych bunék, coz vede
k nekroze. Tento proces je dale posilen 1 uvolnénim nékterych vazoaktivnich latek
nebo 1 substanci, které zpusobuji lyzi tkan€. Mezi takové latky patii tfeba histamin,

proteazy ¢i fosfatazy z fotopoSkozenych Zirnych buné€k a neutrofild (Zhou, 1989).

1.5.4 PDT a autofagie

Autofagie je katabolicky bunéény mechanismus, ktery bunce umoziuje udrzovat
rovnovahu mezi syntézou, degradaci a recyklaci bunéénych produkta
(Mathew et al.,2007). Mimo odstranéni nezddoucich proteini, organel i
mikroorganismi, autofagie také umoZiuje relokalizovat nutrienty z nepodstatnych
procestt tam, kde jsou esencidlni v podminkich stresu nebo nedostatku Zzivin
(Mroz et al., 2011).  V eukaryotickych  bunkach existuji tfi  hlavni  typy
autofagie. Jedna se o makroautofagii (nejznamnéjsi typ autofagie), mikroautofagii a
autofagii zprostiedkovanou chaperony (CMA) (Klionsky, 2005). Makro i mikroautofagie
zahrnuji dynamické usporadani membrany k pohlceni ¢asti cytoplazmy, ale taktéz maji
kapacitu pro sekvestraci velkych struktur, jako jsou celé organely. Mikroautofagie
zahrnuje piimé pohlceni cytoplazmy invaginaci lysozomalniho povrchu a dalSim

zpracovanim, kdezto makroautofagie sekvestruje ¢asti cytoplazmy de novo utvorenym
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dvoumembranovym autofagozomem, ktery pak fuzuje s lysozomem a pohlceny obsah je
rozlozen lysozomélnimi hydroldzami. V obou pfipadech je membrana vytvoreného
autofagického téliska rozlozena, aby mohl byt jeho obsah odbourdn a zbylé
makromolekuly jsou pomoci membranovych permaz transportovany zpét do cytosolu
k opétovnému pouziti. CMA ale nefunguje na principu uspofadani membrany, misto toho
pfimo translokuje nesbalené, rozpustné proteiny pies limitujici membranu lysozomu
(Yang a Klionsky, 2009). Jednou z prvnich nemoci, se kterou byla asociovana autofagie,
je rakovina (Kondo et al., 2005). Autofagie hraje nejen roli v bunééném vyvoji a
diferenciaci, ale také funguje v potlaceni ristu nadoru a nejspiSe je spojena
i s prodlouzenim zivota. V kvasinkach byly indentifikovany tzv. geny spojené s autofagii
(Atg geny) a jejich ortology byly nalezeny 1 v jinych organismech, coz naznacuje
konzervaci autofagického procesu ve vSech eukaryotech (Yang a Klionsky, 2009). Atg5
je velmi dualezity gen v procesu autofagie. Zajimavé je, ze po aplikaci PDT
s fotosensitizérem, ktery se akumuluje v endoplazmatickém retikulu (Hypericin), byla u
nadorovych bunck zpozorovéna defektni autofagie (Atg5 deficientni bunky), jejiz
disledkem byla kompenzacni nadregulace CMA drahy za Gi¢elem omezeni apoptotické
bunééné smrti (Obr.13) (Dewaele et al., 2010). Existuji i bunécné linie, které¢ jsou
deficientni na pro—apoptotické faktory. Jedna se naptiklad o mySi embryonalni fibroblasty
nebo bunky nadoru prsu (MCF-7 linie). U téchto bun€k nejsou pfitomny pro—apoptotické
faktory Bax ani Bak, nebo jsou deficientni na kaspazu 3. V téchto pfipadech nastava
ozareni fotosensitizéru bunécnd smrt nezavisle na kaspazach stimulaci procesu autofagie

(Obr. 13) (Buytaert ef al., 2006; Reiners et al., 2010).
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Obr. 13 Indukce autofagie pomoci PDT. V uréitych ptipadech vede stimulace autofagie
k bunééné ochrané pied apoptotickou nebo i autofagickou bunéénou smrti. Fotosensitizéry:
HYP (hypericin), PC4 (silikon ftalocyanin), CPO (methoxyethyl porfycen), TPPS4
(meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin) (Dewaele et al., 2010)

Protein Tor (proteinovy cil rapamycinu) ma velmi dualezitou roli v indukci
autofagie (Carrera, 2004). Tor tvofi dva funkéné odlisné proteinové komplexy TORCI1
(komplex 1 cilu rapamycinu u sav¢ich bun¢k) a TORC2 (komplex 2 cilu rapamycinu
u sav¢ich bun¢k) (Loewith ef al., 2002). Z téchto dvou komplext ma TORCI1 primarni
roli v regulaci autofagie. Za podminek bohatych na nutrienty ma TORC1 aktivni formu a
inhibuje autofagii, kdeZto za nedostatku podminek je tento komplex inhibovan, coz
umoiﬁuje autofagickou autivitu (Noda a Ohsumi, 1998). Roli zde hraje i Akt-mTOR
makroautofagie a predstavuje tak regulacni a redoxni krok v signalizaci vyvolané ROS
po PDT (Azad et al., 2009; Dewaele et al., 2011). Akt je protein kindza, ktera je stejné
jako mTOR (sav¢i cil rapamycinu), pfimym cilem inhibi¢nich G€¢inktt ROS za podminek
oxidativniho stresu. (Weyergand et al., 2009). Naptiklad po aplikaci PDT s Hypericinem,
ktery se lokalizuje v endoplazmatickém retikulu, doSlo k rychlému vypnuti drahy
Akt-mTOR, coz ve vysledku vedlo k indukci autofagie (Obr. 10) (Dewaele et al., 2010).

Autofagie mé dilezitou roli v nadorovém bujeni. Mnozstvi proteolyzy a
autofagické degradace je v nadorovych bunkach niz8i nez v nenadorovych

(Gunn et al., 1977, Kisen et al., 1993). Ve spojeni s autofagii a nadorovym onemocnénim
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je dulezity BECN1 (Bcl-2 interagujici genovy produkt) protein, coz je savci homolog
Atg6/Vps30 (S autofagii spojeny gen 6 / vakuolarni tfidici protein 30), ktery se nachazi
v kvasinkach a je nezbytny pro indukci autofagie za nedostatku dusiku
(Liang et al., 1999). U raznych typt nadorii, zejména u nadoru prsu, vajecniki ¢i prostaty,
se objevuje alelicka delece na chromozomu 17q21, kde je lokalizovan pravé BECNI
(Kondo et al., 2005). Hladiny BECNI1 byly zna¢né snizeny ve vzorcich z nddoru prsu ve
srovnani se zdravou epitelidlni tkani z prsu (Liang ef al., 1999), coZ naznacuje, Ze snizena
exprese BECNI1 nejspiSe prispiva k vyvoji nebo progresi nadoru prsu (Kondo et al., 2005).

AvSak, mnohé studie potvrdily, ze autofagickd bunécnd smrt je aktivovana
v odpovédi na rizné protinadorové terapie (Kondo et al., 2005). Nanestésti neni vzdy
autofagicka odpovéd’ nadorovych bunck na terapeutika zndmkou bunééné smrti. Mize
se jednat jen o reakci na lé¢bu, kdy dochazi k recyklaci proteinil a bunéénych komponent
(Ogier-Denis a Codogno, 2003). Proces autofagie totiz miiZze odstranovat proteiny
¢i organely nadorovych buné¢k, které se poSkodily protinadorovou lécbou, nebo muize
degradaci bunéénych komponent poskytovat dostatek zivin pro rychle se délici nadorové
buiiky. Inhibici autofagie v ramci protinadorové 1écby tedy dosahneme bunécného ristu
nebo bunécné smrti, coz jen zdlraznuje dilezitost odhaleni vSech detailii tohoto
mechanismu. Pro klinickou onkologii je tedy dalezité¢ determinovat typy nadorovych
onemocnéni, u kterych nejcastéji dochazi k autofagii v odpovédi na 1écbu a zdali je to
znamka rezistence nebo uc¢innosti dané 1é¢by (Kondo ef al., 2005).

Reaktivni formy kysliku vznikajici béhem PDT jsou mimo jiné i signalni
molekuly pro makroautofagii (Azad et al., 2009). Riizn¢ ROS generujici molekuly
nebo signdly, které aktivuji apoptozu, taktéZz podnécuji makroautofagii (Chen et al., 2008)
¢i CMA (Kiffin et al., 2004). Funkce makroautofagie v bunééné signalizaci ROS je
znaéné€ zavisla na typu stresového signdlu a miize byt pro buniku ochrannd, ale mize vést
1 k apoptdze nebo k autofagické bunécné smrti. Zaroven bylo zjisténo, ze PDT stimuluje
makroautofagii 1 CMA a ackoli jsou tyto drahy funkcéné propojeny tak, Ze snizuji G€inky
ROS odstranovanim oxidativné poskozenych proteinti, CMA je hlavnim obrannym

mechanismem bunék pted PDT (Dewaele et al., 2011).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material

2.1.1 Bunécéné linie

e HelLa (bunécna linie lidskych epitelialnich bunék z nddoru délozniho hrdla)

e NIH3T3 (bunécna nenaddorova linie mysich fibroblasti)

e (G361 (bunécnd linie lidského melanomu)

Bunééné linie pro MTT test a ovéfeni produkce reaktivnich forem kysliku

¢i samotného singletniho kysliku bez ozafeni i po ozafeni byly pfipraveny do 96
jamkovych mikrotitranich desek. Stejnym zplisobem byly dané bunécné linie pfipraveny
pro pozorovani pomoci svételného mikroskopu s fazovym kontrastem. Buiky
pro konfokalni mikroskopii byly kultivovany na krycim sklicku v Petriho misce
opriméru 33 mm. Bunétné linie byly kultivovany v inkuba¢nim médiu DMEM
v inkubatoru pii 37 °C a atmosféfe 5% CO; ve tm¢.
2.1.2 Fotosenzitizér

e TMPyP (5, 10, 15, 20-Tetrakis (1-methyl-4-pyridinio) porphyrin tetra

(p—toluenesulfonat))

V névaznosti na bakalatskou praci byl pouZit fotosenzititér TMPyP. Pro ovéfeni produkce
ROS apro MTT test byl TMPyP aplikovan v koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8;
1,6 a 3,2 uM na bunééné linie HeLa, G361 a NIH3T3. Pro pozorovani morfologickych
bunéénych zmén po aplikaci jednotlivych slozek PDT a nasledné i jejich kombinace byla
pouzita koncentrace fotosensitizéru 3,2 uM. Pro urceni lokalizace fotosensitizéru
v Zivych buitkach bez ozéafeni byla pouzita koncentrace 9,6 uM, avSak pro urceni

lokalizace TMPyP po jeho ozafeni byla zvolena koncentrace 4,8 M.

2.1.3 Roztoky a média
e PBS Ix (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4
o 2gKC(l
o 80 gNaCl
o 2,4 gKH;POq4
o 14,4 g NaaHPOg4
o HCI pro upravu pH

o obsah doplnén destilovanou vodou do 1 litru
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DMSO (Dimethyl sulfoxid) 99,97% (Lach-Ner)
DMEM kultiva¢ni médium (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

©)

o

o

©)

praskové DMEM (D 5523-10 L, Sigma)

500 ml 10% fetalniho séra (F 7524, Sigma)

100 ml 1% penicilinu/streptomycinu (P 4333, Sigma)
100 ml 1% glutaminu (G 7513, Sigma)

Komerc¢ni kity

CM-H>DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat) (C 6827, Invitrogen)
Hoechst 33258 (94403, Sigma)

Lysotracker Green DND-26 (L 7526, Life Technologies)

Mitotracker Green FM (M 7514, Life Technologies)

MTT (3—(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl2H-tetrazolium bromide)
(M 5655, Sigma)

Singlet Oxygen Sensor Green (S 36002, Life Technologies)

TMPyP (5, 10, 15, 20-Tetrakis (1-methyl-4—pyridinio) porphyrin tetra

(p—toluenesulfonat))

Laboratorni pomiicky

Analytické vahy (Boeco)
CO; inkubator (BioTek, USA) nastaveny na 37 °C a 5% atmosféru CO»

Fluorescenéni reader Tecan Infinite 2000pro (Tecan Group, Svycarsko)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81

Flow box (Biotech)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop Olympus FV3000

LED diodovy zafi¢ s vinovou délkou 414 nm

Mikrotitracni desky (TPP Techno Plastic Products AG, Switzerland)

Multikanalové pipety

Program Excellence

Program Imagel / Fiji

Program Microsoft Excel
Program ZEN Blue
Program 3T3 NRU PT Phototox 2.0 (BfR Berlin)

Spinning disk konfokalni mikroskop Yokogawa CSU-X1
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e Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA)
2.2 Metody

2.2.1 Produkce ROS a MTT test

Pii fotodynamické terapii dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku. Pro ovéfeni
produkce reaktivnich forem kysliku po ozafeni byla pouzita fluorescencni sonda
H>DCFDA. Tato sonda zejména detekuje hydroxylovy a superoxidovy radikal a riizné
peroxidy ¢i hydroperoxidy. Po vstupu do bunék tato nefluorescencni sonda podstupuje
oxidaci a deacetylaci prostfednictvim bunécnych esteraz a vznika nerozpustny produkt,
ktery je v pfitomnosti ROS oxidovan na fluorescencni produkt DCF
(2',7' — dichlorofluorescein). DCF je fluorescencni sloucenina, kterd ma excitacni
spektrum v oblasti 495 nm a emisni spektrum se nachézi v oblasti 529 nm.

Prvnim krokem pro méfeni produkce ROS byla aplikace fotosenzitizéru TMPyP
v dané koncentraci do jamek mikrotitracnich desek pro vSechny pouZzité bunééné linie.
Po 24hodinové inkubaci byla mikrotitraéni deska 2x promyta v PBS a poté nasledovalo
pfidani sondy. Do kazdé jamky mikrotitracni desky pro danou bunécnou linii byla
aplikovana HoDCFDA sonda v koncentraci 5 uM a nasledna inkubace probihala po dobu
30 minut v inkubatoru pfi 37 °C a 5% atmosféfe CO>. IThned po inkubaci byla
mikrotitraéni deska s danou bunéénou linii ozafena 5 J.cm™ po dobu 3 minut a 30 sekund.
Pro ozafeni byl pouzit LED diodovy zafic¢, ktery poskytuje zafeni o vinové délce 414 nm
pii hustoté vykonu 23,8 mW/cm?® Intenzita fluorescence miZe byt kvantifikovina
riznymi fluorescencnimi technikami, jako je napiiklad konfokalni mikroskopie nebo
pritokové cytometrie. Pro tento experiment byla vybrana metoda detekce fluorescence
pomoci multidetekéniho Synergy HT readeru.

Po zméteni produkce ROS pomoci Synergy HT readeru nasledoval MTT test
pro urceni viability bun€k po ozafeni ve srovnani s mnozstvim vzniklych ROS. MTT test
funguje jako kolorimetricky test, ktery je zalozen na redukci zlutého solubilniho MTT
roztoku na fialové zbarvené krystaly formazanu, které jsou nerozpustné. Tyto fialové
krystalky lze rozpustit pfidanim silného detergentu, napiiklad DMSO. Vznikne tedy
fialové zabarveni, jehoZ intenzita je imérnd mnoZstvi zivych buné€k. Tato reakce probiha
na mitochondridlni membrané Zivych bunék, a proto lze tento experiment vyuZit
pro porovndni viability buné€k a mnoZstvi ROS bez ozéafeni 1 po ozéafeni. Pro tento
experiment byla mikrotitraéni deska s danou bunécnou linii promyta v PBS za téelem

odstranéni H-DCFDA sondy a bylo ptfidano 100 ul DMEM kultivaéniho média, nasledné
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probéhla 24hodinové inkubace v inkubatoru pti 37 °C a 5% atmosfére CO,. Poté bylo
odstranéno DMEM kultivacni médium a mikrotitraéni deska byla promyta v PBS.
Nasledn¢ byla pfidina MTT sonda v koncentraci 1,2 mM. Inkubace s MTT sondou
probihala po dobu 4 hodin v inkubdtoru pii 37 °C a 5% atmosféte CO,. Po skonceni
inkubace byla sonda odstranéna a bylo ptidano 100 ul DMSO. Stanoveni viability bunék
bylo provedeno pifi 570 nm (vlnova délka absorbance formazanu) a 690 nm
(referencni vinova délka pro korekci optickych jevi mikrotitracni desky) pomoci
multidetekéniho Synergy HT readeru.

Nameétené hodnoty z MTT testu byly nasledné zpracovany v programu Microsoft
Excel, kde byly vytvoteny grafy zavisloti viability bun¢k na koncentraci fotosenzitizéru
bez ozéfeni 1 po ozafeni. Ve stejném programu byly do grafli zpracovdny i naméfené
hodnoty produkce ROS. Vysledky pro kazdou bunécnou linii byly vyvozeny ze tii

na sobé¢ nezavislych opakovani.

2.2.2 Uré¢eni hodnoty ICs

Hodnota ICso slouzi jako kvantitativni parametr piedstavujici inhibi¢ni koncentraci latky,
ktera je potebnd pro snizeni bunétné Zivotnosti na 50 %. SlouZzi k urceni efektivity dané
latky na inhibici specifického biologického procesu nebo biochemické funkce. Tato
hodnota pro bunétné linie HeLa, NIH3T3 a G361 byla zjist€éna pomoci programu
Phototox 2.0 z dat namétenych po provedeni MTT testu na bunéénych liniich po ozafeni.

Data byla ziskana zpriimérovanim ze tfi na sobé€ nezavislych experimentt.

2.2.3 Produkce singletniho kysliku

Pii PDT vznika singletni kyslik druhym typem fotochemické reakce a vyrazné se podili
na buné&né smrti nezddoucich bunék. Pro méfeni produkce singletniho kysliku
bez ozéafeni 1 po ozafeni jednotlivych bunéénych linii byla pouzita SOSG sonda, ktera je
vysoce specificka pravé pro singletni kyslik. Tato sonda vykazuje v neptitomnosti
singletniho kysliku slabou fluorescenci v modré oblasti viditelného spektra, avSak
v piitomnosti  singletniho  kysliku  dochazi kposunu do zelené oblasti
(excitace/emise ~504/525 nm).

Prvnim krokem pro tento experiment byla aplikace fotosensitizéru TMPyP
v danych koncentracich a nasledna 24hodinova inkubace v inkubatoru pii 37 °C a 5%
atmosféte CO,. Po skonceni inkubace byly buniky promyty v PBS pro odstranéni
piebytecného fotosensitizéru a nasledné byla aplikovdna SOSG sonda v koncentraci

2 uM. Buniky byly se sondou inkubovany 20 minut v inkubétoru pii 37 °C a 5% atmosféie
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COxz. Thned po inkubaci byly builky ozafeny 5 J.cm™ po dobu 3 minut a 30 sekund a
nasledné¢ byla zméfena produkce singletniho kysliku pomoci fluorescenéniho readeru
Tecan Infinite 2000pro.

Ziskana data byla poté zpracovana do grafii v programu Microsoft Excel.
Vysledky byly vyvozeny ze tii na sobé nezavislych opakovani.
2.2.4 Mikroskopie s fazovym kontrastem
Pro pozorovani morfologickych zmén bun¢k v zavislosti na tom, zda byly builky ozateny
nebo neozatreny s pritomnosti fotosensitizéru ¢i nikoli, byl pouzit mikroskop Olympus
IX81 s fazovym kontrastem s danym nastavenim (Tab. 1). Tento typ mikroskopie
detekuje amplitudové i fazové zmény. Amplitudové objekty jsou ty, které pohlcenim
prochazejiciho svétla méni amplitudu elektromagnetického vinéni. Zména amplitudy je
okem vnimana jako zména v intenzité svétla. VétSina svételnych mikroskopl vyuziva
pozorovani pravé téchto objektl. Mezi fazové objekty patii transparentni biologické
vzorky, které misto absorpce zptsobuji difrakci svétla, a tedy i zménu faze paprski svétla,
které vzorkem prochazi. Nicméné, tyto fazové zmény neni lidské oko schopno rozeznat,
proto se vyuzivaji objektivy s fazovym kontrastem, kde je mozné prevést fdzové zmény
na aplitudové, tedy lidskym okem pozorovatelné¢ (Murphy D., 2001). Pro tento typ
mikroskopie byl fotosensitizér do bunék aplikovan v koncentraci 3,2 pM. U vSech tii
bunéénych linii byly nejprve potizeny snimky bunck bez fotosensitizéru a bez ozafeni.
Poté byly ziskdny snimky, kde byly buniky ozafeny 5 J.cm? LED diodovym zafi¢em
po dobu 3 minut a 30 sekund, ale nebyl aplikovan fotosenzitizér TMPyP. Taktéz byly
snimany bunky, kde byl aplikovan fotosenzitizér TMPyP, ale po jeho 24hodinové
inkubaci v inkubdatoru pii 37 °C a 5% atmosféte CO> nedoslo k ozéafeni. Nakonec byly
vyfoceny buiiky, u kterych probéhla aplikace PDT, tedy byl aplikovan fotosenzitizér
TMPyP, ktery byl po 24hodinové inkubaci v inkubdatoru pii 37 °C a 5% atmosféte CO-
ozéfen 5 J.cm LED diodovym zaii¢em po dobu 3 minut a 30 sekund. V tomto ptipadé
byly snimky ziskany dvé hodiny po ozafeni.

Mikroskopem Olympus IX81 byly také ziskany snimky negativnich kontrol

bunéénych linii pro studium lokalizace fotosensitizéru.
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Olympus 1X81 s fazovym kontrastem

Objektiv LUCPLFLN 40x, 20x
Celkové zvétseni mikroskopu 400x, 200x

NA 0.6

Skenovaci méd XY

Tab. 1 Nastaveni mikroskopu s fazovym kontrastem
2.2.5 Konfokalni mikroskopie
Pro zobrazeni bun¢k pomoci konfokalni mikroskopie byl vyuzit konfokalni laserovy
skenovaci mikroskop Olympus FV3000 a Spinning disk konfokdlni mikroskop
Yokogawa CSU-X1. Tento experiment byl zejména zamé&fen na intracelularni lokalizaci
fotosensitizéru TMPyP v Zivych buiikach bez ozafeni i po ozéfeni se zaméfenim na jadro,
lysozomy a mitochondrie.

Snimky ze Spinning disk konfokalniho mikroskopu Yokogawa CSU-XI a
z konfokdlniho laserového skenovaciho mikroskopu Olympus FV3000 byly pofizeny
s danym nastavenim (Tab. 2).

Princip konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu (CLSM) je zalozen
na uzkém paprsku laseru, ktery prochazi prvni konfokalni clonou na dichroické zrcadlo,
které tento paprsek objektivem zaméfi na urcity bod preparatu, ktery je umistén

v ohniskové roviné. Svétlo, které je emitované, prochdzi objektivem, dichroickym

Spinning disk konfokalni mirkoskop Yokogawa CSU-X1

Obijektiv Plan—Apochromat 63x/1.40 Oil M27

celkové zvétseni mikroskopu 630x

NA 1.4

Svételny zdroj Halogenova lampa (moéd pro prochazejici

svétlo), AOTF1.LaserLinel pro Hoechst (404—
406 nm), AOTF1.LaserLine2 pro TMPyP
(560-562 nm), AOTF1.LaserLine3 pro
MitoTracker/LysoTracker ~ (487-489  nm)
(fluorescencni mod)

Intenzita svételného zdroje 50 %
velikost pinhole 50 pm
Skenovaci mod Z rovina
Nekonfokalni snimky DIC
Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop Olympus FVV3000
Objektiv UPLXAPO 40x suchy
Celkové zvétSeni mikroskopu 400x
NA 0.95
Svételny zdroj Excita¢ni laser 1 pro Hoechst (405 nm), 2 pro

MitoTracker/LysoTracker (488 nm), 3 pro
TMPyP (445 nm)

Intenzita svételného zdroje 100 %
Skenovaci méd XY
Nekonfokalni snimky DIC

Tab. 2 Nastaveni konfokalnich mikroskopti
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zrcadlem, bariérovym filtrem a druhou konfokélni clonou, kterd odfiltruje svétlo
pochézejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu. Takto upravené emitované svétlo pak
dopada pted fotonasobi¢. Obraz neni tvoien najednou, ale bod po bodu. Snimaji se
jednotlivé optické body v roviné XY, ale také jednotlivé optické fezy z osy Z. Omezenim
CLSM je nizka rychlost snimani preparatu. Tento typ mikroskopie tedy neni vhodny
pro studium procesi v zivych bunkéach, které se odehravaji viadu milisekund
(Ockleford, 1995; Sedlarova, 2010)

Spinning disk konfokalni laserova mikroskopie je modifikaci klasické konfokalni
mikroskopie, kdy se vyuziva systému clon, které¢ jsou spirdlovité¢ seskladané v rotujicim
disku, ktery je znamy také jako Nipkowoviv kotou¢. Jako zdroj svétla se zde pouziva
laser, ktery je z tenkého paprsku rozprostien na celou délku Nipkowového kotouce. Misto
skenovani jednoho bodu v ¢ase, jako je tomu u CLSM, zde dochazi ke skenovani témét
tisic bodl v ¢ase. U klasické spinning disk mikroskopie se nachazi tyto kotouce dva,
pfi¢emz prvni z nich slouzi jako kolekce malych mikrococek, které koncentruji svétlo
do druhého kotouce. Timto se vyrazn¢ zvySuje pomér signdlu a Sumu, a dochazi tak
k odstranéni nespecifického signalu. Tato metoda je idedlni pro procesy, které probihaji
v bunikach rychle. Je zde sice velmi vysoka frekvence osvétleni, ale realné dostava kazdy
bod mnohonisobné¢ meéné intenzity svétla, ¢imz odpada problém fototoxicity a
fotovypalovani bunék (Ockleford, 1995).

Pro nekonfokalni pozorovani byla pouzita mikroskopie s diferencnim
interferen¢nim kontrastem (DIC), taktéz znama jako Normanského interferenéni kontrast,
kdy se zvétSeny obraz vzorku jevi jako osvétleny trojrozmérny objekt. Jedna se
o mikroskopickou techniku, kterd se pouziva ke zvyraznéni kontrastu nebarvenych
vzorkll. Nepolarizované svétlo vstoupi do mikroskopu, kde je polarizovano polarizatorem.
Nasledné projde Wollastonovym hranolem, kde je rozdéleno na své€ slozky, které pak
prochézeji ptes kondenzor, ktery oba paprsky zacili na preparat a nasledné na objektiv.
Preparat je tak ozafovan dvéma koherentnimi paprsky, pficemz jeden ma 0° polarizaci a
druhy 90°. Proménliva tlouStka preparatu zpiisobi posun ve fazi jednoho paprsku oproti
druhém, vzniknou tak dva stejné obrazy objektu, které jsou vici sobé fazoveé posunuty.
Nasledn¢ prochazi oba paprsky druhym Wollastonovym hranolem, kde dochazi k jejich
rekombinaci do jednoho polarizované¢ho paprsku a ke srovnani fazovych rozdila v celé
plose obrazu, coz vede k interferenci. Nasledné se urcitd mista snimku jevi jako svétlé,

respektive tmavé, v zavislosti na odli$né optické draze (Murphy D., 2001)
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Prvnim krokem byla aplikace fotosensitizéru TMPyP s koncentraci 9,6 uM.
Fotosenzitizér TMPyP je excitovan v oblasti 420 nm a jeho maximalni emisni pik je
650 nm, detekujeme tedy Cervenou fluorescenci. Po aplikaci fotosenzitizéru na danou
bunécnou linii nasledovala 24hodinova inkubace v inkubatoru pii 37 °C a 5% atmosféte
COz. Nasledovalo promyti v PBS a ozafeni LED diodovym zafi¢em po dobu 3 minut a
30 sekund s hustotou energie 5 J.cm™. V ptipadé experimentu bez ozafeni byl tento krok
vynechan a bunky byly pouze promyty v PBS. Nasledné byly buiky piipravené
na barveni. Na vizualizaci bunéénych jader, respektive nukleové kyseliny, bylo pouzito
Hoechstovo barvivo 33258 s koncentraci 9,3 uM. Excitace/emise barviva Hoechst 33258
je v oblasti ~377/451 nm. Pro barveni mitochondrii bylo zvoleno barvivo MitoTracker
Green FM s koncentraci 200 nM. MitoTracker Green FM je zelené fluorescencni barvivo,
které pasivné difunduje pfes plazmatickou membranu a je specifické na mitochondrie
zivych bun€k nezavisle na membranovém potencidlu. Excita¢ni/emisni spektrum je
~490/516 nm. Na barveni lysozomt bylo pouzito barvivo LysoTracker Freen DND-26
s koncentraci 75 nM. LysoTracker Green DND-26 je zelené fluorescencni barvivo,
kterym lze obarvit kyselé¢ bunééné kompartmenty v zivych buiikach. Excita¢ni/emisni
spektrum tohoto barviva je ~504/511 nm. Protoze LysoTracker Green DND-26
1 MitoTracker Green FM poskytuji emisi ve stejné oblasti spektra a nebylo by mozné je
od sebe rozlisit, bylo nutné tyto dvé barviva od sebe fyzicky oddélit ve dvou separatnich
experimentech.

Inkubace s barvivy v inkubdtoru nastaveném na 37 °C a 5 % COz trvala 20 minut a
poté bylo barvivo né€kolikrat promyto v PBS. Nasledné¢ byly pfipraveny preparaty
pro pozorovani konfokalnim mikroskopem. Snimky buné¢k, u kterych byla aplikovana
PDT, tedy byl ptidan fotosensitizér a nasledné ozéten, byly ziskany jiZ hodinu po ozafeni.
V ptipadé kontrol byla pfidana jednotliva barviva k bunikach, do kterych nebyl aplikovan
fotosensitizér a nebyly ozafeny, ptipadné k bunikach, do kterych taktéz nebyl aplikovan

fotosensitizér, ale byly ozareny.
2.2.6 Kolokalizace

Kolokalizace znamena vzajemny vyskyt dvou signalii na dvou snimcich. V ptipadé této
diplomové prace se jednd zejména o kolokalizaci fotosensitizéru TMPyP s bunénymi
jadry, lysozomy ¢i mitochondriemi. Pro ur€eni kolokalizace byl zvolem program Fiji
s pluginem Colocalization Threshold. Prvnim krokem pro sprdvnou kolokalizaci je

vymezeni pixell, které pfedstavuji dulezitd data. Nedtlezité pixely tak mohou byt

43



ignorovany, coz zrychli cely proces kolokalizace. Jednoduchy zptsob, jak odlisit dilezité
pixely od téch nedilezitych, je urceni prahu. VSechny pixely pod hladinou tohoto prahu
jsou pak povazovany za pozadi, zatimco pixely nad hladinou prahu jsou pouzity
pro kolokaliza¢ni analyzu. V pluginu Colocalization Threshold je prah uréen automaticky
na principu podle Costes et al. (2004). Touto metodou jsou determinovany dva prahy
pro dva kanaly teckového diagramu, pro které plati, ze Pearsontiv korelacni koeficient
pro pixely pod hodnotou téchto prahti je 0. Zaroven korelace vSech pixell, jejichz
intenzity jsou nad hodnotou téchto prahi, je vyssi nez 0. Prahova hodnota je tedy troven
intenzity, nad kterou jsou oba kanaly kolokalizované (ImagelJ, 2020).

Stupeii kolokalizace na snimku lze vyjadfit hodnotou koeficientu. Mezi nejvyznamnéjsi
koeficienty patii Pearsonliv korelacni koeficient a Mandersonovy koeficienty. Hodnota
Pearsonového koeficientu se pohybuje od +1 (vysoky stupeni korelace), pfies
0 (zadné korelace) az po -1 (anti-korelace). Sum z pozadi snimku zptisobuje sniZeni
hodnoty smérem k nule (Klouc¢ek, 2007).

Mandersonovy koeficienty byly popsany v praci Manders et al. (1993). Jejich
hodnota se nachazi v rozsahu od 0 do 1. Hlavni rozdil od Pearsonova koeficientu je, ze
tyto koeficienty vyjadiuji miru kolokalizace zvlast’ pro oba snimky. Jejich pouziti je
vhodné zejména tehdy, kdy se vyrazné¢ lisSi pocet objekti v danych snimcich.
Mandersonovy koeficienty byly definovany takto: M; procent objektii z prvniho snimku
kolokalizuje s objekty v druhém snimku, a naopak M: procent objektii z druhého snimku
kolokalizuje s objekty z prvniho snimku. V této praci jsou pro ureni kolokalizace taktéz
pouzity modifikované Mandersonov koeficienty, a to tM; (hodnoty nad prahem pro kanal
s fotosensitizérem) a tM> (hodnoty nad prahem pro kanal s mitochondriemi/lysozomy),
u kterych byla vypoctena hodnota s pouzitim nastavenych prahti (Kloucek, 2007).

Mimo koeficienty je kolokalizace vyjadiena i snimkem, ve kterém je zobrazena mapa
pixelt, ktera vypovida o Cetnosti pixeld v ptivodnich snimcich. Déle je mira kolokalizace
vyjadiena 1 teckovym diagramem, ktery je prolozen piimkou linedrni regrese
(Kloucek, 2007). Tato pfimka predstavuje zévislost y 0sy
(kanal pro mitochondrie/lysozomy) na x ose (kandl pro fotosensitizér) a slouzi tak
k ureni hodnoty prahu v druhém kandlu, kterd je pak pouZita pro urceni pfiblizné
hodnoty prahu v prvnim kandlu. Pfimka linearni regrese miiZze byt pozitivni
(hodnota osy x se zvySuje zaroven s hodnotou osy y, respektive hodnota osy x se snizuje
zarovein s hodnotou osy y) 1 negativni (hodnota osy x se zvysuje a zaroveil hodnota osy y

se snizuje, respektive hodnota osy x se snizuje a zdroven hodnota osy y se zvysuje). Tato
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kolokaliza¢ni analyza prostfednictvim te¢kového diagramu je provedena na bazi pixeld,
kde je kazdy pixel vynesen do diagramu na zaklad€ jeho intenzity v kazdém kanalu.
Teckovy diagram je rozdélen do ¢tyt pomysinych kvadrant. Kvadrant, ktery je umistén
vlevo dole, ptfedstavuje pixely s nizkou intenzitou v obou kandlech. Jsou zde zahrnuty
pixely pod hodnotou prahu pro oba kandaly. Tyto pixely jsou povazovany jako pozadi a
neberou se do uvahy v kolokaliza¢ni analyze. Kvadrant vpravo dole zndzornuje pixely
s nizkou intenzitou v kandlu na y ose (mitochondrie/lysozomy) a zaroven pixely
s vysokou intenzitou v kanélu na x ose (kanal pro fotosensitizér). Jsou zde tedy zahrnuty
pixely nad hodnotou prahu kanalu pro fotosensitizér a zaroven pixely pod hodnotou prahu
kanalu pro mitochondrie/lysozomy. Kvadrant vlevo nahote reprezentuje pixely s nizkou
intenzitou v kanalu na x ose (kanal pro fotosensitizér), tedy pixely pod hodnotou prahu,
a zaroven pixely s vysokou intenzitou v kandlu na y ose (mitochondrie/lysozomy), tedy
pixely nad hodnotou prahu. Kvadrant vpravo nahote ptedstavuje pixely s vysokou
intenzitou v obou kandlech, tedy pixely, které¢ kolokalizuji a jsou nad hodnotou prahu
v obou kandlech. Podle bodt, které se v teCkovém diagramu nachdzeji, 1ze kvantitativné
hodnotit i tésnost (silu) vzajemné zavislosti obou os. Tato sila je uréena podle toho, v jaké
blizkosti piimky linearni regrese se body nachdzeji. Pokud je tato pfimka ptesné
obklopena body, jednd se o perfektni zavislost. Pokud je pfimka linearni regrese tésné
obklopena body, jedna se o silnou zavislost. Jsou-li body v okoli ptimky linearni regrese
spiSe volné&ji, jedna se o mirnou zavislost. Body, které nenasleduji smér ptimky linearni
regrese znac¢i slabou zéavislost. Pokud se v te€Ckovém diagramu objevuji body naprosto
nahodn¢ a nenésleduji v Zadném ptipad¢ ptimku linearni regrese, neni mezi body osy y a

X zadna zavislost.
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3 VYSLEDKY

Vysledky pro ROS, MTT, ICs a singletni kyslik byly vyvozeny ze tii stejnych a na sob&
nezavislych experimentti, které probihaly pfi stejnych podminkéch.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je rozdélena do nekolika bloki.
V prvnim z nich byla métena produkce ROS na danych bunécnych liniich bez ozaieni
1 po ozateni. Po zméfeni produkce ROS byl ve stejném experimentu proveden i MTT test.
Z MTT testu byla taktéz byla zjiSténa hodnota ICso pro vSechny tfi bunécné linie.
V névaznosti na meteni produkce ROS bylo také provedeno méfeni produkce singletniho
kysliku po ozafeni.

Druhy blok je zaméfen na mikroskopii. Pomoci mikroskopu s fdzovym
kontrastem byly zobrazeny bunky, na které byly aplikovany jednotlivé kroky PDT zvlast
a poté dohromady. S vyuzitim konfokalni mikroskopie byla uréena lokalizace
fotosensitizéru TMPyP se zaméfenim na mitochondrie, lysozomy a jadro, a to bez ozareni
1 po ozéfeni. K potvrzeni lokalizace byla taktéz provedena kolokaliza¢ni analyza.

3.1 Meéreni produkce ROS a MTT test

Aplikace PDT vyzaduje pfitomnost tii slozek, a to kysliku, fotodynamicky aktivni latky
a ozafeni ptisluSnou vlnovou délkou, ktera je shodné s absorpénim maximem konkrétniho
fotosensitizéru. Pro méfeni produkce ROS bez ozafeni bylo nutné provést experiment,
kde byl krok ozéafeni vynechéan. Pro experiment s ozafenim musely byt pfitomny vSechny

t1 slozky PDT.
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3.1.1 Bez ozareni

Vysledky zexperimentu bez ozéafeni naznacuji, ze samotny fotosensitizér a kyslik
nezapii€ini usmrceni bun€k. Produkce ROS u HeLa bunécné linie je neménna u vSech
pouzitych koncentraci (Obr. 14 A). Jisté mnozstvi ROS je pfirozené ptitomné v buiikach
a jeho mnozstvi se neméni v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru. Z MTT testu
pro HeLa buné&€nou linii 1ze vy¢ist, Ze v daném experimentu bez ozafeni nebyla nijak
vyrazn€ snizena viabilita bunék v zavislosti na koncentraci pouzité¢ho fotosensitizéru
(Obr. 14 B). Mirmé odchylky v produkci ROS ¢i ve viabilit¢ bunck lze ptisuzovat

manipulaci s buitkkami.
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Obr. 14 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii HelLa bez ozareni
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U G361 bunécné linie lze pozorovat stejny trend jako u linie HelLa. Samotny
fotosensitizér TMPyP nezapficinil narist ROS pifi zddné z pouzitych koncentraci
(Obr. 15 A). MTT testem bylo zjiSténo, Ze viabilita bun¢k je v urcitych ptipadech mirné
sniZzena nezavisle na koncentraci fotosensitizéru (Obr. 15 B). Stejné jako v pfedchozim
pripad¢, tuto ztratu na viabilité bun€k pfisuzuji faktortim jako je manipulace s bunécnou

linii a nestalé teploté, které byly bunécné linie vystaveny b&hem samotné aplikace

fotosensitizéru.
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Obr. 15 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii G361 bez ozafeni
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Chovani nenadorové linie NIH3T3 na pfitomnost fotosensitizéru bez ozateni neni nijak
vyznamné¢ odlisné od nddorovych linii. Co se ty¢e produkce ROS, u vSech pouzitych
koncentraci bylo zaznamenano minimalni zvySeni hladin (Obr. 16 A). Vysledky z MTT

testu naznacuji, Ze nedoslo k vyraznému sniZeni viability bunék (Obr. 16 B).
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Obr. 16 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii NIH3T3 bez ozafeni
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3.1.2 Po ozareni

Po akumulaci fotosensitizéru v danych koncentracich, ktery je nasledné ozaien 5 J.cm™
po dobu 3 minut a 30 sekund, dochdzi u bunééné linie HeLa k nariistu ROS v zavislosti
na koncentraci (Obr. 17 A). Z MTT testu vyplyva, ze viabilita bun¢k je taktéz snizena
v zavislosti na pouzité koncentraci fotosensitizéru TMPyP (Obr. 17 B). Snizujici se
viabilita bun€k v pfipad¢ linie HeLa tedy koreluje se zvySujici se produkci ROS

v zavislosti na koncentraci.
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Obr. 17 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii HeLa po ozafeni
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Po ozéafeni bunék linie G361 byla zaznamenana zvySena produkce ROS v zavislosti
na koncetraci fotosensitizéru (Obr. 18 A). Testem viability bylo zjiSténo vyrazné snizeni
Zivotnosti bun¢k zejména v ptipad€ pouziti vysokych koncentraci (0,8 uM az 3,2 uM),
kdezto viabilita HeLa linie byla markantné sniZena jiz pii pouziti koncentrace 0,2 uM

(Obr. 17 B, 18 B).

A Produkce ROS
450%
400%
= 350%
= 300%
8 500
2 250%
3 200%
S 150%
L 100%
50% I
0%
0025 005 01 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 0
Koncentrace TMPyP [uM]
B MTT test
120%
100%
X 80%
[+
= 60%
g
S 40%
20% i
0% L
0025 005 01 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2 0

Koncentrace TMPyP [uM]

Obr. 18 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii G361 po ozafeni
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Nenadorova bunécna linie NIH3T3 vykazuje po ozéfeni jen mirné zvySeni produkce

ROS (Obr. 19 A). Nicméné i v tomto ptipadé je zde pozorovan trend riistu produkce ROS
v zavislosti na koncentraci. MTT test prokéazal sniZeni viability buné€k této nenaddorové
linie vzhledem na zvySujici se koncentraci fotosensitizéru. Vyrazné snizeni viability
bun¢k bylo pozorovdno zejména pii pouziti vysokych koncentraci fotosensitizéru

(0,4 uM az 3,2 uM) (Obr. 19 B).
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Obr. 19 Produkce ROS a MTT test na bunééné linii NIH3T3 po ozafeni
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3.2 Hodnota ICs

Z namétenych hodnot MTT testu po ozaieni byly pro vSechny bunécné linie vypocteny
hodnoty ICso (Tab. 3). Tato hodnota byla ziskana pro vSechny tfi testované bunécné linie
zprumérovanim tii na sobé nezavislych méfeni po ozateni.

Pro bunécnou linii HeLa je tato hodnota 0,09 uM s odchylkou £0,03. Pfi pouziti
této koncentrace tedy dojde k 50% usmrceni bunck této nadorové bunétné linie.
Pfi pouziti blizké koncentrace k ICso pro bunéfnou linii HelLa dosSlo pouze
k minimalnimu nartistu ROS, zatimco viabilita bunék byla snizena o 50 % (Obr. 17 A, B).
Hodnota ICsp pro bunéénou linii G361 je 0,54 uM s odchylkou +0,07. V porovnani
s bunécnou linii HeLa je pro tuto linii potieba az 6krat vyssi koncentrace fotosensitizéru
TMPyP pro sniZeni viability bun¢k na 50 %. V tomto piipadé¢ byla naméfena vyssi
hladina ROS nez v pfipad¢ ICso u linie HeLa (Obr. 18 A). Pro bunécnou nenadorovou
linii NIH3T3 je hodnota ICso v oblasti 0,31 uM s odchylkou £0,01. Podobné¢ jako u linie
HeLa byla v ptipadé koncentrace ICso zjiSténa mirn€ zvysSend hladina ROS (Obr. 19 A)

s 50% snizenim buné¢né viability.

Buné&&na linie ICso [nM] TMPyP
HeLa 0,09+0,03
G361 0,54+0,07
NIH3T3 0,31£0,01

Tab. 3 Hodnoty ICso pro jednotlivé nadorové linie a nenddorovou linii pfi 5 J.cm> TMPyP
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3.3 Meéreni produkce singletniho kysliku

Pro méfeni produkce singletniho kysliku byly pouzity stejné podminky jako pro méfeni
produkce ROS. V piipad¢ experimentu bez ozéateni byl pouze aplikovan fotosensitizér
v dané koncentraci a nésledujici krok ozafeni byl vynechan.

V piipadé¢ experimentu bez ozateni byl u nadorové bunécné linie HeLa pozorovan
pouze mirny narist singletniho kysliku, ktery se zvySoval zaroven se zvySujici se
koncentraci fotosensitizéru (Obr. 20 A). U G361 nadorové linie nebyl zaznamenan téméet
zadny nartst singletniho kysliku (Obr. 20 B). Z grafu pro nenadorovou linii NIH3T3
muzeme pozorovat urcity narast hladin singletniho kysliku zejména v ptipad¢ vyssich
koncentraci (Obr. 20 C). V ptipadé hodnot ICso pro jednotlivé linie bylo naméfeno pouze
minimélni zvySeni hladiny singletniho kysliku. Z téchto vysledkl vyplyva, Ze hladiny
singletniho kysliku v bunkéch testovanych bunéénych linii mohou byt mirn¢€ zvyseny
v reakci na pritomnost samotného fotosensitizéru, aniz by doslo k jeho ozéteni.

Po ozafeni Ize u vSech tfi bunécnych linii pozorovat stejny trend ristu hladin
singletniho kysliku v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru (Obr. 21). Se zvySujici se
koncentraci fotosensitizéru se také zvySuje mnozstvi singletniho kysliku. U vSech tii
testovanych linii byl v ptipad€ koncentraci v oblasti ICso zaznamenan srovnatelny nartst
hladiny singletniho kysliku, ktery byl vys$i nez v pfipadé experimentu bez ozafeni

(Obr. 21).
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3.3.1 Bez ozareni
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Obr. 20 Produkce singletniho kysliku bez ozareni
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3.3.2 Po ozareni
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Obr. 21 Produkce singletniho kysliku po ozateni
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3.4 Vliv jednotlivych slozek PDT na morfologii bunék
Pro potvrzeni, ze pouze kombinaci tifi slozek PDT zptsobuje bunéfnou smrt, byl
proveden experiment, kde byly jednotlivé komponenty PDT zvlast' aplikovany
na bunécné linie. Pro porovnani byla na bunéénych liniich taktéz provedena terapie, tedy
pritomnost vSech tii slozek nutnych pro kompletni a G¢innou PDT. Pro zobrazeni
piipadnych morfologickych zmén bun€k byla pouzita mikroskopie s fazovym kontrastem.
Zivé buiiky HeLa linie maji za normalnich podminek typicky protéhly tvar a jsou
adherentni k plastovému povrchu mikrotitracni desky, na kterém rostou. Tento
morfologicky znak je pozorovatelny za podminek, kdy byl v builkdm pouze piidan
fotosensitizér v koncentraci 3,2 uM (Obr. 22 A) nebo kdy byly buiiky pouze ozafeny
5J.cm? bez aplikace fotosensitizéru (Obr. 22 B), piipadné za podminek aplikace
fotosensitizéru k buitkadm bez nasledného ozaieni (Obr. 22 C). V téchto ptipadech vzdy
chybéla jedna dillezita slozka PDT, bez které nemohla byt tato terapie G€inna a bunky
tedy vykazuji morfologii typickou pro Zzivé builky. Pouze v ptipadé kombinace
fotosensitizéru s ozatenim byly pozorovany urcité zmény spojené s bunécnou smrti
(Obr. 22 D). Bunky, které podléhaji nekroze jsou vétSinou vystaveny extrémnim
podminkam. V tomto pfipadé je jednou z extrémnich podminek velmi vysoka
koncentrace fotosensitizéru, pokud bereme v uvahu hodnotu IC50 pro linii HeLa, ktera
se pohybuje okolo 0,09 pM. Dale k nekrotickému zpiisobu bunééné smrti pfispiva i typ
experimentu, jelikoZ jsou buiiky kultivovany v monovrstvach a k apoptéze dochazi spise
hloubéji v tkénich. Je zde tedy ptedpoklad, ze bunécna smrt této nddorove linie probchne
procesem nekrozy. Nicmeéné pro PDT je typické, Ze bunééna smrt probiha prostfednictvim
apoptozy 1 nekrdzy. Pro nekrozu je typickd ztrdza membranové integrity, bobtnani
cytoplazmy a mitochondrii, bobtnani organel a celkova lyze buiiky. Mezi morfologické
znaky apoptozy patii naopak celkové smrsténi buiiky, kondenzace chromatinu, jaderny
kolaps, cytoplazmatické bobtnani ¢i tvorba apoptotickych télisek. Z pozorovanych
morfologickych znaki Ize pomoci fazového kontrastu rozpoznat naptiklad tvorbu vezikul,

které se v procesu nekrdzy objevuji u periferie buiiky (Obr. 22 D, bilé Sipky).
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Obr. 22 Bunky HeLa bunécné linie, métitko 50 pm
(A) bez ozafeni a bez pfitomnosti fotosenzitizéru
(B) po ozafeni bez pfitomnosti fotosenzitizéru
(C) s fotosensitizérem bez ozafeni
(D) s fotosensitizérem po ozafeni, $ipky poukazuji na tvorbu vezikul
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U linie G361 muzeme stejn¢ jako v pfipadé linie HeLa pozorovat adherentni buiky
s protahlym tvarem, které nepodléhaji bunééné smrti. Tento morfologicky znak je mozné
pozorovat v ptipadé, Ze buiiky nebyly ozafeny a nebyl k nim ptidan fotosensitizér
(Obr. 23 A), dale za podminek, kdy nebyl k buitkdm ptidan fotosensitizér, ale doslo
k ozateni (Obr. 23 B) anebo v piipadé, ze byl k buitkkdm pfidan fotosensitizér, ale nedoslo
k ozateni (Obr. 23 C). Na Obr. 23 B, kde jsou zachyceny buiiky po ozafeni, lze pozorovat
1 pocatecni fazi apoptdzy (Sipka) jako reakci na samotné ozafeni. TaktéZ je mozné
pozorovat obcasny vyskyt bunék s kulatym tvarem (hvézdicka na Obr 23 A, B, C). Jedna
se o bunky, které vykazuji znamky pozdni apoptdzy, nejsou adherentni a pohybuji se
volné¢ v médiu. Ptipadné mohlo u téchto bunck dojit k nespravnému pfichyceni
na plastovy povrch mikrotitra¢ni desky. Tento jev je Casty zejména u linie G361 a souvisi
sjeji zvySenou ndro¢nosti na kultivaci. V pfipadé kombinace fotosensitizéru a jeho
ozéafeni miizeme pozorovat vyrazné zmeény v bunécné morfologii (Obr. 23 D). Vzhledem
k pouzité koncentraci fotosensitizéru se da i v tomto ptipadé predpokladat, ze bunécéna

smrt zachycend na Obr. 23 D je nekroza.

Obr. 23 Bunky G361 bunééné linie, méfitko 50 um
(A) bez ozafeni a bez pritomnosti fotosenzitizéru, hvézdi¢ky poukazuji na kulovity tvar
bunek
(B) po ozafeni bez pritomnosti fotosenzitizéru, Sipka poukazuje na apoptotickou buriku
(C) s fotosensitizérem bez ozafeni
(D) s fotosensitizérem po ozafeni
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Bunécna nenddorova linie nevykazuje zadné morfologické znaky typické pro bunécnou
smrt v ptipadé¢, ze k buitkdm nebyl pfidan fotosensitizér a nebyly ozareny (Obr. 24 A),
pfipadné Ze byly pouze ozafeny (Obr. 24 B) nebo k nim byl pouze ptidan fotosensitizér
(Obr. 24 C). Tato buné&na linie vykazuje morfologické znamky stresu i v pfipad€ samotné
aplikace fotosensitizéru (Obr. 24 C), a to mirnym zakulacenim buné€k, coz by mohla byt
znamka pocatecni faze apoptdzy. V ptipad€, ze byl k t€émto nenddorovym buitkam
aplikovan fotosensitizér, ktery byl nasledné ozafen, l1ze pozorovat morfologické znaky
typické buné&cnou smrt (Obr. 24 D). Zejména se jedna o celkové zvétSeni builky a tvorbu

vezikul, coz jsou znaky typické pro nekrozu.

Obr. 24 Bunky NIH3T3 bunécné linie, métitko 50 pm
(A) bez ozafeni a bez pfitomnosti fotosenzitizéru
(B) po ozafeni bez piitomnosti fotosenzitizéru
(C) s fotosensitizérem bez ozafeni
(D) s fotosensitizérem po ozafeni, Sipky ukazuji na zvétSeny objem bungk, hvézdicky na
tvorbu vezikul
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3.5 Lokalizace a kolokalizace TMPyP

Studium lokalizace fotosensitizéru TMPyP bylo na zaklad¢ publikovanych poznatkl
(Patito et al., 2001; Luksiene, 2003) zaméteno zejména na bunécné jadro, lysozomy a
mitochondrie. Lokalizace fotosensitizéru byla studovana bez ozéfeni i po ozaieni. Taktéz
byly provedeny kontroly bez ozafeni i s ozafenim, kde nebyl aplikovan fotosensitizér
(Obr. 25-27). Kolokalizace fotosensitizéru byla v ptfipadé¢ experimentu bez ozéieni
provedena s mitochondriemi/lysozomy. U experimentu, kde byla aplikovana PDT, byla
provedena kolokalizace fotosensitizéru jak s mitochondriemi/lysozomy, tak i s jadry.
Dtivodem je postupné relokalizace fotosensitizéru z mitochondrii/lysozomt do jéadra.
Nicméné kolokalizace byla provedena u reprezentativnich bun€k zajmu, jeji interpretace
tedy mtze byt zkreslena.

Nejprve byly ziskany snimky kontrolnich bunéénych linii bez fotosensitizéru
s ozafenim i bez ozéfeni. K danym buiikkdm bylo pouze ptfidano barvivo pro obarveni
jader, mitochondrii ¢i lysozomt. Na snimcich kontrolnich bunék, které nebyly ozétfeny,
lze pozorovat, Ze samotné barvivo nezptisobuje bunéénou smrt (25-27 A, B, C). Stejné
tak i na snimcich s bunkami, které byly ozafeny a bylo k nim pfidano dané barvivo,

nedoslo k morfologické zméné indikujici bunéénou smrt (Obr. 25-27 D, E, F).
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Obr. 25 Negativni kontrola HeLa bunééné linie bez fotosensitizéru, metitko 100 pm
(A, B, C) kontrola s ozafenim 5 J.cm™

(D, E, F) kontrola bez ozateni

(A, D) vlevo fazovy kontrast, vpravo jadra

(B, E) vlevo fazovy kontrast, vpravo lysozomy

(C, F) vlevo fazovy kontrast, vpravo mitochondrie
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Obr. 26 Negativni kontrola G361 bunécné linie bez fotosensitizéru, méfitko 100 pm
(A, B, C) kontrola s ozafenim 5 J.cm?

(D, E, F) kontrola bez ozafreni

(A, D) vlevo fazovy kontrast, vpravo jadra

(B, E) vlevo fazovy kontrast, vpravo lysozomy

(C, F) vlevo fazovy kontrast, vpravo mitochondrie
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Obr. 27 Negativni kontrola NIH3T3 bunécné linie bez fotosensitizéru, métitko 100 pm
(A, B, C) kontrola s ozafenim 5 J.cm™

(D, E, F) kontrola bez ozateni

(A, D) vlevo fazovy kontrast, vpravo jadra

(B, E) vlevo fazovy kontrast, vpravo lysozomy

(C, F) vlevo fazovy kontrast, vpravo mitochondrie
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3.5.1 Bez ozareni
V piipad¢ experimentu bez ozafeni byl k buitkdm piidan fotosensitizér v koncentraci
9,6 uM. Po 24hodinové inkubaci lze zaznamenat jeho lokalizaci v mitochondriich
(Obr. 28, 30, 32) 1 v lysozomech (Obr. 29, 31, 33) u vSech tii bunécnych linii.

V ptipad¢ linie HeLa méa fotosensitizér tendenci se akumulovat i1 v periferii jadra
(Obr. 28 F, 29 F, sipka), coz je nejspise zpusobeno jeho velmi vysokovou koncentraci.
Kolokaliza¢ni analyzou byla zjisténa hodnota Pearsonova koeficientu pro mitochondrie a
fotosensitizér (= 0,173). Z kolokaliza¢ni mapy a teckového diagramu (Obr. 28 G, H) 1ze
usoudit, Ze kolokalizace fotosensitizéru a mitochondrii se zde nachazi, ikdyz jeji hodnota
neni nijak vysokd. Navic, intenzita pixeld v teCkovém diagramu piedstavuje frekvenci
pixeld reprezentujicich danou kolokalizaci. Cim vy3ii je frekvence pixelli s nizkou
intenzitou, které ptfedstavuji pozadi, tim vétsi je kvandrant vlevo dole a tim jasngjsi je
barva, kterd se v ném nachazi. Z teckového diagramu s pozitivni ptimkou linearni regrese
a s mirnou az nizkou zavislosti 1ze tedy vy¢ist, ze ¢ast predstavujici pozadi pro danou
oblast zajmu je relativné nizka (Obr. 28 H). Pomoci Mandersonovych koeficienti

(tM; = 0,3008) bylo potvrzeno, ze zde dochazi k vyssi kolokalizaci fotosensitizéru

Obr. 28 Linie Hela bez ozateni
A-DIC

B — Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Piekryv kanalu

F — Detail piekryvu

G - Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a
mitochondrii

H — Teckovy diagram

r=0,173

tM; = 0,3008; tM, = 0,1989

Snimky byly pofizeny konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem
Olvmpous FV3000

63



s mitochondriemi, neZ mitochondrii s fotosensitizérem (zM> = 0,1989).

Podle ocekédvani byla kolokaliza¢ni analyzou pro lysozomy a fotosensitizér potvrzena

kolokalizace, kterd je podle Pearsonového koeficientu (» = 0,390) dokonce vyssi nez v ptipade

kolokalizace mitochondrii s fotosensitizérem. Podle Mandersonovych koeficientli je mira

prekryvu fotosensitizéru s lysozomy (tM; = 0,4046) téméft identicka s mirou piekryvu lysozomu

s fotosensitizérem (tM2 = 0,4389). Vlivem vysoké koncentrace fotosensitizéru 1ze pozorovat jeho

lokalizaci ina periferii jadra (Obr. 29 F, Sipka). Hodnoty koeficientl jsou potvrzeny

i kolokaliza¢ni mapou a te¢kovym diagramem S mirnou az nizkou zavislosti. Teckovy diagram je

prolozen pozitivni pfimkou linearni regrese. Oblast predstavujici pozadi Vv levém dolnim

kvandrantu je relativné nizka, coz naznacuje nizky Sum pozadi (Obr. 29 H).

Fotosensitizér
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Obr. 29 Linie Hela bez ozafeni
A-DIC

B — Jadra

C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Piekryv kanali

F — Detail piekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a
lysozomu

H — Teckovy diagram

r=0,390

tM; = 0,4046; tM, = 0,4389

Snimky byly potizeny konfokalnim
laserovym  skenovacim mikroskopem
Olympus FV3000




G Mitochondrie

" Fotosensitizér

Obr. 30 Linie G361 bez ozateni

A-DIC

B — Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Ptekryv kanala

F — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a mitochondrii
G — Teckovy diagram

r=20,589

tM1 = 0,7928; tM2 = 0,7976

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1

Obr. 31 Linie G361 bez ozafeni
A-DIC

B — Jadra

C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Piekryv kanalt

F — Detail ptekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a
lysozomu

H — Teckovy diagram

r=0,290

tM1 = 0,5777; tM> = 0,6432

Snimky byly pofizeny Spinning disk
konfokalnim mikroskopem Yokogawa
CSU-X1

Fotosensitizér
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Linie G361 vykazuje bez ozafeni stejny trend, jako linie HeLa. Na ptikladu délici se
buiky (Obr. 30) Ize pozorovat lokalizaci fotosensitizéru v mitochondriich.
Na kolokalizacni map¢ 1 teckovém diagramu s pozitivni pfimkou linearni regrese a
s vysokou zavislosti 1ze pozorovat vysokou miru kolokalizace, pficemz oblast pozadi
v dolnim levém kvandrantu je odpovidajici (Obr. 30 F, G). Hodnota Pearsonového
korela¢niho koeficientu (» = 0,589) potvrzuje kolokalizaci. Mandersonovymi koeficienty
byla zjiSténa téméf identickd mira prekryvu fotosensitizéru s mitochondriemi
(tM; = 0,7928) i mitochondrii s fotosensitizérem (tM> = 0,7976).

Na Obr. 31 lze pozorovat lokalizaci fotosensitizéru v lysozomech bunék G361
linie bez ozafeni. Mira kolokalizace neni podle Pearsonova korela¢niho koeficientu pfilis
vysoka (r = 0,290), nicmén¢ Mandersonovymi koeficienty byla kolokalizace potvrzena.
Témto hodnotam taktéz odpovida kolokalizacni mapa a teckovy diagram s pozitivni
pfimkou linedrni regrese a s mirnou zavislosti. Oblast pozadi je velmi nizka

(Obr. 31 G, H).
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V ptipad¢ nenddorové bunécné linie byla taktéz pozorovana lokalizace fotosensitizéru
v mitochondriich (Obr. 32 F). Z typické kolokaliza¢ni mapy i z teckového diagramu je
ziejmé, ze se zde nachazi jista kolokalizace fotosensitizéru v mitochondriich, coz je
potvrzeno 1 Pearsonovym korelaénim koeficientem (» = 0,339) (Obr. 32 G, H).
Mandersonovy koeficienty poukazuji na to, Ze je zde o néco vyssi mira kolokalizace
mitochondrii s fotosensitizérem (tM> = 0,3880) nez fotosensitizéru s mitochondriemi
(tM;=0,3306). Z téckového diagramu s pozitivni piimkou linearni regrese 1ze pozorovat,
ze body piekryvu (kvadrant vpravo nahoie) jsou spiSe prostorové rozmisténé, coz je

zpisobeno nizsi hodnotou kolokalizace. Zavislost je tedy pomérné slaba. Zaroven oblast

pozadi vlevém dolnim kvandrantu je o néco vys$i, nez v predchozich piipadech

(Obr. 32 H).

______________

Obr. 32 Linie NIH3T3 bez ozateni
A-DIC

B —Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Prekryv kanali

F — Detail piekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a mitochondrii

H — Teckovy diagram

r=20,339

tM: = 0,3306; tM> = 0,3880

Snimky byly potizeny konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem Olympus FV3000

Fotosensitizér
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Stejné¢ jako v pfipad€ ostatnich bunéénych linii, i zde byla potvrzena lokalizace
fotosensitizéru v lysozomech (Obr. 33). Kolokalizacni analyzou bylo zjisténo,
ze kolokalizace fotosensitizéru a lysozomu je o néco vyssi nez v piipad¢ fotosensitizéru
a mitochondrii. Hodnota Pearsonového korela¢niho koeficientu (» = 0,597) ptredstavuje
pomérné vysokou miru kolokalizace. Z teckového diagramu s pozitivni ptimkou linearni
kolokalizace s mitochondriemi a oblast pozadi je taktéz velmi nizka (Obr. 32 H-33 H).
Mandersonovymi koeficienty byla zjisténa téméi identickd mira prekryvu fotosensitizéru

s lysozomy (tM; = 0,6963) a lysozomd s fotosensitizérem (tM> = 0,6812).

Lysozomy

Obr. 33 Linie NIH3T3 bez ozafeni

A-DIC
B — Jadra
C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Piekryv kanala

F — Detail prekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a lysozomu

H — Teckovy diagram

r=0,597

oy t™M: = 0,6963; tM2 = 0,6812

Snimky byly pofizeny konfokalnim laserovym
skenovacim mikroskopem Olympus FV3000

68



3.5.2 Po ozareni

V piipadé experimentu po ozafeni byl k buitkdm piidan fotosensitizér v koncentraci
4,8 uM. Po 24hodinové¢ inkubaci byly bunky s fotosensitizérem ozateny v 1 ml PBS
hustotou energie 5 J.cm™ po dobu 3 minut a 30 sekund LED diodovym zafi¢em. Nésledné
byly buiiky vlozeny do inkubatoru pii 37 °C a atmosféfe 5 % CO,. Po hodin¢ byly
piipraveny preparaty s zivymi buiikami a ihned néslednovala konfokalni mikroskopie.
Na snimcich lze zaznamenat jistou relokalizaci fotosensitizéru z mitochondrii/lysozomt
do jadra. Ztohoto divodu byla provedena kolokalizace fotosensitizéru jak
s mitochondriemi/lysozomy, tak i s bunéénymi jadry.

Na bunikéch linie HeLa lze jiz hodinu po ozéafeni sledovat pomérné silnou
lokalizaci fotosensitizéru v jadie, nicméné lokalizaci Ize zaznamenat i v mitochondriich
(Obr. 34). Pearsonovym korelacnim koeficientem byla potvrzena kolokalizace
fotosensitizéru v jadie (r = 0,415).

Hodnota Mandersonového koeficientu pro fotosensitizér a jadro (» = 0,6860) je
témert stejnéd jako pro jadro a fotosensitizér (0,6308). Teckovy diagram vykazuje spise
slabsi zavislost s pozitivni pfimkou linearni regrese. V levém dolnim kvandrantu Ize
taktéz zaznamenat znacny signal pozadi (Obr. 34 H).

Kolokalizacni mapou a teCkovym diagramem byla urena i mira piekryvu
fotosensitizéru a mitochondrii (Obr. 34 I, J), ktera je ponckud slabsi, nez v ptipadé¢
fotosensitizéru a jadra. Tomu odpovidd 1 Pearsonliv korelacni koeficient s hodnotou
r=0,261. Mandersonovymi koeficienty byl zjistén vétsi piekryv fotosensitizéru
s mitochondriemi (tM; = 0,6426) neZ mitochondrii s fotosensitizérem (tM, = 0,3797). Teckovy
diagram je prolozen pozitivni piimkou linearni regrese a vykazuje mirnou zavislost.
Nicméné, 1 v tomto ptipadé lze v levém dolnim kvadrantu detekovat jisty signal pozadi.

Po ozafeni lze u bunék vSech tifi linii zaznamenat zeleny signal
pro mitochondrie/lysozomy 1 vjadie, kde byl taktéZ zaznamenan Ccerveny
signal (Obr. 34-39 A-D, Sipky). Tento poznatek miiZe souviset s probihajicimi zménami

po ozaieni a bude blize rozebran v diskuzi.
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Fotosensitizér ' — Fotosensitizér

Obr. 34 Linie HeLa s ozafenim 5 J.cm

A-DIC

B — Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Piekryv kanalt

F — Detail ptekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jadra

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jadra

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a mitochondrii

J — Teckovy diagram fotosensitizéru a mitochondrii

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,415

tM: = 0,6860; tM2 = 0,6308

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a mitochondrie: r = 0,261

tM: = 0,6426; tM2 = 0,3797

Snimky byly potizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
A, B, C, D — Sipky poukazuji na struktury v jadfe, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo pro
mitochondrie
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Na buiikéach linie HeLa byla taktéZ zaznamenéana lokalizace fotosensitizéru v jadrech
1 v lysozomech po ozareni. Kolokaliza¢ni mapou a teckovym diagramem byla potvrzena
lokalizace fotosensitizéru v jadie s pomérné vysokou hodnotou Pearsonova korelacniho
koeficientu (» = 0,676) (Obr. 35 G, H).

Mandersonovy koeficienty popisuji vyssi korelaci jadra s fotosensitizérem
(tM>=0,9733) nez fotosensitizéru s jadrem (tM; = 0,9522). Kolokalizacni mapou a
teCkovym diagramem lysozomi a jadra (Obr. 35 I, J) je mozné zaznamenat jistou
kolokalizaci s hodnotou Pearsonova korelaéniho koeficientu » = 0, 283. Podle
Mandersonovych koeficienti je zde vyS$i piekryv fotosensitizéru s lysozomy
(tM; = 0,5318) nez lysozomu s fotosensitizérem (tM> = 0,3171).

Oba teCkové diagramy jsou proloZeny pozitivni pfimkou linearni regrese s mirnou
zavislosti. U obou teckovych diagramt 1ze také zaznamenat takzvané ,,outliers®, tedy
body lezici vyrazné mimo (Obr. 35 H, J, Sipka). Tyto body lezi ve sméru ptimky linearni
regrese, takze nijak vyrazné neovliviiuji vysledné koeficienty, nicméné jsou povazovany
za odchylku a neberou se do uvahy. Také zde 1ze zaznamenat tvorbu vezikul, které jsou
typické pro ranou fazi apoptdzy, ale vyskytuji se 1 u nekrozy (Obr. 35 E, Sipky). Vzniklé
struktury v jadie, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo pro lysozomy, jsou oznaceny

Sipkami (Obr. 35 A-D).
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iFotosensitizér

Obr. 35 Linie HeLa s ozafenim 5 J .cm_2

A-DIC
B — Jadra
C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Prekryv kanalt

F — Detail prekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jadra

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jadra

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a lysozomut

J — Teckovy diagram fotosensitizéru a lysozomu

Pearsontiv korela¢ni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,676

tM: = 0,9522; tM> = 0,9733

Pearsoniv korela¢ni koeficient pro fotosensitizér a lysozomy: r = 0,283

tM: = 0,5318; tM> = 0,3171

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
H, J — Sipky znazorfiuji body leZici vyrazné mimo piimku linearni regrese

E — Sipky znazorfuji tvorbu vezikul

A, B, C, D — Sipky poukazuji na struktury v jade, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo
pro lysozomy
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U Bunécéné linie G361 po ozareni byl pozorovan stejny trend lokalizace fotosensitizéru
jako u linie HeLa. Fotosensitizér je zde lokalizovéan piedevsim v jadie (Obr. 36 F, G),
¢emuz odpovida i Pearsonuv korelac¢ni koeficient s hodnotou » = 0,471. Lokalizace
fotosensitizéru byla zaznamenana taktéz v mitochondriich, nicméné v daleko mensi mite
(Obr. 36 I). Tomu odpovida i Pearsontiv korelacni koeficient s hodnotou » = 0, 156).

Mandersonovymi koeficienty bylo zjiSténo, ze zde dochézi k vys$simu pirekryvu
jadra s fotosensitizérem (tM> = 0,7094) nez fotosensitizéru s jadrem (tM; = 0,6499) a

zaroven se z vetsi ¢asti kolokalizuje fotosensitizér s mitochondriemi (¢tM; = 0,4228)
nez mitochondrie s fotosensitizérem (tM> = 0,2243).

Teckovy diagram je v obou piipadech prolozen pozitivni ptimkou linearni regrese

s mirnou zavislosti piipad¢ kolokalizace fotosensitizéru a jadra a s velmi slabou zavislosti
v piipad¢ kolokalizace fotosensitizéru a mitochondrii (Obr. 36 H, J). I v tomto pfipadé
byl zaznamenan ptekryv signall pro fotosensitizér a mitochondrie v jadie (Obr. 36 A, B,

C, D, F, sipka).
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Fotosensitizér | % Fotosensitizér

Obr. 36 Linie G361 s ozfenim 5 J.cm

A-DIC

B — Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Prekryv kanalu

F — Detail prekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jadra

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jadra

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a mitochondrii

J — Teckovy diagram fotosensitizéru a mitochondrii

Pearsoniv korelacni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,471

tM1 = 0,6499; tM> = 0,7094

Pearsontiv korela¢ni koeficient pro fotosensitizér a mitochondrie: r = 0,156

tM1 = 0,4228; tM, = 0,2243

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
A, B, C, D, F — Sipky poukazuji na struktury v jadfe, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo
pro mitochondrie
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Po ozateni byla u linie G361 taktéz zaznamenana lokalizace fotosensitizéru v lysozomech.
Nicméné, tato lokalizace byla minimalni, ¢emuz odpovidd i hodnota Pearsonova
korelacniho koeficientu (» = 0,074). Daleko vys$i hodnota Pearsonova korelaéniho
koeficientu byla opét ziskana v ptipad¢ lokalizace fotosensitizéru v jadie (» = 0,393).

Mandersonovymi koeficienty bylo zjisténo, Ze dochazi k téméf stejnému prekryvu
fotosensitizéru s jadry (tM; = 0,6301), jako jader s fotosensitizérem (tM> = 0,5487).
V ptipadé lokalizace fotosensitizéru v lysozomech bylo Mandersonovymi koeficienty
zjisténo, ze dochazi k vétsimu piekryvu lysozomil s fotosensitizérem (tM> = 0,3699)
nez fotosensitizéru s lysozomy (tM; = 0,1639).

Kolokalizace byla potvrzena i kolokalizacni mapou a teCkovym diagramem
(Obr. 37 G, H, 1, J). Oba teckové diagramy jsou prolozeny pozitivni piimkou linedrni
regrese s mirnou zavislosti v pfipadé kolokalizace fotosensitizéru a jader a s velmi slabou
zavislosti v pfipad¢ kolokalizace fotosensitizéru a lysozomi. I zde byly pozorovany
struktury v jadre, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo pro lysozomy (Obr. A, B, C, D,

F, L, sipky)
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Obr. 37 Linie G361 s ozafenim 5 J.cm

A-DIC
B — Jadra
C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Ptekryv kanala

F — Detail piekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jader

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jader

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a lysozomi

J — TeCkovy diagram fotosensitizéru a lysozomu

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,393

tM: = 0,6301; tM> = 0,5487

Pearsontiv korela¢ni koeficient pro fotosensitizér a lysozomy: r = 0,074

tM: = 0,1639; tM2 = 0,3699

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
A, B, C, D, F, | — Sipky poukazuji na struktury v jadte, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo
pro lysozomy
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I vptfipadé nenaddorové bunééné linie NIH3T3 po ozéfeni doSlo k akumulaci
fotosensitizéru zejména v jadfe, nicméné signdl pro fotosensitizér byl pozorovan
1 v mitochondriich. Hodnota Pearsonova korelacniho koeficientu pro kolokalizaci
fotosensitizéru a jadra je » = 0,802, zatimco hodnota tohoto koeficientu pro kolokalizaci
fotosensitizéru s mitochondriemi je » = 0,894.

Mandersonovy koeficienty popisuji, ze doslo k témét stejnému pirekryvu jadra
s fotosensitizérem (tM, = 0,9693) jako fotosensitizéru s jddrem (tM; = 0,9276), a zaroven byl
zaznamenan veétsi prekryv fotosensitizéru s mitochondriemi (tM: = 0,9655) nez mitochondrii
s fotosensitizérem (tM, = 0,7505).

Kolokalizace byla potvrzena i kolokalizaéni mapou a teCkovym diagramem
(Obr. 38 G, H, 1, J). Teckové diagramy jsou v obou piipadech prolozeny pozitivni pifimkou
linearni regrese s pomérné vysokou zavislosti v ptipad¢ kolokalizace fotosensitizéru s jadrem
(Obr. 38 H) a se spise nizsi zavislosti v ptipadé kolokalizace fotosensitizéru s mitochondriemi

(Obr. 38 J). Sipky znazoriuji struktury v jadie, kde se lokalizuje fotosensitizér a barvivo

pro mitochondrie (Obr. A, B, C, D, F).
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. Fotosensitizér

Obr. 38 Linie NIH3T3 s ozdfenm 5 J.om~

A-DIC

B — Jadra

C — Mitochondrie

D — Fotosensitizér

E — Ptekryv kanala

F — Detail piekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jadra

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jadra

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a mitochondrii

J — Teckovy diagram fotosensitizéru a mitochondrii

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,802

tM1 = 0,9276; tM> = 0,9693

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a mitochondrie: r = 0,894

tM1 = 0,9655; tM2 = 0,7505

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
A, B, C, D, F — Sipky poukazuji na struktury v jadre, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo
pro mitochondrie
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U nenadorové bunécné linie NIH3T3 byla pozorovana po ozafeni lokalizace
fotosensitizéru zejména v bunécnych jadrech, nicméné jeho urcitd frakce byla
zaznamenana 1 v lysozomech. Hodnota Pearsonova korelacniho koeficientu
pro kolokalizaci fotosensitizéru a jadra je » = 0,507, tedy pomérné vysoka. Zatimco
hodnota tohoto koeficientu pro kolokalizaci fotosensitizéru s lysozomy je » = 0,215.

Mandersonovymi  koeficienty byl potvrzen téméf identicky  prekryv
fotosensitizéru s jadrem (tM; = 0,8067) jako jadra s fotosensitizérem (¢/M> = 0,8322), a
zaroven byl zaznamendn vétsi prekryv fotosensitizéru s lysozomy (¢/M; = 0,6531) nez
lysozomt s fotosensitizérem (¢tM> = 0,4360).

Kolokalizace byla potvrzena i kolokalizaéni mapou a teckovym diagramem
(Obr. 39 G, H, I, J). Teckové diagramy jsou v obou piipadech proloZeny pozitivni
pfimkou linearni regrese. V ptipadé kolokalizace fotosensitizéru s jddrem (Obr. 39 H) 1ze
pozorovat urcitou zavislost, nisméné v ptipadé kolokalizace fotosensitizéru s lysozomy
nelze zaznamenat témét zadnou kolokalizaci, coz jen potvrzuje velmi nizkou hodnotu
Pearsonova korela¢niho koeficientu (Obr. 38 J). Struktury v jadfe, kde se hromadi

fotosensitizér a barvivo pro lysozomy, jsou oznaceny Sipkami (Obr. A, B, C, D).
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Fotosensitizér

Obr. 39 Linie NIH3T3 s ozafenim 5 J.crn_2

A-DIC
B — Jadra
C — Lysozomy

D — Fotosensitizér

E — Prekryv kanala

F — Detail ptekryvu

G — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a jadra

H — Teckovy diagram fotosensitizéru a jadra

| — Kolokaliza¢ni mapa fotosensitizéru a lysozomu

J — Teckovy diagram fotosensitizéru a lysozomu

Pearsontiv korelacni koeficient pro fotosensitizér a jadro: r = 0,507

tM: = 0,8067 tM2 = 0,8322

Pearsoniv korela¢ni koeficient pro fotosensitizér a lysozomy: r = 0,215

tM: = 0,6531; tM> = 0,4360

Snimky byly pofizeny Spinning disk konfokalnim mikroskopem Yokogawa CSU-X1
A, B, C, D — Sipky poukazuji na struktury v jadfe, kde se hromadi fotosensitizér a barvivo
pro lysozomy
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4 Diskuze
4.1 Meéreni produkce ROS a MTT test

4.1.1 Bez ozareni
Podle Patel et al. (2018) maji ROS dvoji ptisobeni. Prospésny méd ROS je spojen s jejich
vlivem na redoxni stav bunék, ale také se signalni funkci, kdezto ke skodlivym efektim
ROS dochézi pfi jejich nadmérné produkci vlivem nadbytku a/nebo nedostatecnosti
endogennich antioxidantti. Kontroly (0 uM koncentrace fotosensitizéru) v grafech
ziskanych z produkce ROS bez ozareni naznacuji, ze urcité mnozstvi ROS je ptirozené
pfitomné v bunkdch testovanych bunéénych linii, aniz by doSlo k ovlivnéni
intracelularniho prostiedi bunék aplikaci fotosensitizéru nebo jinou manipulaci
s buiikkami (Obr. 14-16 A).

Po 24hodinové inkubaci bunééné linie HeLa s fotosensitizérem nebyl v porovnéni
s kontrolou zaznamendn témét zadny narast ROS (Obr. 14). Nasledné provedenym MTT
testem bylo zjiSt€éno mirné snizeni bunécné viability nezavisle na koncentraci. Tato
redukce bunécéné viability vSak nebyla v porovnani s kontrolou nijak vyrazna. Velmi
podobné vysledky byly zaznamenény i v piipadé bunécné linie G361, kde nenastal viibec
zadny nartist ROS, zatimco bunécnd viabilita sniZzena nezavisle na koncentraci (Obr. 15).
Pozorovana redukce bunécéné viability G361 linie byla srovnatelna s linii HeLa. Podle
manipulaci pfi aplikaci fotosensitizéru.

Pouzitim sondy HoDCFDA vsak nebylo mozné detekovat vSechny typy ROS.
Touto sondou je mozné detekovat napiiklad peroxid vodiku, hydroxylové radikaly
nebo peroxynitrit. Neni vSak mozna napiiklad detekce singletniho kysliku, ktery vznika
behem druhého typu fotochemické reakce PDT. Vysledky naméfené pomoci této sondy
tedy nelze pokladat za kompletni, proto byla detekce singletniho kysliku provedena

v separatnim experimentu pomoci sondy SOSG.

4.1.2 Po ozareni

Po ozéfeni byl u linie HeLa pozorovan trend néartstu ROS v zavislosti na koncentraci
(Obr. 17 A). MTT test ukazal vyrazné snizeni bunécné viability, které bylo zavislé¢ na
koncentraci fotosensitizéru, pficemz u koncentraci 0,8-3,2 uM byla zaznamenana
minimalni hladina viability buné€k, u které jiz nedoslo k dalsi redukei (Obr. 17 B). U G361
linie je opét mozné pozorovat nartist ROS v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru

(Obr. 18 A). Viabilita bun¢k zde byla vyraznéji snizena az s vysokym narastem ROS
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u koncentraci 0,8-3,2 uM (Obr. 18 B).

U NIH3T3 linie po ozafeni doslo jen k minimalnimu naristu ROS v porovnani
s nadorovymi liniemi (17, 18, 19 A). Viabilita bunék této linie je, stejné jako v predeslych
piipadech, vyrazné snizena zejména pii pouziti velmi vysokych koncentraci (Obr. 19 B).

Kazda z testovanych bunécnych linii se 1isi v citlivosti na fotodynamickou terapii.
Vsechny bunécné linie byly péstovany v monovrstvach v in vitro podminkach, coz miize
také ovlivnit citlivost bunék k PDT. Podle Dos Santos et al. (2017) jsou zejména
nenadorové bunky péstované v monovrstvach citlivéjsi na PDT nez bunky kultivované
za uCelem formace sféroidu. Danéd koncentra¢ni fada fotosensitizéru poskytuje uréitou
variaci v produkci ROS u testovanych bunéénych linii. Naptiklad v ptipad¢ hodnot ICso
byla zaznamenana podstatné vysSi hladina ROS u G361 bunétné linie v porovnani
s liniemi HeLa a NIH3T3, kde byla hladina ROS srovnatelna.

4.2 Meéreni produkce singletniho kysliku

Fotodynamicka terapie je postavena na tvorbé vysoce reaktivniho singletniho kysliku,
ktery vznikd v druhém typu fotochemické reakce interakci fotosensitizéru, svétla a
molekularniho kysliku (Jarvi et al. 2012). Singletni kyslik, ktery patii do skupiny
reaktivnich forem kysliku, ma unikétni vlastnosti, diky kterym dochézi k oxidativni
modifikaci riznych biomolekul (Davies, 2003). Navic ma roli jako primarni mediator
nekrotické 1 apoptotické bunécné smrti zpusobené PDT
(Oleinick et al., 2002; Redmond a Kochevar, 2006). Ukolem singletniho kysliku a dalSich
ROS, které naopak vznikaji v prvnim typu fotochemické reakce, je eliminace
nezadoucich bunék. Hraji tedy pomérné velkou roli v efektivité¢ PDT. Samotnd oxygenace
tkan¢ je klicova pro uspésnou PDT a je potieba ji vénovat stejnou pozornost, jako
naptiklad distribuci fotosensitizéru nebo optickym vlastnostem dané tkané
(Jarvi et al. 2012). Pro ovéfeni, jaké mnozZstvi singletniho kysliku je produkovéano
po ozafeni byl navrhnut experiment pro tfi testované bunécné linie, kde byl aplikovan
fotosensitizér v dané koncentra¢ni fadé, ktery byl po 24hodinové inkubaci aktivovan.
Pro porovnani byl proveden stejny experiment bez ozafeni.

U detekce singletniho kysliku bez ozafeni nebyl pfedpokladany Zadny, piipadné
pouze minimalni narGst. U nadorové linie HeLa byl pozorovan nepatrny narust
singletniho kysliku, ktery se zda byt zavisly na koncentraci (Obr. 20 A). V piipadé
nadorov¢ linie byla hladina singletniho kysliku spiSe konstantni v porovnani s kontrolou

a pokud doslo ke zvySeni produkce singletniho kysliku, jednalo se pouze o minimalni
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zménu nezavislou na koncentraci fotosensitizéru (Obr. 20 B).

Po ozéfeni, tedy po aktivaci fotosensitizéru, ktery byl inkubovéan s buiikami
24 hodin, byl u vSech bunécnych linii pozorovan markantni narist singletniho kysliku
v zavislosti na koncentraci fotosensitizéru. Trend nartistu singletniho kysliku po ozareni
byl srovnatelny u vSech bunécnych linii. V pfipadé hodnot IC50 byla nameéfena
porovnatelnd hladina singletniho kysliku u v§ech testovanych bunéénych linii (Obr. 21).

Podle Riethmiiller et al. (2015) zpiisobuje intracelularni tvorba singletniho
kysliku po PDT s Photofrinem, coz je fotosensitizér druhé generace, bunécnou smrt
nezévisle na tom, zda se jedna o nadorové ¢i nenadorové builky. Toto tvrzeni Castecné
vysvétluje fakt, ze v tvorbé singletniho kysliku nebyl pozorovan zadny vyrazny rozdil
mezi nadorovymi liniemi a nenadorovou linii. Podle Kwiatkowski ef al. (2018) se
fotosensitizér akumuluje pfednostné v nadorové tkani. Lze tedy predpokladat, ze
v piipadé soucasného vyskytu nadorovych a zaroven i nenddorovych bunck, by byl
fotosensitizér vychytavan ve vétsim mnozstvi nadorovymi bunkami. V takovém piipadée
by bylo mén¢ fotosensitizéru pohlceno nenadorovymi buitkami a dochézelo by tak k nizsi
produkci singletniho kysliku. TaktéZ je znamo, ze vlivem disfunkénich mitochondrii
nadorovych bunék dochazi ke zvysené citlivosti téchto bun¢k na oxidativni stres, nez je
tomu u nenddorovych bunék s ptirozené nizsi hladinou ROS (Trachootham et al., 2009).

Je také potfeba brat v tivahu limitace, které pfinasi produkce singletniho kysliku
s pouzitim intracelularniho fotosensitizéru. Rozptyl svétla bunéénymi komponentami
totiz znemozinuje urceni piesné korelace mezi fotony, které se do buiiky dostanou a fotony,
u nichz dojde kabsorpci. Dale muze byt kvantovy vytézek singletniho kysliku
ovlivnén vazbou fotosensitizéru na proteiny, nebo samotnou agregaci fotosensitizéru
(Jarvi et al., 2006; Snyder et al., 2006; Pedersen et al., 2010).

Za hlavni faktor, ktery zplsobuje bunécnou smrt po ozafeni, je povazovan
singletni kyslik, ktery je generovan fotochemickou reakci druhého typu. AvSak i
fotosensitizéry, které generuji ROS prostfednictvim prvniho typu fotochemické reakce
mohou byt velmi efektivni (Ashur et al., 2009). Fotosensitizéry ale jen ziidka funguji
pouze prostfednictvim jednoho typu fotochemické reakce. Daleko castéji dochazi
k tvorbé smési singletniho kysliku a radikalt (Pattison et al., 2012). Mnoho studii
zduraznuje, ze vysokd uspéSnost PDT tkvi ve spolupraci ROS generovanych prvnim
typem fotochemické reakce (zejména Oy, HO-) a singletniho kysliku, ktery je
produkovan druhym typem fotochemické reakce (Dabrowski ef al., 2012). Dle vysledkt

uvedenych v této diplomové praci se na sniZeni viability bunc¢k po ozafeni podili jak
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singletni kyslik produkovany druhym typem fotochemické reakce, tak i jiné ROS
produkované prvnim typem fotochemické reakce.

4.3 Vliv jednotlivych sloZek PDT na morfologii bunék

Po ozéafeni miize dojit k bunéné smrti nekolika zplisoby. Velmi pfitom zalezi na typu
fotosensitizéru, typu nadoru a jeho lokalizaci ¢i pouzité hustoté energie. Obecné byla
pii PDT zaznamenana jak apoptoza, tak i nekrdza. Nicméné, v nékterych studiich byla
po ozafeni zaznamenana i paraptoza, coz je typ programované bunécéné smrti odlisny od
apoptdzy ¢i nekrozy. Avsak, stejné jako nekrdza je paraptéoza vyvolana bunécnym
poskozenim, konkrétné fotopoSkozenim endoplazmatického retikula. Typickym znakem
pro tento typ bunécné smrti je vakuolizace cytoplazmy (Kessel, 2019).

Pro uspéSnou PDT je zapotiebi tifi slozek, a to fotosensitizéru, kysliku
rozpusténého v bunikdch a svétla s pfislusnou vinovou délkou nutnou pro aktivaci
fotosensitizéru. Pro potvrzeni, ze samostatnd aplikace jednotlivych slozek neni
zodpovédna za bunécnou smrt, byl proveden experiment s vyuzitim mikroskopu
s fazovym kontrastem. Na snimcich, kde nebyl aplikovan fotosensitizér a zaroven
nedoslo k ozéfeni, 1ze pozorovat ni¢im neovlivnéné zivé buiiky u vSech tii bunéénych
linii (22, 23, 24 A). Tyto buiiky maji protahly adherentni tvar zvlast typicky pro kazdou
pouzitou bunécnou linii a jsou adherentni k plastové mikrotitracni desce. Na snimcich
po ozafeni 5 J.cm? po dobu 3 minut a 30 sekund lze u buné&k linie HeLa a NIH3T3
pozorovat stejnou morfologii jako v pfipadé vzorkli bez aplikace fotosensitizéru a bez
ozatfeni (Obr. 22, 24 B). AvSak, na snimku linie G361 se u nékolika bun¢k po ozéateni
vyskytuje typicky morfologicky projev bunécné smrti. Jedna se o vackovité vyrustky,
které vystupuji z bunétné membrany. Tento znak je sice typicky pro apoptodzu,
ale vyskytuje se 1 u pocatecni fazi nekrdzy. Vzhledem ktomu, Ze apoptoza je
programovana bunéfna smrt, zatimco nekroza je vysledkem bunééného poskozeni, je
velice pravdépodobné, Ze na snimku po ozéfeni je zachycena nekroza v pocatecni fazi.
Lze také zaznamenat kulovité bunky, které nejsou adherentni, a tedy doslo k jejich
odumfeni. Tento jev je typicky pro linii G361 a stejné€ jako tvorba vackl z membrany je
vysledkem vysSi citlivosti této bunécéné linie. Také byl zhodnocen vliv samostatné
aplikace fotosensitizéru k jednotlivych bunéénym liniim. Pro tento ucel byla vybrana
jednotna koncentrace 3,2 uM, kterd je vyrazn€ vysS$i nez hodnota ICso u jakékoli
z pouzitych bunéénych linii. U linie HeLa nebyla pozorovana Zadna morfologickd zména

bunck po pouhé aplikaci dané koncentrace fotosensitizéru (Obr. 22 C). Stejny vysledek
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byl zaznamenén i u linie G361, nicmén¢ u této linie se opét objevuji i buiky s kulovitym
tvarem, pro ktery je typickéa apoptdza (Obr. 23 C). U téchto bunék je velmi pravdépodobné,
ze doslo k bunécné smrti vlivem manipulace. U linie NIH3T3 doslo pfi dané koncentraci
fotosensitizéru po 24hodinové inkubaci k jisté morfologické zméné bunék v reakci na
pfitomnost dané latky. Tyto buiiky jsou sice stale adherentni, nicméné€ je mozné u nich
pozorovat znamky stresu jako je kulaceni bunék, coz je pti¢inou apoptdzy (Obr. 24 C).
I na tomto prikladu lze tedy pozorovat, Ze pokud nedochazi k ptednostni akumulaci
fotosensitizéru v nadorovych buikach, které nebyly v této nenadorové linii pfitomny,
fotosensitizér se akumuluje i v nenadorovych buikach. Zaroven pouzitd koncentrace,
ktera je priblizné 9krat vyssi nez ICso pro tuto linii, mohla zpisobila u téchto bunék
pozorované apoptotické zmeny.

Pouze v pfipadé¢ kombinace aplikace fotosensitizéru a jeho aktivace ozafenim
po 24hodinové inkubaci Ize pozorovat vyrazné morfologické zmény bunék indikujici
probihajici bunécnou smrt zpiisobenou PDT (Obr. 22-24 D). Tyto snimky, které byly
pofizeny piiblizn¢ hodinu po aktivaci fotosensitizéru, zachycuji pocatecni fazi nekrdzy,
tedy zejména zvétSené bunécné jadro a tvorbu vezikul u periferie burky.

Nicméng¢, i PDT v in vito a in vivo podminkach se zdsadné lisi, a to zejména proto,
ze vin vivo podminkach dochazi k nerovnhomérné distribuci svétla ¢i nehomogenni
akumulaci fotosensitizéru, coz nésledné vede k riznym bunéénym odpovédim lécené

tkané (Mroz et al., 2011).
4.4 Lokalizace a kolokalizace TMPyP

ZvySenou pozornost je potieba vénovat bunééné morfologii jadra a jadérka po ozéfeni.
Jadro je vysoce organizovana struktura, nicméné jaderné substruktury nejsou ohraniceny
membranami, ale jsou drzeny pohromadé interakcemi proteinti a nukleovych kyselin.
Nejvyraznéjsi z téchto substruktur je jadérko. Jadérko je mistem transkripce rDNA a
rRNA, ale také zde dochazi ke sklddani a maturaci ribozomii a ribonukleoproteind.
Po barveni jader fluorescencnimi DNA barvivy, jako je naptiklad Hoechst, 1ze jadérko
pozorovat jako tmavy region mezi intenzivné zabarvenym jadernym chromatinem. Je to
zpusobeno aktivni rDNA, kterd je rozprostiena v jadérku. V mnoha zivoc¢iSnych bunikach
je jadérko popséno jako trojdilnd struktura s drobnymi lehce zabarvenymi regiony, které
se nazyvaji fibrilarni centra. Fibrilarni centra hrani¢i s denznim fibrilarnim komponentem,
ktery je vyrazn€ obarven. Zbytek jadérka je vyplnén granuldrnim komponentem

(Shaw et al., 1995; Shaw a Brown, 2012). Jadérko se idi bunécnym cyklem a rozpada se
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na konci G2 faze s rozpadem jaderné membrany. K jeho slozeni dochazi s pocatkem
rDNA transkripce nasledujici G1 faze (Hernandez-Verdun, 2011). Jadérko je tedy mozné
pozorovat jen v interfazi, tedy mimo bunécné de€leni. Jadro lidské builky obsahuje
po mitdéze az deset jadérek, které pozd€ji splynou a jejich pocet se tak snizi
(Savino et al., 2001). Jadérko mé taktéz roli v odpovédi na stres (Boulon et al., 2010).
V nékolika studiich bylo zjisténo, Ze drdha zahrnujici P53 byla vyvolana mnoha
odliSnymi oSetfenimi, kterd byla zacilena na jadérko. Stresové podminky, jako je
naptiklad UV, hypoxie, tepelny Sok, nukleotidova deplece nebo chemoterapeutické latky
vyvolavaji aktivaci P53 a tim i stres jadérka (Rubbi a Milner, 2003). Morfologie a velikost
jadérka jsou spojeny s jeho aktivitou, ktera je pozménéna za stresovych podminek, kdy
vykazuje vysokou Skalu reorganizace. Mezi obecné morfologické zmény, které byly
pozorovany v souvislosti se stresem jadérka, patii redukce jeho velikosti a rozruseni, dale
tvorba tzv. jadérkovych cepicek ¢i jadérkovych kruhii a segregace, kterda je
charakterizovana kondenzaci s néslednou separaci fibrilarniho centra a granularniho
komponentu spolecné s tvorbou jadérkovych cepicek (Yang et al., 2018).

V souvislosti s ozafenim bunék po aplikaci fotosensitizéru lze u vSech tii
bunécnych linii zaznamenat morfologické zmény u jader. Jedna se o tvorbu jadernych
struktur, které byly pozorované jen v pfipadé experimentu po ozafeni
(Obr. 34-39 A, B, C, D). Je znamo, ze fotosensitizér TMPyP se po ozafeni relokalizuje
z lysozomi/mitochondrii do jaddra a jadérka a zplsobuje jeho oxidaci
(Tada-Oikawa S., 2009). Nicméné pouzitim barviva MitoTracker Green a LysoTracker
Green DND-26 byl ziskan faleSn¢ pozitivni signal v jiz zminénych strukturach jadra,
ktery znacil faleSné pozitivni kolokalizaci TMPyP a mitochondrii/lysozomt. Tento
artefakt se objevuje 1 v jinych studiich a mize byt zplisoben pozitivnim nabojem barviva,
které se tak vaZe na zaporny naboj nukleové kyseliny v jadérku. Také by se ale mohlo
jednat o intranukledrni inkluze, které byly pozorovany u mnoha nadorovych i
nenadorovych linii a jsou spojeny se stresovou bunéénou morfologii. Bylo potvrzeno, ze
tyto intranuklearni inkluze vznikaji v reakci na chemické latky (Olitsky a Harford, 1937).
Intranuklearni inkluze jsou vysledkem invaginace jaderné membrany a dojde tak
k pohlceni metabolicky neaktivniho materidlu z cytoplazmy dovnitt jadra (Rose, 1964).
Timto zpisobem, ktery je pravdépodobnéjsi nez vazba barviva na jadérko, by se tedy
mohl dostat fotosensitizér, ale také barvivo na mitochondrie/lysozomy z cytoplazmy do
jadra, kde zlistavaji zapouzdieny ve formé& intranuklearnich inkluzi. Tento trend byl ve

vys$$i mife pozorovatelny po ozaieni, coz miize souviset s vyvolanim stresu ozafenim, a
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tedy 1 aktivaci fotosensitizéru. Popisované bunééné struktury tedy mohou byt jadérka,
ktera jsou pozménéna vlivem bunécného stresu, anebo intranuklearni inkluze obklopujici
fotosensitizér a barvivo pro lysozomy/mitochondrie.

Typ bunécné smrti po ozaieni zavisi na pouzitém fotosensitizéru a jeho
koncentraci, hustoté energie pii ozareni, subcelularni lokalizaci fotosensitizéru a typu
bun¢k. Jelikoz byla pro konfokdlni mikroskopii zvolena velmi vysoka koncentrace
fotosensitizéru, je pravdépodobné, ze po ozéieni jsou buiiky na snimcich zachyceny
v procesu nekrézy. Mimo jiné morfologické znaky typické pro nekrotickou bunku je
velmi dobrym ukazatelem i bunééné jadro. Bunééné jadro mize pii nekrdze podstupovat
napiiklad karyolyzu, kdy dochdzi k degradaci DNA a chromatin v jadfe se tak vytraci.
TaktéZ ale mize dochazet ke karyorhyze, kdy se bunécné jadro zmensuje a rozpada se
az do uplného ztraceni. Pfipadné se mlize objevovat 1 pykndza jadra, tedy jeho smrsknuti
a kondenzace chromatinu (Kumar et al., 2010). V piipad¢ experimentu bez ozafeni byla
u vSech tfi bunéénych linii pozorovana neporusSena bunécna jadra (Obr. 28-33 B), coz
podporuje trvzeni, Ze u téchto bunék nedochazi pii pouhé aplikaci fotosensitizéru
k bunééné smrti. Nicméné, pouhou hodinu po ozafeni nebyla pozorovana u jader téchto
tfi bunéénych linii vyrazna zména, ktera by indikovala nekrézu, tedy nebyla pozorovana
pyknodza ani karyolyza (Obr. 34—-39 B). Pouze v ptfipadé nenadorové linie NIH3T3 byla
pozorovana jista zmé&na v morfologii jadra, ktera by mohla znacit karyorhyzu (Obr. 38 F).
V téchto ptipadech nebyla pozorovéana ani apoptoticka jadra. AvSak, ur¢ité morfologické
zmény bunék byly po ozareni pozorovany. Jedné se zejména o vakuolizaci cytoplazmy,
ktera byla pozorovana u vSech bunécnych linii po ozatreni (Obr. 34-39 A).

Bez ozéteni byla potvrzena kolokalizace fotosensitizéru v mitochondriich a
lysozomech. Na zakladé provedenych experimentl a nasledné kolokalizace 1ze pomoci
hodnot Pearsonova korela¢niho koeficientu vyvodit, Ze fotosensitizér se nachazel u linie
HeLa a NIH3T3 ve vétsim mnoZzstvi v lysozomech nez v mitochondriich. Naopak u linie
G361 byl zaznamenan ve vEét§im mnozstvi v mitochondriich. Po ozafeni se vétSina
fotosensitizéru relokalizovala z mitochondrii/lysozom do jader. Tento trend byl
pozorovan u vSech tii studovanych bunécnych linii. Zaroven hodnota Pearsonova
korela¢niho koeficientu pro kolokalizaci fotosensitizéru s jadrem po ozafeni se
po zprumérovani ze dvou experimentli u téchto tfi bunéénych linii nachazela v rozmezi
od r= 0,43-0,65. U linie HeLa a NIH3T3 byla zaznamenana téméf stejnd hodnota
Pearsonova korela¢niho koeficientu u kolokalizace fotosensitizéru s lysozomy, nicméné

ostatni hodnoty tohoto koeficientu se pomérné liSily v zavislosti na pouzité bunécné linii.
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Zejména u linie NIH3T3 byla Pearsonovym korelacnim koeficientem zjisténa az Skrat
vyssi lokalizace fotosensitizéru v mitochondriich, nez je tomu u linie G361, a 3krat
v porovnani s linii HeLa. Obecné lze zdanych hodnot Pearsonova korela¢niho
koeficientu vyvodit, ze fotosensitizér se nachazel piiblizn¢ ve stejném mnozstvi
v mitochondriich a v lysozomech u linie HeLa, zatimco u linie G361 bylo zjisténo asi
o polovinu vice fotosensitizéru v mitochondriich nez v lysozomech a u Linie NIH3T3
bylo zaznamenano 4krat vice fotosensitizéru v mitochondriich v porovnani s lysozomy.

Byla tedy potvrzena lokalizace fotosensitizéru TMPyP
v mitochondriich/lysozomech, a to bez ozafeni i po ozéfeni. Stejny vysledek byl popsan
i ve studii Zhu et al. (2015), kde byla zjisténa lokalizace fotosensitizéru Ho-TMPyP jak
v mitochondriich, tak i v lysozomech bunék nasofaryngealniho karcinomu. Lysozomdlni
membrana se skldda zejména z glykoproteinli nesoucich zaporny naboj, na ktery se tak
vaze TMPyP s kladnym nabojem (Zhu et al., 2015). Biologické membrany jsou obecné
cilem PDT, coz vede k bunééné smrti nasledkem lokalniho oxidativniho poskozeni. Je
znamo, ze mitochondrie jsou zahrnuty v procesu apoptozy zprosttedkované PDT tim, ze
akumuluji fotosensitizér nebo aktivuji vnitini apoptotickou dréhu v reakci na poskozeni
ostatnich bunéénych struktur (Almeida et al., 2004; Nowis et al., 2005). Ve studii Inada
et al. (2007) bylo potvrzeno, ze dochazi k interakci mezi kationtovym porfyrinem TMPyP
a zaporné nabitou vnitini mitochondridlni membranou, coz souhlasi s vysledky, které jsou
uvedeny v této diplomové praci. Podle Kessel et al. (2000) navic existuje po ozareni
s fotosensitizérem, ktery se pfednostné akumuluje v lysozomech, interakce mezi
lysozomy a mitochondriemi vedouci k uvolnéni cytochromu c¢ s néslednou aktivaci
prokaspazy 3 vedouci k apoptoze. Nicméné, lokalizace fotosensitizéru TMPyP byla
potvrzena také v jadfe, a to zejména po ozateni, coZ je pravdépodobné zplisobeno asociaci
TMPyP s proteiny, které po oxidaci migruji do jadra (Patito et al., 2001).

Lokalizace fotosensitizéru se u nenadorové linie NIH3T3 nelisila od narodovych
linii HeLa a G361. Principem PDT je preferencni pifijem fotosensitizéru nadorovymi
bunikami z divodu jejich zrychlené metabolické aktivity, pficemz je fotosensitizér
nasledné aktivovan pfislusnou vinovou délkou svétla (Dougherty et al., 1998). Pokud je
tedy akumulace fotosensitizéru v nddorovych buikach preferencni, znamena to, ze
v urCité mife se dany fotosensitizér dostane 1 do nenddorovych bunek. Nicméné, vysledky
popsané v této diplomové praci byly ziskdny z bunéénych linii, které byly oddélene
kultivovany v mikrotitracnich deskach, a tedy zde nedochdzelo k pfednostnimu

vychytavani fotosensitizéru nadorovymi buitkami, pticemz do nenadorovych bun¢k by se
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dostala jen minimdlni ¢ast tohoto fotosensitizéru. Z tohoto divodu byla tedy
zaznamenana stejna lokalizace fotosensitizéru v nddorovych i nenddorovych bunikach.
Toxicita PDT zavisi predevSim na subcelularni lokalizaci fotosensitizéru
(Oliveira et al., 2011). JelikozZ je singletni kyslik vysoce reaktivni, misto jeho produkce
je zaroven i mistem oxidativniho poskozeni (Redmond a Kochevar, 2006). Je pfitom
vhodné, aby se fotosensitizér lokalizoval v mitochondriich, které obsahuji vysoké
koncentrace kysliku (Kurokawa et al., 2015). Bylo totiz zjisténo, Zze i1 nizkd hladina
singletniho kysliku produkovaného v mitochondriich je vice toxicka, nez vysoka hladina
singletniho kysliku v jadie (Rubio et al., 2009). PDT v kombinaci s fotosensitizérem
TMPyP je tedy povazovana za slibnou i z toho diivodu, ze po aktivaci fotosensitizéru

dochazi k jeho ¢astecné lokalizaci 1 v mitochondriich.
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5 ZAVER

Bylo potvrzeno, ze ur¢it¢ mnozstvi ROS je pfirozené pfitomné v bunikach. U buné¢k
bez ozareni, tedy s pouhou aplikaci fotosensitizéru, nebyl zaznamenan témetr zadny
nartist ROS, zatimco po ozéfeni byl pozorovan trend nartstu hladiny ROS u vSech
bunécnych linii. Mnozstvi vznikajicich ROS se 1i§i v zavislosti na testované bunécné linii.
Zatimco u G361 linie byl v ptipadé nejvyssi pouzité koncentrace zaznamenan nartst ROS
piiblizné az o0 350 %, u linie NIH3T3 byla hladina ROS zvySena asi 0 40 %. MTT testem
bylo prokézano snizeni viability bunék po ozafeni. Tato redukce Zivotnosti bunck je
zavisla na pouzité koncentraci fotosensitizéru, a tedy i na vznikajicich ROS. Po ozafeni
byl také zaznamendn markantni nértst singletniho kysliku u v§ech buné¢énych linii. Tento
nariist se 1iSil mezi jednotlivymi liniemi, nicméné u vSech linii byl v pfipadé nejvyssi
pouzité koncentrace vyssi jak 100 %. Z naméfenych dat je zfejmé, ze singletni kyslik
vznikd v souvislosti s aplikaci fotosensitizéru TMPyP a sjeho néslednou aktivaci
ozéafenim. Terapeuticky ucinek fotodynamické terapie je zaloZen na tvorbé ROS, zejména
pak na singletnim kysliku. JelikoZ intracelularni tvorba singletniho kysliku zptisobuje
bunécnou smrt nezavisle na tom, zda se jedna o nadorovou ¢i nenadorovou bunécnou linii,
byla u vSech testovanych bunécnych linii MTT testem zjisténa znacna redukce viability
bun¢k. Vin vitro podminkach tedy nedoSlo u nenddorové linie k preferenénimu
linie po ozafeni. Méfenim produkce ROS a singletniho kysliku byla tedy ovéfena
efektivita fotosensitizéru TMPyP na dané bunééné linie v in vitro podminkach.

Po aplikaci jednotlivych slozek PDT byla studovana morfologie bun¢k danych
linii v in vitro podminkach. Samotny fotosensitizér nemize vyvolat terapeuticky Uc¢inek,
a proto bez ptitomnosti této latky a bez nasledného ozéateni nedoslo k Zadnym zménam
v bunééné morfologii ani u jedné ztestovanych bunécnych linii. Po ozafeni bez
pfitomnosti fotosensitizéru nebyly pozorovany téméf Zadné morfologické zmény. Pouze
v ptipadé linie G361 bylo pozné pozorovat poc¢atek bunééné smrti prostifednictvim vackl
tvoficich se z buné¢né membrany. Pouha pfitomnost fotosensitizéru bez jeho nasledné
aktivace ozafenim zpusobila apoptotické zmeény pouze v piipadé nenadorové linie, coz
muze byt znamkou jeji zvySené citlivosti na piitomnost daného fotosensitizéru.
Ocekavané morfologické bunééné zmény byly pozorovany po aplikaci fotosensitizéru a
jeho nasledné aktivaci ozafenim. Po ozafeni dochédzi k bunééné smrti jak procesem

apoptozy, tak 1 nekrdzy. Nicméné vzhledem k pomérné vysoké koncentraci aplikovaného
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fotosensitizéru a k ozéafeni monovrstvy bunék doslo predev§sim k indukci nekrézy s
typickymi morfologickymi znaky jako je zvétSené bunééné jadro a bobtnaténi
plazmatické membrany.

Studium lokalizace fotosensitizéru bylo provedeno se zaméfenim na mitochondrie,
lysozomy a jadro bun¢k pomoci konfokalni mikroskopie. Bez ozatreni fotosensitizéru byla
pozorovana jeho lokalizace v mitochondriich i1 v lysozomech, nikoli vSak v jadre.
Nicméné po ozafeni ma fotosensitizér tendenci se relokalizovat z mitochondrii a
lysozomit do jadra, pficemz nebyl pozorovan rozdil mezi nadorovymi liniemi a
nenadorovou linii. Snimky, ze kterych byla ziskéna tato data, byly pofizeny pouhou
hodinu po aktivaci fotosensitizéru. Z tohoto divodu byla zaznamenéana i znacné Cast
fotosensitizéru v mitochondriich a lysozomech. Déle byly po ozafeni pozorovény jisté
morfologické zmény bunék u v§ech bunéénych linii. Jedna se pfedevs§im o intranuklearni
inkluze, které z cytoplazmy pohltily barvivo pro mitochondrie/lysozomy a fotosensitizér.

V této praci byly ovéfeny ucinky fotosensitizéru TMPyP na néadorové linie
v porovnani s nenddorovou linii. Z vySe uvedenych vysledkl lze tento fotosensitizér
povazovat za perspektivni pro fotodynamickou terapii. Nicméné pro urceni, zda jsou jeho
vlastnosti dostate¢né vhodné pro 1é€bu nadorovych onemocnénti, jsou potieba dalsi n vitro
1 in vivo experimenty. Pfinosem pro zvySeni G¢innosti PDT v kombinaci s TMPyP by
mohlo byt vyuziti liposomt jako nosici fotosensitizéru nebo konjugace fotosensitizéru

s protilatkami.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A Absorpce

AlF Apoptozu indukujici faktor

Akt-mTOR Protein kinaza B / savéi cil rapamycinu
AP1 Aktivatorovy protein 1

Apaf-1 Apoptoticky proteazovy aktivacni faktor 1
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APO2L/TRAIL
ATF6
Atg

Atg5
Atg6/Vps30
ATM
ATR
BAD
BALB/c
BAX
BCL-2
BCL—X,
BECN1
BH

BID
CDAMPs
CHK1/2
CMA
CM-H.DCFDA
CLSM
DAMPs
DCF

DIC
DISC
DMEM
DMSO
E2F1
elF2a
EIF2AK3
EIF2AK1
ERAD
ERK

F

FADD
FAS
FasL
GAAP
G361
GRP78
HDL
Hela
HIF

Hsp

IAP

IC

1Cso

ISC

IRE1
JNK
LED
LDL
M1/M,
tM1/tM2
MAPK
MBR

Apo2 ligand / TNF apoptozu indukujici ligand
Aktivovany transkripéni faktor 6

Geny spojené s autofagii

Autophagy related gene 5

S autofagii spojeny gen 6/ vakuolarni tfidici protein 30

Ataxia telangiectasia mutovany protein

Ataxia telangiectasia ptibuzny protein

BCL-2 antagonista bunécné smrti

Bagg a Albino mys$

Bcl-2 asociovany protein X

B—cell lymphoma 2

B-cell lymphoma extra large

Bcl-2 interagujici genovy produkt

Bcl-2 homology

Bcl-2 interacting-domain death agonist
Molekularni vzory asociované s buné¢nou smrti
Checkpoint kinaza 1/2

Autofagie zprosttedkovana chaperony
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
Molekularni vzory asociované s poskozenim

2' 7'-dichlorofluorescein

Diferencni interferencni kontrast

Death inducing signalling complex

Dulbecco’s modified Eagle’s medium

Dimethyl sulfoxid

Transkripcni faktor

Eukaryoticky transla¢ni faktor 2—a

Kindza 3 eukaryotického translacniho faktoru 2—a
Kinaza 1 eukaryotického transla¢niho faktoru 2—a
Degradace spojena s endoplazmatickym retikulem
Extracelularni signalem regulovana kinaza
Fluorescence

FAS associated death domain

Apoptozu stimulujici fragment

Fas ligand

Golgiho anti-apoptoticky protein

Bunécna linie lidského melanomu

Glukosou regulovany protein 78
Vysokodenzitni lipoproteiny

Buné&cna linie lidskych epitelialnich bunék z nadoru délozniho hrdla

Hypoxii inducibilni faktor

Proteiny teplotniho Soku

Inhibitory apoptozy

Vnitini konverze

Inhibi¢ni koncentrace s 50% ucinkem
Intersystémovy pfechod

Inositol vyzadujici enzym 1

C-Jun N-terminalni kinaza

Svétlo emitujici diody

Nizkodenzitni lipoproteiny

Mandersonuv koeficient 1 / Mandersonuv koeficient 2
Mandersonovy koeficienty vyuzivajici hodnotu prahu

Mitogen aktivovana protein kinaza
Membrane binding region
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MCF-7 Bunéc¢na linie nadoru prsu

MKP1 Mitogen aktivovana protein kindza fosfataza 1
MPTP Mitochondrialni pér ptechodné propustnosti
MS-2 Myeloidni fibrosarkom

MTT Thiazolyl blue tetrazolium bromid

mTORC1 Komplex 1 cilu rapamycinu u savéich bunék
NA Numericka apertura

NF-«B Nuklearni faktor kB

NF—1 Transkripcni faktor NFkB a AP-1

NIH3T33 Bunécné linie mysich fibroblastl
Nix/BNip3L Bcl-2/adenovirus E1B 19 kDa interagujici protein 3
NOXA Protein indukovany forbol-12—myristat—13—acetatem
P Fosforescence

P21 Inhibitor cyklin—dependentnich kinaz

P53 Tumor supresorovy protein

P73 Tumor supresorovy protein

PBS Phosphate buffered saline

PDT Fotodynamicka terapie

PS Fotosensitizér

PUMA P53 nadregulovany modulator apoptozy

r Pearsontv korelaéni koeficient

ROS Reaktivni formy kysliku

So Zakladni energeticky stav

Si23 Excitovany singletni stav

SAPK Stresem aktivovana protein kindza

SLC Transportér rozpustnych nosicti

SMAC/DIABLO Second mitochondria—derived activator of caspase/direct inhibitor of
Apoptosis—binding protein with low pl

SOSG Singlet oxygen senson green

T: Excitovany tripletni stav

TNFR Tumor necrosis factor receptor

TMPyP 5,10,15,20 — Tetrakis (1 — methyl — 4 — pyridinio) porphyrin tetra (p—
toluenesulfonat)

Tor Proteinovy cil rapamycinu

TORC1/2 Proteinovy cil rapamycinu komplex 1/2

TRADD TNFR-associated death domain

UPR Signalni drdha nesbalenych proteind

VEGF Vaskularni endotelialni rastovy faktor

VR Vibracni relaxace

XBP1 X-box vazajici protein 1

1A Singletni excitacni stav 1 molekularniho kysliku

Ny Singletni excita¢ni stav 2 molekularniho kysliku

Y Tripletni stav molekularniho kysliku
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