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1. Úvod a cíle práce 
Rakov ina je rozsáhlá skup ina onemocnění vyznačující se nekontrolovaným 

růstem buněk. Celosvětově je onkologické onemocnění jednou z nejčastějších 

příčin úmrtí, s téměř 10 mi l iony obětí v roce 2022. Po rakovině plic je druhým 

nejběžnějším onkologickým onemocněn ím rakovina prsu, která představuje 

jedno z nejzávažnějších o n e m o c n ě n í ž e n po celém světě (Ferlay et al. , 2021). 

Navzdory pokroku v diagnost ice a léčbě zůstává rakovina prsu stále významnou 

příčinou úmrtí. S narůstajícím povědomím o individuálním charakteru této nemoci 

se stává stále naléhavější potřeba hledat inovat ivní a efekt ivní terapeutické 

přístupy s min imálními vedlejšími účinky. 

Mezi s l ibné terapeutické metody patří fo todynamická terapie, která 

kombinuje aplikaci fotosenzit izéru s nás ledným ozářením světlem o vhodné 

v lnové délce. Tímto způsobem je selekt ivně cí leno na rakovinné buňky, přičemž 

se minimal izuje poškození okolních tkání a systémové vedlejší účinky. Právě 

schopnos tmin ima l i zova tnegat ivn í dopady na pacienty a zachovat kvalitu jejich 

života činí z této metody atraktivní alternativu v léčbě rakoviny prsu. 

Cílem této bakalářské práce bylo vypracovat literární rešerši na téma 

fotodynamická terapie a její využití v léčbě mal igních onemocnění . Tato rešerše 

zahrnova la s tud ium mechan ismu působení fo todynamické terapie, aktuálně 

používané fotosenzit izéry a jejich účinky, a také vhodnézdro je záření, které jsou 

klíčové pro úč innost této terapeutické metody. Cílem exper imentální části 

bakalářské práce pak bylo stanovit fo todynamické úč inky nových 

heterocykl ických s loučenin na l idské nádorové buněčné l inie odvozené od 

karcinomu prsu. Byly využity vybrané biologické a b iochemické metody, včetně 

práce s tkáňovými kul turami, s tanovení cytotoxicity, imunoblot t ing a měření 

reaktivních forem kyslíku, které jsou klíčové pro posouzen íúč inků fotodynamické 

terapie na rakovinné buňky. Posledním cílem práce bylo zanalyzovat a zpracovat 

získaná data a začleni t je do kontextu s publ ikovanými pracemi. 
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2. Fotodynamická terapie 
Fotodynamickáterapie (PDT) je léčebnámetoda používající světlo s vhodnou 

v lnovou délkou a lokal izovanou svět lo-senzit ivní látku, známou jako 

fotosenzit izér (PS), k léčbě mnoha vážných nemocí. Fotodynamická terapie 

pomáhá v současné chvíl i s léčbou jak nemal igních, tak mal igních onemocnění, 

jako je například rakovina plic, j ícnu, melanomy a nádory mozku. Příkladem 

nemal igních onemocnění pak může být věkem podmíněná makulární 

degenerace, ateroskleróza a psoriáza (Josefsen & Boyle, 2008). 

V případě mal igního onemocnění může být fo todynamická terapie použita 

samostatně, jako primární léčebný přístup, nebo v kombinaci s j inou konvenční 

léčbou (chemoterapie, rádioterapie, operace a imunoterapie) . Pokud je PDT 

kombinována s dalšími léčebnými postupy, jako je již zmiňovaná chemoterapie, 

rádioterapie a imunoterapie, může při nést ještě lepší výsledky než samotná PDT, 

nebo konvenční metody. Tímto způsobem se nejen ušetří na dávkách léků, ale 

také se sníží riziko vedlejších úč inků a může se dosáhnout ještě efekt ivnějšího a 

účinnějšího výsledku ve srovnání se samostatným využitím PDT (Gunaydin et 

al. , 2021). 

PDT vyžaduje tři klíčové složky - kyslík, PS a vidi telné světlo. PS zůstává 

neaktivní, dokud nenívys taven specif ické v lnové délce světla, která ho aktivuje. 

Pokud je aktivován určeným druhem světla, pak interaguje s molekulárním 

kyslíkem, který je u vnitř buněk, a vytváří reaktivní formy kyslíku. Reakt ivn í formy 

kyslíku jsou velmi cytotoxické. Jsou schopné způsobi t nejen poškození buněk, 

ale i mikrovaskulární poškození, což přispívá k další l ikvidaci mal igních buněk 

(Hopper2000) . 

2.1. Historie fotodynamické terapie 
Světlo jako takové je používáno k léčbě po staletí. První zmínky o použití 

světla můžeme najít j iž ve Starověkém Egyptě, Indii nebo Číně, kde se používalo 

k léčbě psoriázy, křivice, vit i l iga, rakoviny kůže, a dokonce i psychózy (Ackroyd 

et a l . 2001). Starověká egyptská kultura využívala kombinace extraktu z anýzu 

ve lkého (Amni majus) a s lunečního světla k léčbě leukodermy. Hlavní účinná 

látka obsažená v této rostl ině, psoralen, je dodnes využívána ve výzkumu i terapii 

této nemoci (Josefsen & Boyle, 2008). Starověcí Řekové také používali 
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slunečních paprsků k léčbě nemocí, a to především prostřednictvím helioterapie, 

tedy vystavení ce lého těla s lunc i . Za otce terapie s luncem je považován 

Hérodotos, který vyzdvihoval význam s lunění k obnovení ce lkového zdraví 

(Ackroyd et a l . 2001). 

V osmnáctém a devatenáctém století se léčba světlem dostala i do 

Francie.Zde ji využíval i převážně při léčbě tuberkulózy, křivice a svalové slabosti. 

0 pokrok ve fototerapii se dále zaslouži l dánský lékař Niels F insen , který zjistil, 

že červené světlo zabráni lo u léčby neštovic vzniku hnisavých puchýřků. Dalese 

také podílel na demonstraci fototerapie při léčbě kožní tuberkulózy (lupus 

vulgaris) pomocí světe lného záření. F insen byl za tento objev oceněn Nobelovou 

cenou v oboru fyziologie a lékařství v roce 1903 (Ackroyd et al . 2001). 

Fotodynamická terapie, jako ji známe dnes, se jako léčebná strategie 

objevila až v počátcích 20. století. Mezi první k l in ické apl ikace patřilo využití 

hematoporf i r inu (HpD)př i léčbě rakoviny močového měchýře (Kelly e ta l . , 1975). 

V roce 1978 doktor Dougherty s kolegy publ ikoval i k l in ickou studii , ve které 

zkoumal i úč inky PDT na 25 pacientech s primární i sekundárn í rakovi nou kůže. 

1 když se u těchto pacientů po podání látky HpD objevila nepří jemná kožní reakce 

na světlo, studie prokázala, že PDT může být úč inná při léčbě nádorů 

v případech, kde konvenční léčba selhala (Dougherty et al., 1978). 

Od roku 1978 byla publ ikována spousta studií, které dokazovaly účinnost 

fo todynamické terapie u různých typů nádorů. Ze jména kožní nádory se ukázaly 

jako ideální pro léčbu pomocí PDT, právě díky své poloze a snadné aplikaci 

světla (Ackroyd et al. , 2001). I přes známé úspěchy PDT jsou stále zkoumány 

nové s loučeniny a přístupy, které by mohly zlepšit její úč innost v klinické 

onkológi i . 

2.2. Mechanismus účinku 
V rámci fo todynamické terapie je pacientovi podávána senzibi l izující látka, 

známá jako fotosenzi t izér(PS). Tato látka může být apl ikována různými způsoby, 

například intravenózne nebo lokálně na kůži. Způsob podání velmi ovlivňuje 

distribuci v těle, a tedy i konečnou účinnost. (Do lmanse t al. , 2003; Yanovskye t 

al. , 2019). Po podání PS je látce umožněno di fundovat a nahromadi t se 

v buňkách nádoru . Tkáň je nás ledně ozářena světlem o v lnové délce 
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korespondující s absorbčním spektrem PS. Časové rozmezí mezi podáním PS 

a nás ledným ozářením je dáno druhem PS. Při ozáření dochází k absorpci 

fo tonu, což způsobuje přechod jednoho elektronu PS z nízkoenergetického 

s ingletového stavu S° do exc i tovaného singletového stavu S 1 . PS se v S 1 stavu 

nemůže účastni t reakce s buňkami , protože sin gleto výs tav PS má velmi krátkou 

životnost. Aby se elektron vrátil do původního stavu, může vyzářit získanou 

energi i ve formě f luorescence, nebo uvolnit teplo vnitřní p řeměnou . Alternativně 

může exci tovaný singletový stav projít intersystémovým přechodem za tvorby 

relativně dlouhotrvajícího exc i tovaného tr ipletového stavu V. Právě tento 

tripletový stav PS je pro fungovaní fo todynamické terapie klíčový. Tripletový stav 

látky může přímo reagovat s buňkami pomocí dvou různých typů r e a k c í - reakce 

typu I a II. (Foote, 1991 ; Chi lakamarth i & Gir ibabu, 2017; Kwiatkowski et al., 

2018). 

Reaktivní formy kyslíku 

Obrázek 1 ; Mechanismus fotodynamické reakce. Fotosenzitizér (PS) se hromadí 
v nádorových buňkách, absorbuje fotony (hv) ze zdroje světla o vhodné vlnové délce 
a přechází do krátkotrvajícího excitovaného stavu ( 1PS) 1].  1PS může ztrácet energii 
vnitřní konverzí na teplo 2 nebo vyzařováním světla fluorescencí 3.  1PS by se také mohl 
přeměnit na dlouhotrvající excitovaný tripletový stav ( 3PS) prostřednictvím procesu 
mezisystémové konverze 4. Kromě schopnosti návratu do singletového stavu ( 1PS) 
emisí světla (fosforescence) 5 může  3PS zahájit dva druhy reakcí se sousedními 
molekulami 6, 7. Výsledkem reakce typu I. 6 je přenos elektronu nebo protonu  3PS 
a vznik kyslíkových radikálů. Tyto radikály mohou interagovat s buněčným kyslíkem 
a vytvářet cytotoxické reaktivní formy kyslíku (ROS). Fotochemická reakce typu II 7 
iniciuje přenos tripletové energie  3PS na molekulární kyslík, což vede ke vzniku 
singletového kyslíku CO2), který ješitným oxidačním činidlem. (Mishchenko et al. 2022). 
upraveno 
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2.2.1. Reakce t y p u I 

Excitovaný tripletový stav PS přenáší energi i přímo na biomolekuly v jeho 

okolí. Mezi tr ipletovým stavem PS a rakov innou tkání se přenáší elektron, což 

umožňu je produkci reaktivního kyslíku ve formě superox idu, peroxidu vodíku či 

j iných kyslíkových radikálů jako je hydroxylový radikál. Superoxid je molekula, 

která obvykle není příliš aktivní a sama o sobě nezpůsobuje oxidatívni poškození 

v buňkách . Může však reagovat s j inými molekulami za tvorby reaktivnějších 

forem kyslíku (ROS) a tím přispívat k poškození buněk. Při reakci dvou molekul 

superoxidu a vodíku vzniká peroxid vodíku a kyslík pomocí enzymu 

superoxiddismutázy. Tato reakce se nazývá dismutace a je důleži tá právě pro 

tvorbu peroxidu vodíku. Superoxid může také reagovat s enzymy, jako je 

železnatá nebo manganová superoxiddismutáza, které také katalyzují konverzi 

superoxidu na peroxid vodíku a kyslík (Castano et a l . 2004). 

Peroxid vodíku je důleži tým reaktivním d ruhem kyslíku. Jestl iže peroxid 

vodíku interaguje s železnatým kat iontem, který se nachází ve všech buňkách, 

vzniká hydroxylový radikál. Hydroxylový radikál je jednou z nejvíce reaktivních 

molekul ROS vůbec. Je velmi nes tab i ln ía má velmi krátký poločas rozpadu. Po 

svém vzniku téměř okamžitě reaguje s jakoukol i molekulou v jeho okolí. 

Hydroxylový radikál může reagovat s organickými substráty, například 

s mastnými kysel inami, a vytvářet další reaktivní produkty (Castano et al. , 2006). 

Při iniciaci radikálové kaskády a nás ledné nadměrné produkci ROS dochází 

v b u ň c e k oxidačnímu stresu. V té chvíl i nejsou buněčné ant ioxidanty (glutathion, 

kataláza, superoxiddismutáza či vi tamíny C a E) schopny neutral izovat ROS 

v buňkách a dojde tak k poškození b iomolekul jako jsou lipidy, proteiny i DNA 

a dochází nás ledně k iniciaci buněčné smrti. Reakce typu I je méně běžná než 

reakce typu II a obvykle se vyskytuje pouze ve specif ických případech jako je 

nízká koncentrace kyslíku. (Castano et al. , 2004, 2006; Kwiatkowski et al. , 2018; 

Lukšiené, 2003). 

2.2.2. Reakce t y p u II 

V rámci reakce typu II je energ ie z tr ipletového stavu PS přímo přenesena 

na molekulový kyslík rozpuštěný vcy top lazmě. Molekulový kyslík se následně 

z tr ipletového zák ladního stavu excituje do s ingletového stavu. Tímto přenosem 

energie vzn ikne exci tovaná částice kyslíku - singletový kyslík. Singletový kyslík 
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má mimořádně si lné oxidační vlastnost i , díky kterým je schopen poškození 

proteinů, tuků a dalších molekul ve fotosenzibi l izované oblasti. Mezi důleži té cíle 

patří aminokysel iny v proteinech jako je cystein, meth ion in, tyrosin, histidin 

a tryptofan, dále také nenasycené lipidy nebo DNA (Berra et al. , 2010). I přes to, 

že všechny buňky mají mechan ismy na opravu oxidat ivního poškození , tak 

destrukce h lavních komponent buňky vede ke zn ičení buněk (Castano et al., 

2004; Foote, 1991 ; Kwiatkowski et al. , 2018). 

Reakce typu II je h lavním mechan ismem úč inku P D T a je odpovědná za 

biologický úč inek léčby. Singletový kyslík je totiž považován za primární 

terapeutický ROS. Bohuže l , reakce typu II je vysoce závislá na obsahu kyslíku 

v t k á n i . Proto obě reakce hrají roli ve funkčnost i terapie a mohou probíhat 

současně. V závislosti na podmínkách jako je pH, koncentrace kyslíku, 

dielektrická konstanta tkáně nebo struktura PS může být různý poměr reakcí typu 

I a II. (Ding e ta l . , 2 0 1 1 ; Kwiatkowski e ta l . , 2018; Robertson e ta l . , 2009) . 

2.3. Buněčná smrt ve fotodynamické terapii 
Fotodynamická terapie vede k přímé i nepřímé buněčné smrti. Mezi přímou 

buněčnou smrt se řadí apoptotická a neapoptot ická (nekróza a autofagie) 

buněčná smrt. Nepřímou buněčnou smrtí se pak rozumí poškození nádorových 

cév, které zásobují rakov inné buňky ž iv inami a kysl íkem. Poškození cév 

nás ledně vede k jejich celkovému ko lapsu, zastavení krevního toku do tkáně, 

hypox i i ,a nakonec k odumření tkáně (Staret al. , 1986). Jednot l ivé mechanismy 

úč inku jsou vyvolávány různými s ignálními drahami v závislosti na PS (dávce 

a intracelulární lokal izaci), intenzitě ozáření, d ruhu buněk, h ladině kyslíku a na 

použi tém protokolu léčby (Ch i lakamar th i&Gi r ibabu ,2017 ; Luo & Kessel , 1997). 
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Obrázek 2: Morfologie buněk podléhajících apoptóze, nekróze a autofagii. Apoptotická 
buňka vykazuje charakteristické smrštění buňky a apoptotická tělíska. Nekrotická buňka 
vykazuje rozšířené mitochondrie a buněčné organely v důsledku zvýšení propustnosti 
buněčné membrány pro malé nabité molekuly. Autofagická buňka s autofagosomy 
obsahujícími organely a cytoplazmu. (Chilakamarthi & Giribabu, 2017) upraveno 

2.3.1. A p o p t ó z a 

Apoptóza je programovaná buněčná smrt, která kontrolované zbavuje 

organismus poškozených či nepotřebných buněk. Proces je řízen aktivací 

cysteinových proteáz kaspáz a také endonukleáz. Během apoptózy dochází 

k pyknotizaci jádra, svraštění celé buňky a také ke tvorbě apoptot ických tělísek 

obsahujících f ragmenty buňky, která jsou nás ledně fagocytována. Jel ikož se 

jedná o buňkou kontrolovaný proces, tak je to energet icky náročný děj se 

spotřebou ATP (Alberts et al. , 2006). 

Proces apoptózy se skládá z in ic iační a efektorové fáze. Iniciační fáze 

může být spouštěna různými faktory, jako je porušení DNA, změna funkčního 

stavu mi tochondr i ínebo působením imuni tních buněk. Navození procesu může 

probíhat vnitřní či vnější apoptotickou cestou. Vni t řní cesta zahrnuje 

mi tochondr iá lníapoptot ickou dráhu, zatímco vnější cesta je akt ivována interakcí 

Fas a TNF l igandů imunitních buněk s receptory smrti na b u n ě č n é membráně 

(TNF-receptor, Fas-receptor). V rámci fo todynamické terapie se uplatňuje vnitřní 
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cesta aktivace apoptózy zahrnuj ící aktivaci kaspáz a endonuk leáz (Alberts et al., 

2006). 

Vni t řní cesta může být in ic iována řadou změn vedoucích k poškození 

DNA, nesprávným dělením buňky, stresem či přítomností ROS. V buňce se 

vyskytují faktory regulující apoptózu a to proapoptot ické (Bax, Bak) 

a antiapoptot ické faktory (Bcl-2, Bcl-XI) na vnější membráně mitochondr ie a pro 

buňku je nezbytné udržovat mezi nimi rovnováhu. V případě deregulace dochází 

kapoptóze. Při působení inhibičních faktorů Bim a Bid dochází k potlačení 

ant iapoptot ických a posílení úč inků proapoptot ických faktorů. Tento proces vede 

k vytvoření kanálů ve vnější membráně mi tochondr i ía uvo lněnícy tochromu C do 

cytoplazmy. Cytochrom C se váže na A P A F 1 (apoptotic peptidase activating 

factor 1), na které se nás ledně naváže kaspáza 9, čímž se vytvoří komplex 

apoptozom. Funkcí apoptozomu je vznik aktivní kaspázy 9, která aktivuje 

efektorové kaspázy 3, 6 a 7, jej ichž funkc í je nejen štěpení buněčných proteinů, 

ale také aktivace endonuk leáz účastnících se f ragmentace DNA (Alberts et al., 

2006). 

V rámci fo todynamické terapie s louží jako spouštěč apoptózy 

fo topoškozeníorganel po aplikaci PS a světla. Během prvních studi ímechanismů 

PDT bylo pozorováno, že mezi h lavní cíle fotopoškození patří mitochondrie. 

N icméně j i ž byly ident i f ikovány i da lš ísubce lu lárn íc í le pro PS jako je membrána 

endoplazmat ického retikula či lysosomy (Kessel & Oleinick, 2018). 

Při cílení PDT na mitochondr ie dochází k poškození antiapoptotického 

proteinu Bcl-2 a jeho nás ledné degradaci . Tento protein byl v roce 1999 

ident i f ikován jako cíl PDT (Kim et al. , 1999), při němž byl jako PS použit 

f ta locyanin hl iníku (Agarwal et al. , 1991). Bcl-2 vykazuje homologii 

s proapoptotickým proteinem Bax a jejich poměr přímo rozhodu jeo osudu buňky. 

Fotopoškození a degradace proteinu Bcl-2 vede k nadbytku proteinu Bax, který 

je nás ledně k dispozici pro interakci s mi tochondr iá ln ímembránou, ze které se 

u volní cytochrom c a spustí se apoptóza (Kim e ta l . , 1999). Další důleži tou studií 

potvrzující roli cí lení PDT na protein Bcl-2 byla studie z r a k u 2001 od týmu 

vedeného Kesselem (Kessel & Castel l i , 2001) . V jejich výzkumu byly použity tři 

různé mitochondriální fotosenzit izéry et iopurpurin (SnET2), porfycen (CPO) 

a temopor f in (mTHPC). Po ozařování těchto PS bylo pozorováno selektivní 

poškození proteinu Bcl-2, zvýšenípoměru Bax/Bcl-2 a spuštění apoptózy. Tento 
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exper iment j iž jen potvrdil klíčovou roli Bc l -2v iniciaci apoptózy v PDTsměřované 

na mitrochondrie (Kessel & Castel l i , 2001). 

Lysozomální fotopoškození také vede k buněčné smrti s apoptot ickým 

mechan ismem. Tento proces zahrnu je uvo lnění lysozomálních proteolytických 

enzymů do cytosolu, které způsobuje štěpení proapoptot ického proteinu Bid na 

proapoptický f ragment tBid. Tento f ragment nás ledně interaguje 

s mitochondr iemi za uvolnění cytochromu c a spouští apoptózu. K potvrzením 

této hypotézy byl použit specif ický inhibitor interakce mezi tBid a mitochondriemi, 

což vedlo právě ke zrušení apoptotické reakce při lysozomálním fotopoškození 

(Chiu et al. , 2010; Kessel , 2006; Reiners et al. , 2002) . 

2.3.2. Nekróza 

Nekróza je energet icky neregulovaný proces buněčné smrti postihující 

mnoho buněk či celou tkáň. V buňce dochází vl ivem vnějších faktorů, jako je 

hypoxie, infekce či působení jedů, k degradaci jaderné DNA s následným 

rozpadem jádra. Nekróza je dále doprovázena ztrátou funkce mitochondrií 

a endoplazmat ického retikula, což vede k potlačení energet ického metabolismu 

buňky. Dochází k bobtnání organel , a nakonec k rozpadu všech buněčných 

membrán. Rozpad vede k uvo lněn íobsahu buňky do okolí a vytvoření zánětl ivé 

reakce uvo lněním lysozomálních enzymů . V blízkém okolí buňky totiž dochází 

k deregulaci homeostázy, tvorbě ROS a aktivaci proteáz. 

V případě PDT- indukované buněčné nekrózy hraje h lavní roli právě 

proteolytická aktivita, n icméně konkrétní identif ikace proteáz a jejich substrátů je 

stále nedostatečně prozkoumaná. S tud ium faktorů a podmínek, které vedou 

k buněčné nekróze po PDT, nen í tak j ednoduché jako zkoumání faktorů 

vedoucích kapoptóze . Mezi klíčové faktory, které ovl ivňují iniciaci buďapoptózy 

nebo nekrózy po PDT, patří typ buňky, přítomnost nedotčených apoptotických 

mechan ismů, umístění a koncentrace fotosenzit izéru v buňce, dávka světla 

použi tá k aktivaci PS a h lad ina okysličení. (Castano e ta l . , 2006; Chi lakamarth i& 

Gir ibabu, 2017; Piette et al. , 2003) 

Vyšší dávky PS a vyšší intenzi ta záření způsobuj í větší poškození 

membrán a vedou právě k nekróze (Dell inger, 1996; Luo & Kessel, 1997). 

Jestl iže jsou PS lokal izovány v buněčné membráně, může proces ozáření vést 

ke ztrátě integrity buněčné membrány a rychlému vyčerpání intracelulárního 
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energet ického zdroje ATP (Kessel & Poretz 2000). Existuje také možnost, že 

vysoké dávky PDT mohou fotochemicky inaktivovat klíčové enzymy apoptotické 

kaskády, a tím donut i t buňku k nekrotické buněčné smrti. Po aplikaci PDT jsou 

prostřednictvím receptor-interagujícího proteinu 1 (RIP1) akt ivovány tumor 

nekrotizující faktor (TNF) a Fas receptory. Ty vyvolávají nekrózu právě v případě 

inakt ivacekaspáz (Berghe et al. , 2003). Dále také tvorba ROS je jednou z dalších 

příčin nekrózy při fo todynamické terapii. (Chi lakamarthi & Gir ibabu, 2017; Mroz 

et al. , 2011). 

2.3.3. Au to fag ie 

Autofag ie je proces buněčné samoregulace, který pomáhá buňkám přežívat 

a obnovovat se. Buňka tak dokáže udržet rovnováhu mezi syntézou, degradací 

a recyklací produktů (Kroemer & Jäättelä, 2005) . Autofag ie může být odpovědí 

na stres, h ladovění nebo zvýšený obsah ROS v buňkách (Chi lakamarthi & 

Gir ibabu, 2017). Existuje mnoho variant mechan ismu autofagie zahrnující 

lysozomální degradaci buněčných organe l . Autofagie začíná vytvořením váčků 

se zdvojenou membránou, známých jako autofagozomy. Tyto struktury obalí 

cí lovou poškozenou oblast vcy top lazmě a vytvoří vezikuly, kterými izolují svůj 

obsah od zbytku cytoplazmy. Veziku ly jsou nás lednět ranspor toványk lysozomu, 

se kterým se spojí v autofagolysozomy. V těchto strukturách je nás ledněje j ich 

obsah rozložen a recyklován lysozomálními enzymy (Mathew et al. , 2007). 

Autofagie usnadňu je l ikvidaci nežádoucích proteinů, organel a invazivních 

mikroorganismů. Dále také umožňujered is t r ibuc i živin z nepotřebných procesů 

na životně důleži té v době h ladovění nebo stresu, čímž přispívá k buněčné 

adaptaci na nepříznivé podmínky (Frangois et al., 2011 ; Chilakamarthi 

& Gir ibabu, 2017). 

Autofagie může mít jak protinádorové, tak pronádorové úč inky v závislosti 

na kontextu a fázi vývoje nádoru (Scherz-Shouval & Elazar, 2007). V souvislosti 

s fo todynamickou terapií bylo zjištěno, že autofagie může hrát klíčovou roli 

v odpovědi nádorových buněk . B e c l i n l , protein nezbytný pro proces autofagie, 

byl také ident i f ikován jako nádorový supresor. Autofag ie tedy může na začátku 

bránit růstu nádoru tím, že kontroluje buněčný cyklus a zabraňuje 

nekontro lovanému růstu buněk. N icméně v pokroči lých stádiích nádoru, může 

autofagie paradoxně podporovat růst nádoru tím, že poskytne zdroje energie pro 
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buněčné prežití v hypoxických nebo málo ž iv inami zásobených oblastech nádoru 

(Maiuri et al. , 2010). Obecně platí, že k indukci autofagie u buněk ošetřených 

PDT dochází nezávis le na apoptot ickém výs ledku, tedy může se projevit jak 

samostatně, tak v doprovodu apoptózy (Scherz-Shouva l& Elazar 2007; Buytaert 

et a l . 2006 ; Mroz e t a l . 2011). 

Autofag ie může také blokovat apoptotické dráhy a chráni t tím buňky před 

smrtí, která je indukovaná léčbou (Maiuri et al. , 2010). Nicméně, v některých 

případech, určité prot inádorové terapie mohou způsobi t autofagickou buněčnou 

smrt nádorových buněk . Z h lediska PDT je interakce s autofagií komplexní 

proces. Existuje řada faktorů, které ovlivňují, jak buňky reagují na tento 

terapeutický režim, mezi které patří typ nádorových buněk, použi tý PS, dávky 

světla a ROS (Sasnausk iene et al. , 2009). Jednou z pravděpodobných příčin 

účinnost i PDT v rámci vyvolání autofagické reakce může být snížení regulace 

Bcl-2. Tato změna nás ledně vede k uvo lnen ia aktivaci proautofagického proteinu 

Bec l inz komplexu Bec l in :Bc l -2(Pat t ingreeta l . , 2005). PS indukuj ícíautofagi icí l í 

především naendop lazmat ické ret ikulum, přesněji na již zmíněný protein Beclin. 

(Frango ise ta l . , 2011 ; Chi lakamarth i & Gir ibabu, 2017; Kessel, 2006; Mroz e ta l . , 

2011). 

2.4. Zdroje záření 
Při fo todynamické terapii se používá někol ik typů zdrojů záření, mezi které 

patří lasery, žárovky a laserové diody (Yanovsky et al. , 2019). Volba zdroje závisí 

především na absorpčním maximu PS, dále také na d r u h u , velikosti a umístění 

léze, a v nepos lední řadě na ceně a velikosti zdroje. H loubka průniku se zvyšuje 

ve vidi telné a blízké infračervené spektrální oblasti (Lath et al . 1996; Mitton 

& Ackroyd 2008). Optimálním světlem pro tkáně je světlo o v lnové délce 600-

1200 nm, n i cméně je používané světlo o maximální v lnové délce 800 nm. Delší 

v lnové délky nemají dostatečnou energi i pro zahájení fo todynamické reakce 

a tvorbu reaktivních forem kyslíku (Agostinis e ta l . , 2 0 1 1 ) . 

Mezi první používané zdroje ve fo todynamické terapii patřily nekoherentní 

světelné zdroje konvenčních lamp, které se využívaly ze jména v oblasti 

dermatologie. Laserové systémy začaly být preferoványzejména díky schopnosti 

generovat koherentní světlo s monochromat ickou v lnovou délkou. Tato vlastnost 
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usnadňuje výpočet světelné dávky, která je klíčová pro úč innost fo todynamické 

terapie a světlo lze také efekt ivně přivádět do obtížně přístupných míst pomocí 

optických vláken s př izpůsobi te lným hrotem pro ozařování cílových lézí (Mitton 

& Ackroyd 2008; Agost in is et a l . 2011). 

V minulost i byly velmi obl íbené argonové lasery, které jsou specifické 

především vysokým vstupním výkonem a možností upravování v lnové délky. 

Tato technolog ie však byla nák ladná, velká a vyžadovala komplexní chladicí 

a napájecí systémy. V současné době byly proto nahrazeny cenově 

dostupnějšími a mobilnějšími polovodičovými diodovými lasery. Tyto lasery 

nepotřebují externí ch lazení a vynikají svou spolehl ivostí . Diodové lasery mohou 

být spojeny s optickými v lákny a být tak ideálním zdrojem světla pro 

endoskopickou P D T Mohou být také použity k léčbě lézí na kůži , v ústní dutině 

a v nepos lední řadě i u adenomů hypofýzy (Marks et al. , 2000). Laserová terapie 

může být apl ikována pomocí optických vláken s di fuzními koncovkami k léčbě 

nádorů v močovém měchýři a trávicím traktu (Agostinis et a l . 2 0 1 1 ; Mitton 

a Ackroyd 2008). 

Dalším možným zdrojem používaným v PDT jsou lampy vyznačující se 

také vysokým výkonem. Mezi běžně používané typy lamp patří křemenné 

halogenidové lampy s wol f ramovým v láknem a xenónové obloukové lampy. 

Nejen cena, ale i údržba bývá u lamp levnější oproti laserům. Jednou z klíčových 

výhod lamp je jejich schopnost vyzařovat širší spektrální rozsah světla oproti 

laserům, což umožňu je širší aplikaci v PDT. N icméně pro konkrétní u žití lampy je 

vyžadována kombinace různých filtrů pro dosažení opt imálních v lnových délek. 

Lampy se také vyznačuj í snadnou manipulací, což z n ich činí ideální volbu pro 

léčbu rozsáhlejších kožních onemocněn í jako je nemelanomový karcinom kůže. 

Naopak výstup lampy nelze snadno spojit s malými optickými vlákny, an iž by se 

výrazně omezi l jejich výkon. Z těchto důvodů nen ímožné .aby byly lampy použity 

pro endoskopickou PDT (Brancaleon & Moseley, 2002). 

Další typ zdroje záření představují f luorescenční lampy, které vyzařují 

světlo v oblasti 400-450 nm. Tyto lampy umožňuj í dosáhnout stejné nebo vyšší 

účinnost i fo todynamického efektu při nižší koncentraci léčiva v tkáni, což může 

vést ke snížení vedlejších úč inků. Nicméně, kvůli omezenému průniku světla 

v této oblasti spektra, jsou lampy vhodné pouze pro léčbu povrchových kožních 
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lézí. Jejich výkon je nižší než u j iných zdrojů světla, ale i přesto jsou atraktivní pro 

kl in ické prostředí (Bissonnette et al. , 2000; Brancaleon & Moseley, 2002) . 

Další alternativou mohou být LED diody, které se vyznačuj í úzkou šířkou 

spektrálního pásma. Tyto diody nabízejí širokou škálu v lnových dé lekod UV po 

blízkou infračervenou ob las ta mají šířku pásma právě pouze 5-10 nm. Další 

výhodou je jejich relativně nízká cena, která umožňu je u spořádání v soustavách 

pro ozáření rozsáhlých ploch a snadnou přenosnost díky možnosti napájení 

bateriemi. LED diody jsou navíc i f lexibi lní, což umožňu je úč inné ozáření 

i v obtížně přístupných anatomických oblastech (Brancaleon & Moseley, 2002). 

2.5. Fotosenzitizéry 
Fotosenzit izéry (PS) jsou jedním z h lavních komponent fotodynamické 

terapie. Jsou to molekuly, které jsou schopny absorbovat světlo o určité vlnové 

délce, a tím vyvolat fo tochemickou reakci. Jel ikož jsou PS používané jako léčivo, 

je nutné, aby splňoval i určité vlastnost i , kterými jsou například vysoký stupeň 

čistoty látky, stabilita při pokojové teplotě a snadná rozpustnost v tělesných 

tkáních a tekut inách. Dále je důležitá fotochemická reaktivita pouze v přítomnosti 

specif ické v lnové délky světla a min imáln í cytotoxicita ve tmě. Mezi žádoucí 

vlastnosti pak patří dobrá rozpustnost ve vodě, snadná apl ikace pacientovi a také 

j e d n o d u c h á a levnáchemickásyntéza . (Agost in iset al. , 2 0 1 1 ; Kwiatkowski et al., 

2018; Macrabert et al. , 1989; Nyman & H y n n i n e n , 2004) . 

Fotosenzit izéry jsou děleny do tří skupin dle doby vzniku a jejich 

specif ických vlastností. Do první generace můžeme zařadit látky odvozené od 

porfyr inu, jeho deriváty hematoporfyr iny (HpD) (Schwartz et al. , 1955) a jeho 

analogy jako je Photofr in. Tyto látky byly vyvinuty v průběhu 70. let 20. století. 

S lab inou těchto PS je bohuže l nedostatečná specif i ta pro nádorovou tkáň 

a chemická čistota, nevhodné absorpční max imum (400-630 nm) a také jejich 

špatná penetrace do hlubších tkání. PS 1. generace vyvolávají kožnífototoxic i tu, 

která u pacientů přetrvává po dobu někol ika týdnů v podobě hyperfotosenzitivity 

kůže, kvůl i d louhému poločasu rozpadu PS. Pro jejich nevhodné vlastnost i , byly 

j iž na počátku 80. let 20. století zahájeny výzkumy nových látek. 

Mezi d ruhou generaci fotosenzit izérů se v současné době řadí deriváty 

hematoporfyr inu a j iné porfyr inům podobné syntetické struktury jako je 
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5-aminolevul inová kysel ina (ALA), dále pak chlor in či f ta locyanin. Druhá 

generace se vyznačuje vyšší chemickou čistotou, vyšším výtěžkem singletového 

kyslíku a lepším průnikem do hlouběj i u ložených tkání díky maximální absorpci 

ve v lnových délkách 650 -800nm, což je oproti m inu légenerac i význam nýbenef i t 

Kromě prokazatelně lepších vlastností je jejich pokrokem zmírnění vedlejších 

úč inků jako je fototoxicita díky rychlejšímu vy lučování PS z těla. Bohuže l stále 

přetrvávající limitací PS druhé generace je špatná rozpustnostve vodě, která je 

klíčová při intravenózním podání látky pacientovi . (Kwiatkowski et al. , 2018; van 

Straten e t a l . , 2017). 

V současné době se výzkumy zabývají navrhováním PS třetí generace. 

Nezaměřuj í se však pouze na tvorbu nových látek, ale i na vyvíjení metod, které 

by umožni ly specif ické směrování PS do nemocné tkáně se zaměřením navyšš í 

selektivitu a speci f ičnost PS pro lepší vychytávání PS nádorovými buňkami . Mezi 

mechan ismy cílení patří aktivní a pasivní cílení. 

Akt ivní cílení vyžaduje interakci cílových molekul s konkrétními receptory 

n a povrch u bu n ěčné membrányn ádorových bu n ěk. N ěkteré povrch ové receptory 

bývají expr imovány více nádorovými buňkami než normálními, čehož se právě 

při aktivním cílení využívá. Tento přístup zahrnu je využití nosiče, jako jsou 

monoklonální protilátky, peptidy, sacharidy, polymery, l ipozomy a nanočást ice, 

a tvorbu konjugátu s látkou. Poté jsou specif ické konjugáty navázány na 

receptory expr imované buňkami v cílovém místě. Toto umožňu je cílení látek 

přímo na určité typy buněk a zvyšuje úč innost terapie. Příkladem může být 

konjugace PS s m a n ó z o u , kde léčba cílí na manózové receptory, které jsou 

nadměrně expr imovány u rakoviny prsu (Zhang et al. , 2017). Dále pak je také 

zkoumáno využívání monoklonárních protilátek, které se vážou na povrchové 

ant igény nádorových buněk, využívající například t ranstuzumab v kombinaci 

s PS n a H E R - 2 receptory také expr imované u buněk rakoviny prsu (Gunayd inet 

al. , 2021 ; S h u e ta l . , 2020). 

Pasivní cí lení je proces, který zahrnu je di fúzi l ipofi lních či amfipatických 

látek do buněk díky svým fyzikálním vlastnostem rozpouštět se v tucích. Jako 

potenciální nosiče pasivního cílení se využívají l ipozomy a nanočást ice tvořící 

konjugáty s úč innými látkami. Ty jsou konstruovány tak, aby byly schopny 

proniknout do buněk pasivní difúzí. Cévy v okolí nádorů nejsou zcela správně 

vyvinuté a mívají netěsné interendotelové spoje a nepravidelné větvení. 
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Nádorové tkáně bývají také mnohem propustnější nežzdravá tkáň, což umožňuje 

látkám snáze pronikat a akumulovat se v nádorové tkáni . Pasivní absorpce je 

méně selekt ivní a efektivní než aktivní cílení, ale i přes to může být stále 

uži tečným mechan ismem pro dodání PS do buněk (Josefsen & Boyle 2008; Chen 

et a l .2004) . 

2.5.1. Př ík lady k l in i cky s c h v á l e n ý c h a p o u ž í v a n ý c h fo tosenz i t i zé rů 

2.5.1.1. Pho to f r i n (Por f imer s o d n ý ) 

Obrázek 3. Struktura Photofrinu 

Porfimer sodný (Obrázek 3), komerčně známý jako Photof r in , byl první 

fotosenzi t ivní látka, která byla schvá lena k léčbě v rámci fo todynamické terapie. 

Photofr in vznikl purif ikací derivátu hematoporfyr inu HpD a v roce 1993 byl 

schválen k léčbě rakoviny močového měchýře v Kanadě. V současné době je 

schválen po celém světě a je využíván k léčbě rakoviny plic, j ícnu, močového 

měchýře a dě lohy (Chi lakamarthi & Gir ibabu, 2017; Kim & C h a n g , 2023).. 

Photofr in má absorbční max imum při 630 n m . Přestože je Photofr in hojně 

využíván, má mnoho nevýhod a nežádoucích úč inků. S lab inou této látky je 

především nedef inované složení tvořené monomery, dimery a ol igomery 

hematoporfyr inu, což stěžuje opakovanou přípravu látky. Další nevýhodou je 

slabá absorpce světla v terapeutické oblast i . Dále se jedná o kožní fototoxici tu, 

která u pacientů přetrvává po dobu někol ika t ýdnů , kvůli d louhému poločasu 

rozpadu (Kim & C h a n g , 2023; Kwiatkowski et al. , 2018; Przygoda et al. , 2023) . 
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2.5.1.2. 5 -am ino levu l i nová kyse l i na (5-ALA, Ame luz , A laCare , Levu lan ) 

Obrázek 4: Struktura 5-aminolevulinové kyseliny (vlevo) a Protoporfyrinu IX (vpravo) 

Kysel ina 5-aminolevul inová (Obrázek 4) a její estery, využívající se 

pod komerčními jmény jako Ameluz, A laCare nebo Levu lan, se ukázaly jako 

úč inné v léčbě rakoviny kůže, prostaty, močového měchýře a j ícnu. Může být 

podáván in t ravenózne, perorálně i lokálně v místě léze. Sama o sobě 5-ALA 

nevykazuje fotosenzibil izující účinek, n icméně bylo prokázáno, že je 

metabol izována v t k a n í c h na velmi úč inný PS Protoporfyrin IX (Obrázek 4) 

(Kennedy & Pottier, 1992) a další fotosenzi t ivní porfyriny. K ozáření po použití 

5 - A L A se používá světlo o v lnové délce 635 nm. Látka 5-ALA vykazuje vyšší 

a rychlejší akumulac i v nádorové tkáni a zároveň rychlejší vy lučování z těla, což 

vede k nižší fotosenzit ivi tě kůže obvykle netrvající déle než 24 hodin (Kim 

& C h a n g 2023; Przygoda et a l . 2023; Ackroyd et al . 2001) . 
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2.5.1.3. T e m o p o r f i n (Foscan , m T H P C ) 

Obrázek 5. Struktura Temoporfinu 

Temoporf in (Obrázek 5), známý též jako m-tetrahydroxyfenylchlor in, je 

velmi úč inný PS, který je akt ivován při v lnové délce 652 n m . Tato látka vykazuje 

také vysokou nádorovou selektivitu. V současné době je využíván k léčbě 

rakoviny h lavy a krku, u nádorů dut iny ústní a kůže. Používá se převážně 

v Evropě, kde je schválen Evropskou agenturou pro léčivé přípravky (EMA). Dále 

je Temoporf in součástí k l in ických studií k léčbě rakoviny prostaty a prsu. Jel ikož 

se jedná o velmi hydrofobní látku, která je prakticky nerozpust i te lná ve vodě, 

k aplikaci se používají nejnovější techniky zahrnuj ící použití l ipozomů 

(Dragicev ic-Cur icet al. , 2008; Kim & C h a n g , 2023), 

2.6. Rakovina prsu a fotodynamická terapie 
Jel ikož jsem se v rámci exper imentální části bakalářské práce zaměři la na 

buňky odvozené od adenokarc inomu prsu, tak se v teoretické části zaměřím 

právě na rakovinu prsu. 

Rakovina prsu je jedním z významných globálních zdravotních problémů, 

kterému v roce 2022 podlehlo 670 000 pacientů po celém světě. Toto 

onemocněn í post ihuje především ženy ve všech zemích a představuje 

nejčastější formu rakoviny u žen ve 157 ze 185 zemí. Př ibl ižně polovina případů 

tohoto o n e m o c n ě n í s e vyskytuje u žen bez j iných identi f ikovatelných rizikových 

faktorů než pohlaví a věk. Začíná v mlékovodech a mléčných lalocích prsu a 
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může se šířit do okolní tkáně a lymfatických uz l in , což vede k metastázam a 

fatálním nás ledkům (World Health Organizat ion, 2024). 

V dnešn ídobě zahrnu je léčba rakoviny prsu kombinaci chirurgických zákroků, 

rádioterapie a chemoterapie, přičemž strategie jsou př izpůsobeny konkrétním 

pac ientům a typům nádorů mezi které se řadí například invazivní duktální 

karcinom, invazivní lobulární karcinom, duktální karcinom, lobulární karcinom 

a další. Cílem léčby je minimal izovat riziko recidívy a zlepšit prognózu. Světová 

zdravotnická organizace (WHO) usi luje o snížení úmrtnosti na rakovinu prsu 

o 2,5 % ročně prostřednictvím globální iniciativy zaměřené na podporu zdraví, 

včasnou diagnost iku a komplexní léčbu. Osvěta hraje klíčovou roli v informování 

žen o příznacích rakoviny prsu a v podpoře včasného vyh ledání lékařské péče, 

což výrazně zlepšuje výsledky léčby tohoto onemocněn í (World Health 

Organ izat ion, 2024). 

I přes pokroky v léčbě zůstávají recidíva a metastázy rakoviny prsu hlavními 

příčinami úmrtí pacientek. Z tohoto důvodu je PDT zkoumána jako potenciální 

léčba rakoviny prsu, nabízející novou a nadějnou strategii v boji proti nádorům 

(Kim & C h a n g , 2023). V současné chvíl i neexistují žádné PS, které by byly 

schvá lené ke k l in ickému použití k léčbě rakoviny prsu, ale možnosti použití jsou 

studovány. Například v letošním roce byla spuštěna kl inická studie na ověření 

bezpečnost i a úč innost i PS REM-001 farmaceut ickou společností Kintara, která 

je určena pro pacientky s metastazujícím karc inomem prsu (Kintara 

Therapeut ics, 2024) 

V současné době je zkoumána i možnost cí lené terapie na buňky rakoviny 

prsu. Na povrchu některých typů buněk rakoviny prsu bývá nadměrně 

expr imován například receptor HER-2 a cí lení na něj je klíčovým léčebným 

přístupem. V případě použití monok loná ln í protilátky t rastuzumab, která se váže 

na receptor HER-2 na povrchu nádorových buněk, s kon jugovaným PS je 

umožněno selektivní dodání léčiva přímo na nádorové buňky s nadměrnou 

expresí receptoru HER-2 (Kim et al. , 2018). Tím se minimal izuje poškození 

okolních normálních buněk a zvyšuje úč innost léčby (Gunaydin et al. , 2021). 

V novějších studiích jsou již zkoumány i nanopro t i l á tkykon jugovanés PS, které 

mají j iž s l ibné výsledky i v in vivo studiích (Deken et al. , 2020). 

25 



3. Praktická část 
3.1. Materiál 

3.1.1. Chemiká l ie 

- 2-merkaptoethanol (>97%, Serva, Německo) 

- 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma-

Aldr ich, Rakousko) 

- Akrylamid (AA) (VWR, USA) 

- Aprot inin (Merck, Německo) 

- N',N',methylenbisakrylamid (Bis) (Sigma-Aldr ich, USA) 

- Bromfenolová modř (Merck, Německo) 

- Coomassie Bri l iant B lue G-250 (Sigma-Aldr ich, Rakousko) 

- D ihydrogenfosforečnan draselný (Lachema, Česká republ ika) 

- Dimethylsul fox id (DMSO) (Meck, Německo) 

- Dithiothreitol (DTT) (Roche, Německo) 

- Dodecylsíran sodný (SDS) (>98%, Serva, Německo) 

- ECL substrát ( luminol:peroxid vodíku 1:1) (Sigma-Aldr ich, Rakousko) 

- Ethanol 9 6 % (Lach-Ner, Česká republ ika) 

- Fenylmethy lsu l fony l f luor id (PMSF) (Merck, Německo) 

- Fluorid sodný (>98%, Lach-Ner, Česká republ ika) 

- Fetální bov inní sérum (FS) (Biowest, Francie) 

- Glycerol (PENTA, Česká republ ika) 

- L-Glutamin (Merck, Německo) 

- Glycin (>99%, Serva, Německo) 

- Hovězí sérový a lbumin B SA (VWR, USA) 

- Chlor id sodný (Penta, Česká republ ika) 

- Kysel ina ethylendiamintetraoctová EDTA (>98,5%, Merck, Německo) 

- Kysel ina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'- tetraoctová 

EGTA (>97%, Merck, Německo) 

- Kysel ina chlorovodíková 3 5 % (Lach-Ner, Česká republ ika) 

- Kysel ina octová 9 9 % (Lach-Ner, Česká republ ika) 

- Kysel ina t r ihydrogenfosforečná (Lach-Ner, Česká republ ika) 

- Leupept in, lyof i l izovaný (Merck, Německo) 

- n-butanol (Lach-Ner, Česká republ ika) 
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- N',N',N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (>99%, Merck, 

Německo) 

- Nonidet p40 (Fluka, Švýcarsko) 

- Peroxodisíran amonný (APS) (>98%, Merck, Německo) 

- Penici l in/streptomycin v 0,9% NaCI (Merck, Německo) 

- Po lyoxyethy lensorb i tanmonolaurá tTween 20 (Merck, Německo) 

- Ponceau S (Serva, Německo) 

- Proteinový detekční marker molekulové hmotnost i Spectra Multicolor 

Broad Range Protein Ladder (ThermoFisher, USA) 

- Pyocyanin (MedChemExpress, USA) 

- Médium Rosewel l Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Biowest, 

Francie) 

- Trypsin/EDTA (Sigma-Aldr ich, Rakousko) 

- Tr is(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (>99%, Serva, Německo) 

- Or thovanadičnan sodný (Merck, Německo) 

- F luorescenční sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen Thermo Fisher 

Scienti f ic, USA) 

- Dimethyl formamid (DMF) (Sigma-Aldr ich, Rakousko) 

3.1.2. Roz toky 

- Kul t ivační méd ium DMEM, 1 0 % fetální sérum, penici l in (100 U/ml), 

streptomycin (100 ug/ml), g lutamin (2 mM) 

- Bradfordovo činidlo: 0 , 0 1 % (w/v) Coomassie Bri l l iant B lueG-250 ; 4 ,7% 

(v/v), EtOH; 8,5% (v/v) H 3 P 0 4 ; v d H 2 0 

- Roztok akrylamidu (AA+Bis): 3 0 % (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v) 

bisakrylamid v dhteO 

- Vzorkovací pufr (5x): 0,3 M Tris pH = 6,8; 1 0 % (w/v) S D S ; 5 0 % (v/v) 

glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modř; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol 

- 1M Tris-HCI pH 6,8:1 M Tris v dH20; konc. HCl upraveno pH n a h o d n o t í 

6,8 

- 1M Tris-HCI pH 8,8:1 M Tris v dH2Ü; konc. HCl upraveno pH na hodnotu 

8,8 

- S D S : 1 0 % ( 5 g S D S n a 5 0 m l d H 2 O ) 

- 1 0 % A P S (0,1 g APS na 1 ml dH2<D) 
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- Elektroforetický dělicí gel 2x (12,5% AA+Bis) : 3,9 ml AA+Bis ; 1,94 ml 

dH20; 3,5 ml Tris pH=8,8; 84 ul 10% SDS; 6,25 ul TEMED; 37,5 ul 10% 

APS 

- Elektroforetický zaostřovací gel 2x (5% AA+Bis) : 0,84 ml AA+Bis ; 3,51 

m ldH2O;0 ,63 ml Tris 6,8; 50 ul 10% S D S ; 5 ul TEMED; 30 ul 10% A P S 

- Blotovací pufr: 25 mM Tris; 192 mM glyc in ; v dH20 

- Blokovací roztok: 4 % BSA v TBS s 0,1 % Tween 20 

- Roztok Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 1 % (v/v) kysel ině octové v 

dH20 

- Lyzační pufr RIPA: 200 mM TRIS (pH 7,4); 100 mM N a C I ; 5 m M EDTA; 

2 mM EGTA; 2 mM NaF; 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4); 

Před použitím nás ledně př idáno: 1 mM PMSF; 1 mM DTT; 10 ug/ml 

leupept in ; 10 ug/ml aprot in in ; 1 mM vanad ičnan sodný v d H 2 0 

- Fosfátový pu f r (PBS) : 137 mM N a C I ; 2 , 7 m M K C I ; 1 , 5 m M KH2PO4; 6,4 

mM Na2HP04.12H20; pH = 7,4 

- Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 1 % kysel ina octová v dH20 

- Roztok MTT: MTT 5 g/l rozpuštěno v PBS pH= 7,4 

- Tris-pufr (TBS): 20 mM Tris; 137 mM NaCI ; v dH20 ; pH upraveno 

pomoci koncentrované HCI na výs lednou hodnotu pH 6,8 

- Tris-pufr s Tweenem (TBS-T): k TBS přídavek 0,05% (v/v) Tween 20 

3.1.3. B i o l o g i c k ý mater iá l 

V exper imentální části bakalářské práce byla používána lidská nádorová 

buněčná linie MCF-7 odvozená od adenokarc inomu prsu získaná z European 

Collect ion of Authent icated Cell Cul tures (ECACC) a dále buněčná l inie MCF-7 

stabi lně exprimující protein HSF1 fúzovaný s f luorescenčním proteinem mCherry 

(MCF-7-HSF1-mCherry) získaná od MUDr. Petra Můl lera, Ph.D. z Masarykova 

onko log ického ústavu v Brně. 
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3.1.4. Prot i lá tky 

V Tabulka 1 je uveden seznam primárních protilátek včetně jejich specif ikací. 

Tabulka 1: Seznam primárních protilátek použitých v experimentální části bakalářské 
práce při vyhodnocování imunodetekce na membráně 

Název cíle 
Molekulová 

hmotnost [kDa] 

Protilátka 

Klon/zdroj 
Výrobce Ředění 

PARP-1 116; 89 46D11 / králičí Cel l S igna l ing 1000X 

GAPDH 36 0411 / myší 
Santa Cruz 

Biotechnology 
500x 

Cytochrom C 12 136F3 /k rá l i č í Cell S igna l ing 1000X 

HSF1 82 - / králičí Cell S igna l ing 500x 

BAX 20;18 D2E11 / králičí Cell S igna l ing 500x 

Bcl-2 26 - / myší S igma Aldrich 500x 

Mcl-1 40 D35A5 / králičí Cell S igna l ing 500x 

V Tabulka 2 je uveden seznam sekundárních protilátek s jejich speci f ikacemi. 

Tabulka 2: Seznam sekundárních protilátek použitých v experimentální části bakalářské 
práce při vyhodnocování imunodetekce na membráně 

Protilátka Výrobce ředění 

anti-rabbit IgG značená anti-rabbit IgG značená 
Cell S igna l ing 1000X 

křenovou peroxidázou 
Cell S igna l ing 

ant i -mouse IgG značená ant i -mouse IgG značená 
Cell S igna l ing 1000X 

křenovou peroxidázou 
Cell S igna l ing 

3.1.5. T e s t o v a n é látky 

V exper imentální části bakalářské práce byly testovány úč inky nově 

syntet izovaných heterocykl ických sloučenin s označením 8853 a 8656, které byly 

př ipraveny na Kau n as University of Technology v Litvě Ing. Gabriele Varvuolyté 

pod odborným vedením prof. Algirdase Šačkuse. Chemická struktura látek byla 

potvrzena pomocí fyz ikálně-chemických metod (NMR, hmotnostní spektrometrie) 

a jejich výs ledná čistota byla > 9 5 %. Zásobní roztoky testovaných látek byly 

př ipraveny jejich rozpuštěním v dimethylsul foxidu (DMSO). K jejich dalšímu 
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vyředění docházelo bezprostředně před prováděním daného experimentu, 

koncentrace D MS O ve vzorku nepřesáhla 0,1 %. 

3.1.6. Př ís t ro jové v y b a v e n í a p ř ís lušens tv í 

- Analyt ická váha KERN A B T 120-5DM (KERN, Německo) 

- Aparatura pro vert ikální elektroforézu Min i -PROTEAN Tetra Cell (BioRad, 

USA) 

- aparatura pro Western blot Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, USA) 

- Automat ické pipety (Eppendorf, Německo) 

- Bürkerova komůrka (Meopta, Česká republ ika) 

- Centr i fuga BR4i (Jouan, USA) 

- CO2 inkubátor MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko) 

- Centr i fuga 5702, (EU-IVD) s rotorem A-4-38 (Eppendorf, Německo) 

- Gelový a membránový dokumentační systém FUJILAS 4000 (FujiFilm, 

Japonsko) 

- Hlubokomrazící box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick 

Scienti f ic, USA) 

- Ch ladn ička s mrazákem Liebherr CN40 (Liebherr, Německo) 

- Inverzní mikroskop Nikon CK2 (Olympus, Japonsko) 

- Laminárn í f lowbox (Alpina, Polsko) 

- Magnet ická míchačka Arex-6 (VELP Scient i f ica, Itálie) 

- MicroPlate R e a d e r - T e c a n Infinite M200 Pro (Tecan, Švýcarsko) 

- Mi krocen tr i fuga iFuge M08 (Neuat ion, India) 

- Míchačka zkumavek s bezdotykovým spínačem (VELP Scient i f ica, Itálie) 

- Mikroskop Olympus 1X51 (Olympus, Japonsko) 

- MINI digitální třepačka s kývavým pohybem typ MR-1 (Biosan Ltd., Litva) 

- Odsávací pumpa FTA-2Í (Biosan, Lotyšsko) 

- Pipetoraccu-jet-pro (BrandTech Scient i f ic, USA) 

- Sonorex super, u l t razvuková lázeň RK31 (Bandel in , Německo) 

- Termoblok MBT 250 (Kleinfeld Labortechnik) 

- Ultrazvukový homogenizátor Bandel in Sonopu ls HD2200 (Bandelin, 

Německo) 

- UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Sh imadzu, Japonsko) , 
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- Vortex mixer PV-1 (GRANT-BIO, Velká Británie) 

- LED diodový zdroj záření 414 n m (Ústav lékařské biofyziky, Lékařská 

fakul ta, Univerzita Palackého v Olomouci) 

- Zdroj pro SDS-PAGE PowerPac Basic (Bio-Rad, USA) 

Mezi používané spotřební zboží patřily: 

- Jednorázové špičky na automatické pipety, 

- Steri lní Petři h o misky s průměrem 10 cm, 

- Steri lní zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml 

- Steri lní 96-jamkové mikrodestičky 

- Mikrozkumavky (1,5 ml, 2 ml) 

- Nitrocelulózová membrána pro western blot (B io-Rad, USA) 

3.2. Metody 

3.2.1. Měření a b s o r p č n í c h a f l u o r e s c e n č n í c h spek te r z k o u m a n ý c h látek 

Látky 8656 a 8853 byly naředěny na koncentraci 50 |j,M do UV transparentní 

mikrodestičky. Roztoky byly ozářeny světlem o v lnové délce 414 nm a energi i 10 

J /cm 2 . Do mikrodestičky byly př idány roztoky látek bez ozáření. Na 

mult iparametrovém readeru Tecan Infinite M200 Pro byly proměřeny absorpční 

a f luorescenční spektra zkoumaných látek. 

3.2.2. Ku l t i vace n á d o r o v ý c h b u n ě k MCF-7 

Veškerá manipu lace s buňkami probíhala za sterilních podmínek. Buňky 

buněčné l inie MCF-7 i MCF-7-HSF1-mCherry byly kul t ivovány v kult ivačním 

médiu DMEM bez feno lové červeně dop lněném o 10% fetální sérum, penicilin 

(100 U/ml), streptomycín (100 ug/ml) a glutamin (2 mM). Buňky byly kult ivovány 

v inkubátoru při 37°C, 100% vlhkosti vzduchu a s 5% obsahem oxidu uhl iči tého. 

3.2.3. M T T t e s t 

Buňky byly vysazeny do 96-jamkové destičky v počtu 12 tisíc buněk na 

jamku v 80 ul média. Další den byly ov l ivněny testovanými látkami 

v koncentracích 0,04 uM, 0,12 uM, 0,37 uM, 1,1 uM, 3,3 uM a 10 uM. Buňky 

v mikrodestičkách byly po čtyřech hod inách inkubace v inkubátoru ozářeny 

různými energiemi světla o v lnové délce 414 nm (2,5 J / c m 2 , 5 J / c m 2 a 10 J /cm 2 ) , 
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j edna byla ponechána jako kontro lníbez osvícení ve tmě. Buňkyby ly inkubovány 

24 hodin od ovl ivnění do dalšího dne, kdy byl do mikrodestiček přidán roztok 

MTT. Po čtyřech hod inách inkubace v inkubátoru byl vzn ik lý fo rmazan rozpuštěn 

přidáním 10% SDS. Druhý den byla na mult iparametr ickém readeru Tecan 

Infinite M200 Pro změřena absorbance jednot l ivých vzorků při v lnové délce 

570 nm. 

3.2.4. Detekce reak t ivn ích f o r e m kys l í ku 

Buňky byly vysazeny do 96-jamkové destičky v počtu 12 tisíc buněk na 

jamku v 80 ul média. Další den byla f luorescenční sonda CM-H2DCFDA 

vyředěna do PBS s 5 mM glukosou na koncentraci 3 \M. Nás ledně bylo 

z destičky s buňkami pomocí odsávačky odsáto médium, které bylo na 30 minut 

nahrazeno právě roztokem s f luorescenční sondou. Po ukončen í inkubace byla 

sonda odsáta, a do jamek s nasazenými buňkami bylo př idáno PBS s 5 mM 

g lukosou . Buňky byly ov l ivněny látkou 8656 v koncentracích 0,04 \M, 0,12 \M, 

0,37 |j,M, 1,1 |j,M, 3,3 |j,M a 10 |j,M a pyocyaninem, který byl použi t jako pozit ivní 

kontrola, v koncentracích 0,37 ( iM, 1,1 \xM, 3,3 \xM, 10 \xM, 30 \xM a 90 \xM. Buňky 

byly v inkubátoru inkubovány po dobu 4 hodin a nás ledně ozářeny modrým 

světlem (414 nm) s energií 5 J / cm 2 a 10 J / c m 2 Jedna mikrodestička byla 

ponechána bez ozáření. Reaktivní formy kyslíku byly změřeny pomocí 

mikrodest ičkového readeru Tecan Infinite M200 Pro při excitační v lnové délce 

492 nm a emisní v lnové délce 530 nm. 

3.2.5. Detekce s t r e s o v ý c h těl ísek HSF1 v jád ře b u n ě k p o m o c í 

f l u o r e s c e n č n í m i k r o s k o p i e 

Buňky MCF-7-HSF1-mCherry byly nasazeny v 96-jamkových destičkách v počtu 

12 tisíc b u n ě k v 80 ul média na jamku. Den po nasazení byly ov l ivněny látkou 

8656. Po čtyřech hod inách inkubace byly destičky ozářeny světlem o vlnové 

délce 414 nm a energi i 5 J / cm 2 a 10 J / cm 2 a byly ihned pozorovány 

f luorescenčním mikroskopem Olympus 1X51 a pozorování zaznamenáno pomocí 

kamery Olympus DP71 pro nás lednou analýzu. Procentuální zastoupení 

buněčných jader se stresovými tělísky bylo vyhodnoceno pomocí programu 

ImageJ. 
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3.2.6. Imunob lo t t i ng 

3 .2.6.1. Ov l i vněn í b u n ě k t e s t o v a n o u l á t kou , sk l ízení a lyzace b u n ě k 

Buňky byly vysazeny do Petriho misek o průměru 10 cm v počtu 1,7 

mi l ionu b u n ě k v 8 ml kult ivačního média. Další den byly ovl ivněny testovanou 

látkou 8656 v koncentraci 5 |j,M a 4 hod iny po ovl ivnění byly buňky ozářeny 

modrým světlem o v lnovédé lce 414 nm a intenzi tě2,5 J / c m 2 , 5 J / c m 2 , 7,5 J /cm 2 

a 10 J / cm 2 či byly ponechány ve tmě. Buňky byly nás ledně inkubovány 4 hodiny, 

skl izeny a buněčné pelety byly před dalším zpracováním uchovány při -80 °C. 

Pro přípravu buněčného lyzátu byly buněčné pelety resuspendovány 

v l yzačn ím puf ru . Vzorky byly po dobu 30 minut na ledu opakovaně 

homogenizovaný, po uplynutí doby inkubace son ikovány a následně 

zcentr i fugovány (30 min, 14000 g, 4 °C). Superna tan tby l přenesen do nových 

mikrozkumavek a pomocí Bradfordovy metody byla spektrofotometricky při 

v lnové délce 595 nm změřena koncentrace proteinů ve vzorcích. Vzorky byly 

smíchány s SDS vzorkovacím puf rem, umístěny na 5 minut na termoblok 

s teplotou 95 °C a nás ledně zamraženy při -20 °C. 

3.2.6.2. SDS-PAGE e lek t ro foréza, i m u n o b l o t t i n g 

Lyzáty byly rozehřátý při 95 °C po dobu 3 minut na termobloku. Separace 

proteinů probíhala pomocí diskont inuální SDS-PAGE elektroforézy 

v polyakrylamidovém gelu (12,5% dělící gel a 5% zaostřovací gel) . Separace 

probíhalapř i napětí 80 V a po vstupu vzorků do dělícího gelu bylo napětí zvýšeno 

na 120 V. 

Gel byl přenesen na ni t rocelulóžovou membránu do blotovací kazety, která 

byla nás ledně v ložena do blotovací komory, která byla nap lněna blotovacím 

puf rem. Přenos proteinů probíhal 3 hod iny při 280 mA za současného chlazení 

ledem. 

Po dokončení blotování byla membrána vyjmuta a nabarvena v roztoku 

Ponceau S na kývačce po dobu 5 minut. Membrána byla opláchnuta 

v dest i lované vodě a usušena na f i l tračním papíře. Po oschnut í byla membrána 

nařezána podle molekulových hmotností s tudovaných proteinů. Nařezané části 

membrány byly odbarveny v TBS a nás ledně blokovány v 4 % roztoku B S A v T B S 
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s Tween 20 po dobu 1 hod iny pro vyblokování nespeci f ických vazeb proteinu 

a protilátky. Po blokaci byla nanesena primární protilátka, která byla ředěná 

rovněž v roztoku 4 % BSA v T B S s Tween 20. Inkubace s primární protilátkou 

probíhala přes noc při 4 °C. Nás ledně byly membrány promyty v TBS a TBS 

s T w e e n e m 20, aby byly odstraněny nenavázané primární protilátky. Na 

membrány byly naneseny sekundární protilátky značené křenovou peroxidázou, 

které byly ředěny v roztoku 4 % BSA s Tween 20. Membrány byly se sekundární 

protilátkou inkubovány 1 hod inu při laboratorní teplotě. Membrány byly promyty 

v TBS a TBS s Tweenem 20 a položeny na destičku s paraf i lmem. 

Na membrány byla nanesena chemi lumin iscenční detekční směs ECL 

( luminokperoxid v poměru 1:1). Membrány byly přeneseny do detekční komory 

se CCD kamerou a byla provedena detekce chemi lumin iscence. 
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4. Výsledky a diskuse 
V exper imentálníčást i bakalářské práce byly testovány fo todynamické účinky 

dvou nových heterocykl ických s loučenin s označením 8853 a 8656, které byly 

př ipraveny na Kaunas University of Technology v Litvě Ing. Gabriele Varvuolyté 

pod odborným vedením prof. Algi rdase Šačkuse a které byly vybrány na základě 

předchozích výsledků získaných na Katedře exper imentální b io logie. Biologické 

úč inky látek byly testovány na buňkách buněčné l inie MCF-7 odvozené od 

l idského adenokarc inomu prsu. 

4.1. Absorpční a f luorescenční spektra testovaných látek 
Každá fotosenzi t ivní látka má opt imální absorpční max imum, které je ve 

fo todynamické terapii využíváno k aktivaci fo tochemické reakce. V rámci 

exper imentální práce bylo tedy změřeno absorpční spektrum látek 8853 a 8656. 

Absorpční max imum se u látky 8853 i 8656 nacháze lo při 380 nm (Graf 1). 

Absorpční spektra látek 8853 a 8656 

250 310 370 430 490 550 610 
Vlnová délka A [nm] 

^ » 8 6 5 6 ^ — 8 8 5 3 

Graf 1: Absorpční spektra látek 8653 a 8656 měřené na destičkovém multidetekčním 
readeru Tecan Infinite M200 Pro. 

Řada známých fotosenzit ivních látek vykazuje f luorescenci , využívající se 

například v d iagnost ice (Hosmann et al. , 2021). K proměření emisního 

f luorescenčního spektra byla využita v lnovádé lka absorpčního maxima (380 nm) 
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jako excitační v lnová délka. Emisní max imum bylo s tanoveno na 486 nm u látky 

8656 a na 488 nm u látky 8853 (Graf 2). 

Emisní spektrum látek 8853 a 8656 při excitační 
vlnové délce 380 nm 
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Graf 2: Emisní spektra látek 8853 a 8656 měřené na destičkovém multidetekčním 
readeru Tecan Infinite M200 Pro. 

Ačkol i je absorpční max imum obou látek při 380 nm, obě absorbují v širším 

rozsahu v lnových látek. Proto byl pro nás ledné biologické exper imenty využit 

dostupný zdroj modrého světla o v lnové délce 414 nm, který je svými vlastnostmi 

pro s tudium fotodynamických úč inků látek na buňky vhodnější než světlo 

v ultraf ialové oblasti. Ultrafialové záření je elektromagnet ické záření o vlnové 

délce mezi 100 až 400 nm a je známé h lavně pro své negat ivní úč inky na 

organismus. Podle v lnové délky rozl išujeme ultraf ialové záření na UVA (400 až 

315 nm), UVB (315-280 nm), UVC (280-100 nm). Absorpční max imum látek 

s v lnovou délkou 380 nm spadá do oblasti d louhov lnného UVA záření. Negativní 

působení UVA spočívá ve zrych lené tvorbě kyslíkových radikálů vedoucí 

k poškození DNA a karc inogenezi (Lajčíková & Pekárek, 2009) . Z tohoto důvodu 

nen í vhodné toto záření k použití při zkoumání fo todynamických úč inků . 
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4.2. Analýza cytotoxici ty látek pomocí MTT testu 
Vliv intenzity modrého světla na cytotoxicitu testovaných látek byl testován 

na buněčné linii MCF-7 pomocí MTT testu. Buňky MCF-7 byly inkubovány po 

dobu 4 hodin s látkami 8853 a 8656 o koncentracích 0,04 f iM, 0,12 f iM, 0,37 \xM, 

1,1 |j,M, 3,3 |j,M a 10 |j,M, nás ledně ozářeny modrým světlem o intenzitě 2,5 J /cm 2 , 

5 J / cm 2 a 10 J / cm 2 a inkuboványdalš ích 20 hod in . Byly vytvořeny křivky závislosti 

viability buněk na koncentraci látek a s tanoveny hodnoty ICso, které jsou 

def inovány jako koncentrace testované látky, která sníží viabil i tu buněčné 

populace na 50 %. Výsledky shrnu je Tabulka 3, ze které vyplývá, že látky bez 

ozáření modrým světlem pro buňky buněčné l inie MCF-7 nevykazovaly žádné 

výrazné známky cytotoxicity až do koncentrace 10 uM. Se zvyšující se intenzitou 

záření se zvyšuje i úč innost obou testovaných látek, tedy klesají jejich hodnoty 

ICso. 

Experiment dokázal , že vybrané látky 8853 a 8656 v kombinaci 

s ozářením modrým světlem mají cytotoxické úč inky na buňky MCF-7. Jejich 

úč innost se v závislosti na intenzitě záření pohybuje v (sub)mikromolárních 

koncentracích. Zatímco hodnota ICso se po ozáření světlem o in tenz i tě2,5 J / cm 2  

u obou látek pohybuje okolo 3 uM, zvýšení intenzity světla na 10 J / cm 2 sníží 

výs lednou hodnotu ICso z h r u b a 4 x na 0,8 uM pro látku 8853 a 0,7 uM pro látku 

8656 (Tabulka 3). Tato úč innost je srovnatelná s již dříve publikovanými 

strukturně podobnými látkami, jej ichž úč innost byla ověřována na buňkách 

melanomu G361 , které byly rovněž ozařovány modrým světlem o v lnové délce 

414 n m (Varvuolyté e ta l . 2020). 

V exper imentálních modelech karc inomu prsu se často studuje 

fo todynamická úč innost strukturně odl išných s loučenin , často různých 

photofr inových derivátů. Vzh ledem k jejich odl išným vlastnostem je srovnání 

jejich účinnost i s našimi látkami obtížné. Mezi příklady testovaných látek patří 

například derivát photofr inu Sinoporfyrin sodný (DVDMS) na myší linii karcinomu 

prsu 4T1 při koncentraci 4 uM a intenzitě ozáření laserem mezi 1,43 a 7,15 J / cm 2 

(Wang et al. , 2015). Dále pak také látka TONS 501-Na, která byla testována 

při koncentracích 0-100 ug/ml a intenzitě ozáření d iodového laseru mezi 0-13 

J / cm 2 na buňkách odvozených od myšího karc inomu prsu EMT6 (Osaki et al., 

2017). 
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Tabulka 3: Cytotoxicita testovaných látek 8853 a 8656 (ICso ± SD) u buněk buněčné linie 
MCF-7. Hodnoty ICso jsou průměrem tří nezávislých experimentů se směrodatnou 
odchylkou. 

látka ICso ± SD (uM) látka 

Tma 

Světlo (414 nm) 

látka 

Tma 2,5 J / cm 2 5 J / cm 2 10 J / cm 2 

8853 >10 2,939 ±0 ,169 1,349 ±0 ,238 0,815 ±0 ,230 

8656 >10 3,034 ±0 ,841 1,193 ±0 ,144 0,663 ± 0 , 1 1 6 

Ze získaných dat vyplývá, že vyšší účinnost i dosahuje látka 8656, a proto byly 

další experimenty prováděny již jen s látkou 8656. 

4.3. Morfologie buněk 
Apl ikace fotochemické reakce může vést k různým typům buněčné smrti. 

Pod mikroskopem byla pozorována morfologie buněk l inie MCF-7 po ovlivnění 

testovanou látkou 8656 a po ozáření 10 J / cm 2 a 5 J /cm 2 . U kontrolních buněk, 

které nebyly ov l ivněny látkou 8656, ale byly ozářené jak 5 J /cm 2 , tak 10 J / cm 2 je 

možné pozorovat typický tvar buněk MCF-7 (Obrázek 6). Buňky rostou přisedle 

a nevykazuj í žádné znaky buněčné smrti. Při nižších koncentracích testované 

látky docházelo k postupnému zakulacování buněk a jejich odlepování od 

povrchu kult ivační desky. Tyto morfologické změny bylo možné pozorovat při 

koncentraci látky 0,3 |j,M i 1,25 |j,M jak při ozáření modrým světlem o intenzitě 

5 J / cm 2 tak 10 J /cm 2 . Zaku lacení buněk a jejich od lepován íod povrchu může být 

znakem apoptózy. Zároveň u buněk ov l ivněných 1,25|j,M koncentrací 8656 

s ozářením 10 J / cm 2 bylo již pozorováno bobtnání cytoplazmatické membrány 

a zároveň kondenzace obsah u buňky. Toto bylo pozorováno také u koncentrace 

5 |j,M při obou intenzitách ozáření. Tyto výsledky naznačují , že s rostoucí 

koncentrací8656 a zvyšující se intenzitou záření dochází k přesunu mechanismu 

buněčnésmr t i od apoptózy k n ekróze (Obrázek 6). Podobné morfologické změny 

buněk v důs ledku indukce apoptotické a nekrotické smrti byly pozorovány i ve 

dřívějších publ ikacích na buňkách gl ioblastomu T98G po ov l ivnění látkou 

talaporf inem sodným (NPe6) ozářených laserem o v lnové délce 664 nm (Miki et 

al. , 2013) 
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5 J /cm 2 

Modré světlo (414 nm) 
10 J / cm 2 

Obrázek 6: Morfologie buněk buněčné linie MC F-7, které byly ovlivněny zvyšujícími se 
koncentracemi testované látky 8656 po dobu 4 hodin a následně 20 hodin po ozáření 
světlem o vlnové délce 414 nm o intenzitě 5 J/cm 2či 10 J/cm 2 fotografovány při zvětšení 
400x. Šipkami označené morfologické změny buněk spojené s nekrózou. 
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4.4. Produkce ROS 
V průběhu PDT produkují PS reaktivní formy kyslíku, které pomáhají ničit 

rakov inné buňky. V průběhu výzkumu bylazj išťována produkce ROS u testované 

látky 8656 pomocí f luorescenční sondy CM-H2DCFDA. Tento derivát 

f luoresceinu, který není f luorescenční, vstupuje do buněk. V přítomnosti ROS 

dochází k jeho rozštěpení, což vede ke zvýšení jeho f luorescence, kterou je 

nás ledně možné detekovat. Produkce ROS nebyla indukovaná u ovlivněných 

buněk MCF-7, které nebyly ozářeny, což jen potvrzuje, že látka bez ozáření 

nebyla akt ivována. V závislosti na zvyšující se koncentraci látky 8656 a na 

intenzitě ozáření byla pozorována zvyšující se h lad ina ROS u buněčné kultury 

MCF-7. Nejvyšší produkce ROS byla detekovaná při použití koncentrace 10 |j,M 

s ozářením 10 J/cm 2 . Jako pozit ivní kontrola pro tuto metodu byla použita látka 

pyocyanin , jejíž mechan ismus působení je odl išný od látky 8656. Působení 

pyocyan inu není ov l ivněno modrým světlem a ve všech experimentálních 

podmínkách je míra působení pyocyaninu srovnatelná. Látka 8656 je v porovnání 

s p y o c y a n i n e m účinnější. Pro dosažení srovnatelné účinnost i je totiž potřeba 

vyšší koncentrace pyocyan inu než 8656 (Graf 3). Jak již bylo zmíněné 

v teoretické části bakalářské práce, produkce ROS je typická pro PDT a byla 

popsána dříve například i v modelech karcinomu prsu (Wang et al. , 2015), kde 

autoři ověřili úč innost sinoporf i r inu sodného DVDMS po ozáření laserem na 

buňkách 4T1 odvozených od myších buněk karc inomu prsu a prokázali spojitost 

cytotoxicity této látky právě s aktivací ROS. Stejně tak při ověření tvorby ROS 

u DTP (meso-5-[p-diethylen triamin pentaoctová kysel ina-aminofenyl]-10,15,20-

tr i fenyl-porfyrin) byla zaznamenána závislost aktivace tvorby ROS na dávce 

použité látky stejně jako v pokusu s látkou 8656 (Chen et al. , 2024). 
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Graf 3: Relativní hodnota fluorescence reprezentující produkci ROS buňkami MCF-7 
ovlivněnými testovanou látkou 8656 a ozářenými modrým světlem. Měření probíhalo 
bezprostředně po ozáření buněk. Kontrolu představují buňky bez ovlivnění 8656 
a pozitivní kontrolu představují buňky ovlivněné Pyocyaninem. Data jsou normalizována 
na neovlivněnou kontrolu a jsou průměrem hodnot dvou měření se směrodatnou 
odchylkou. 

4.1. Analýza exprese proteinů pomocí imunoblot t ingu 
Pro potvrzení rozdílů mezi apoptot ickou a neapoptot ickou buněčnou smrtí 

způsobenou 8656 v kombinaci s modrým světlem byla provedena analýza 

vybraných proteinů souvisejících s buněčnou smrtí. 

Byl ana lyzovaný 116 kDa protein P A R P - 1 . Hlavní funkc í proteinu PARP-1 

je detekce a oprava poškozené DNA, n icméně při neopravi te lných chybách 

v DNA dojde k aktivaci kaspáz a nás ledné indukci apoptózy. Protein PARP-1 

vytváří po aktivaci kaspás 89 kDa štěpný fragment, který se všeobecně používá 

jako marker apoptózy (Boulares et al. , 1999). Protein PARP-1 nebyl štěpen 

u vzorků ovl ivněných pouze testovanou látkou 8656 a u pouze ozářených vzorků 

bez ov l ivnění látkou. U vzorků ov l ivněných 8656 a zároveň ozářených modrým 

světlem o intenzitě 2,5 a 5 J / cm 2 došlo k tvorbě š těpného f ragmentu proteinu 

PARP 1, což indikuje iniciaci apoptózy. U vyšších intenzit ozáření docházelo 

k celkovému vymizení ce lého proteinu PARP-1 včetně š těpného f ragmentu, což 

ukazuje, že v tomto případě apoptóza neprobíhá (Obrázek 7). 
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Protein BAX patří mezi proapoptotické proteiny z rodiny Bcl-2 a hraje 

důleži tou roli v mi tochondr iá ln íapoptóze. Za normálních podmínek je většina 

proteinu BAX umístěna v cytosolu a má min imální vazbu na membránu 

mitochondrií . Za stresových podmínek dochází k aktivaci a f ragmentaci proteinu 

BAX, což způsobuje jeho přesunut í na mitochondriální membrány, její 

depolarizaci a uvo lnění cytochromu c (Gao & Dou , 2000). Výsledky detekce 

proteinu BAX korelují s výsledky získanými pro protein P A R P - 1 . Protein BAX 

nebyl štěpen u vzorků ovl ivněných pouze látkou 8656 a u vzorků pouze 

ozářených modrým světlem. U vzorků ov l ivněných 8656 a ozářených 2,5,5 a 7,5 

J / cm 2 došlo jak k mírnému nárůstu celkové h lad iny proteinu BAX, tak k tvorbě 

18-kDa š těpného f ragmentu proteinu BAX, což indikuje iniciaci apoptózy. Se 

zvyšující se koncentrací opět docházelo k celkovému vymizení proteinu 

i š těpného f ragmentu BAX (Obrázek 7). 

Proteiny Mcl-1 a Bcl-2 jsou antiapoptot ické proteiny rodiny Bcl-2, které 

regulují buněčnou smrt. Jejich úkolem je chráni t buňku inhibicí uvolnění 

cytochromu C, dále opravovat DNA a regulovat buněčný cyklus (Craig, 2002). 

Ana lýza exprese proteinů Bcl-2 a Mcl-1 prokázala, že v závislosti na intenzitě 

ozáření dochází k postupnému poklesu h lad iny obou proteinů (Obrázek 7). 

Dalším detekovaným proteinem byl cytochrom C, protein vyskytující se za 

fyziologických podmínek v mezimembránovém prostoru mitochondrií . Jeho 

h lavní ú lohou je transport elektronů v dýchacím řetězci buňky. Při poškození 

membrán mitochondri í dochází k uvo lnění cytochromu C do cytosolu, což patří 

ke klíčovým dějům při apoptóze (Ow et al. , 2008). Na Obrázek 7 je možné 

pozorovat extrémní nárůst cytochromu C ve vzorcích ov l ivněných 5 uM 

koncentrací 8656 v l ivem zvyšující se intenzity použi tého světla. Výsledky 

naznačuj í , že vl ivem látky 8656 došlo k poškození mitochondriálních membrán 

a vylití cytochromu C do cytosolu. Díky tomu došlo k lepší extrakci proteinu při 

zpracování vzorků (Obrázek 7). Bylo prokázáno, že poškození mitochondriální 

membrány pomocí PDT vede k vylití cytochromu C a také k indukci apoptózy 

( H u a n g e t a l . , 2005; Kessel & Luo, 1998). Cílení PS na mi tochondr ie je dokonce 

jednou ze strategií zvýšení úč inku PS, zahrnuj ící například studii IR-TPP na 

buňkách karc inomu děložního čípku HeLa s ozářením laserem o v lnové délce 

s 808 nm (Batakr ishna et al . 2020). 
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Výsledky exprese s tudovaných proteinů naznačují , že zatímco vlivem 

nižších intenzit záření (2,5 a 5 J/cm 2 ) dochází k aktivaci proapoptotických účinků 

látky 8656, vyšší intenzity záření (7,5 a 10 J/cm 2 ) v kombinaci s látkou 8656 

navozuj í v buňkách MCF-7 nekrózu. Tyto výsledky jsou tak v souladu 

s morfologickými změnami pozorovanými u buněk MCF-7 po ov l ivnění 8656 

a ozáření modrým světlem (Obrázek 6). 

Již ve dřívějších výzkumech bylo pozorováno, že nízké dávky PS iniciují 

apoptózu, zatímco vysoké dávky směřují buněčnou smrtk nekróze. Mezi příklady 

studií patří studie Photofr inu na buňkách buněčné l inie opičích ledvin CV-1 

(Del l inger 1996) nebo studie chlorohl iníkového f ta locyaninu na buňkách myší 

leukémie P388 a L1210 (Luo & Kessel , 1997).Tento fakt je potvrzen vymizením 

jak štěpných f ragmentů, tak i celkových proteinů P A R P - 1 , BAX, Mcl-1 a Bcl-2 

(Obrázek 7). 

V exper imentálních modelech karc inomu prsu buněčné l inie MCF-7 byla 

testována indocyaninová zeleň v koncentracích 15 a 25 |j,M ozářená diodovým 

laserem o v lnové délce 805 nm. Intenzita záření odpovídala 15 a 25 J /cm 2 . 

V porovnání s látkou 8656, vykazuje indocyaninová zeleň menší úč innost na 

buňky buněčné l inie MCF-7. V e studii byla použita jak vyšší koncentrace látky, 

tak vyšší intenzita ozáření laserem, a i přesto detekovaný protein PARP-1 tvořil 

štěpný f ragment pouze při nejvyšší koncentraci a intenzitě ozáření (Crescenzi et 

al. , 2004) . Byla zde tedy indukována pouze apoptóza. 

Dále byla také na buněčné linii MCF-7 testován a látka meso-5-[p-diethylen 

triamin pentaoctová kysel ina-aminofenyl]-10,15,20-tr i fenyl-porfyrin (DTP) 

o koncentraci 0 - 1,4 |j,M a ozářená světlem s v lnovou délkou 650 nm o intenzitě 

16 J / cm 2 po dobu 17 minut. Podobně jako ve studii Crescenzi a kol. byla látka 

méně úč inná než 8656 a vykazovala pouze apoptotické úč inky potvrzené 

snižující se expresí proteinu Bcl-2 a zvyšující se expresí proteinu BAX (Chen et 

al. , 2024). 
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MCF-7 

Koncentrace 

8656 [nM] 0 5 5 5 5 5 0 0 

Ozářen í [J/cm 2 ] 0 0 2,5 5 7,5 10 10 5 

PARP-1 mm 

PARP-1 fr. 

BAX 

BAX fr. 

Mcl-1 

Bcl-2 

HSF1 

Cytochrom C 

GAPDH 

Obrázek 7: Imunodetekce proteinů buněk buněčné linie MCF-7 vystavených koncentraci 
5 /iM látky 8656 a po 4 h od ovlivnění ozářených modrým světlem [J/cm 2] v různých 
intenzitách v rozmezí od 0 do 10 J/cm 2 s následnou inkubací po dobu 4 hodin. Zkratka 
fr. představuje štěpný fragment daného proteinu. Protein GAPDH slouží jako kontrola 
rovnoměrného nanesení vzorků. 

4.2. Jaderná stresová tělíska 
Jaderná stresová tělíska HSF1 jsou formována v jádrech buněk 

působením různých stresových podmínek. Protein HSF1 fungu je jako hlavní 

mediátor transkripěních odpovědí na indukovaný stres jako je tepelný šok či 

oxidatívni stres. V nestresových podmínkách se vyskytuje jako neaktivní 

monomer v cytoplazmě i jádře a jeho aktivita je pot lačena molekulárními 

chaperony jako jsou H s p 7 0 a Hsp90. Při buněčném stresu, zahrnuj ícím například 

teplotní šok, přítomnost těžkých kovů či ana logů aminokysel in (Cotto e ta l . , 1997), 

dochází k posttranslačním modif ikacím H S F 1 , kde je monomer formován do 

akt ivního tr imeru. Trimer se nás ledně hromadí v jádře a váže se na e lementy 

tepe lnéhošoku ( H S E ) n a DNA do regulačních oblastí genu hea t shock proteinů. 
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Spojení HSF1 s DNA sekvencemi vede ke transkripci nekódujících 

jednořetězcových molekul RNA a tvorbě jaderných stresových tělísek (Naidu & 

Dinkova-Kostova 2017). V souvislost i s PDT stresová tělíska ještě zkoumána 

nebyla. Pro potvrzení výskytu HSF1 stresových tělísek byly použity buňky 

stabi lně exprimující protein HSF1 fúzovaný s f luorescenčním proteinem mCherry 

(MCF-7-HSF1-mCherry) , které byly ov l ivněny vzestupnými koncentracemi 8656 

a ozářeny modrým světlem v intenzitách 5 a 10 J / cm 2 Zatímco u nízkých 

použitých koncentrací 8656 neby la stresová tělíska pozorována, u koncentrací 

1,25 uM a 2,5 uM byly po ozáření světlem o in tenz i tě5 i 10 J / cm 2 pozorovány 

tělíska u skoro 80 % buněk . U vyšších koncentrací látky docházelo k vymizení 

stresových tělísek (Graf 4, Obrázek 8). Tento výsledek koreloval s analýzou 

HSF1 pomocí imunoblot t ingu, která prokázala, že se zvyšující se intenzitou 

záření docházelo u buněk ov l ivněných 8656 ke snížení h ladiny proteinu HSF1 

(Obrázek 7). 

Zastoupení buněk se stresovými tělísky v zorném 

N 0 0,3125 0,6250 1,25 2,5 5 10 
koncentrace [uM] 

• 5 J /cm 2 (414 nm) • 10 J /cm 2 (414 nm) 

Graf 4: Zastoupení jaderných stresových tělísek u buněčné linie MCF-7-HSF1 -mCherry 
v závislosti na koncentraci zájmové látky 8656. Fotografie byly pořízeny bezprostředně 
po ozáření buněk o intenzitě 5 J/cm 2 a 10 J/cm 2 při zvětšení 400x. Na fotografiích jsou 
vizuálně znázorněny buňky bez i se stresovými tělísky označené šipkami. Data jsou 
průměrem hodnot 2 zorných polí a chyba jako SD. 
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8656: O |JM 8656: 5 |jM 

Obrázek 8: Reprezentativní fotografie detekce fluorescenčního signálu HSF1. Porovnání 
vlivu látky 8656 na vznik stresových tělísek v jádře buněk ozářených světlem o intenzitě 
5 J/cnfo vlnové délce 414 nm. Vlevo jádra buněk neovlivněných bez stresových tělísek. 
Vpravo buňky ovlivněné 5 pM 8656 se stresovými tělísky označené šipkou. 
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5. Závěr 
V rámci bakalářské práce byly zkoumány fotodynamické vlastnosti nově 

syntet izované fotosenzi t ivní látky 8656 na buněčné linii MCF-7 odvozené od 

adenokarc inomu prsu pomocí vybraných biologických a b iochemických metod. 

Měřením absorpčního spektra bylo zj ištěno absorpční max imum látky 8656 

s v lnovou délkou 380 nm. Tato v lnová délka spadá do oblasti UV záření, které 

nen í ideální pro použití v kl inických aplikacích kvůli svým negat ivním účinkům na 

organismus. V rámci exper imentů bylo tedy zvoleno světlo o v lnové délce 414 

nm, protože se stále nachází v oblasti absorpčního spektra látky 8656, což je 

klíčové pro efektivní aktivaci fo tochemické reakce. Navíc je vhodnější pro studium 

fotodynamických úč inků látek na buňky než UV záření. 

Byl potvrzen cytotoxický úč inek látky 8656 na buněčnou linii MCF-7 

v závislosti na intenzitě ozáření. Zatímco bez ozáření nevykazova la8656 žádné 

výrazné cytotoxické úč inky až do koncentrace 10 uM, což je velmi důležitá 

vlastnost fotosenzit ivních látek, se zvyšující se intenzitou záření docházelo 

k postupnému zvyšovánícytotoxic i ty až na hodnotu 0,7 uM při ozáření 10 J /cm 2 . 

Protože je produkce reaktivních forem kyslíku typická pro fotodynamickou 

terapii, byla s ledována jejich produkce i v našem exper imentálním modelu. 

Reakt ivní formy kyslíku byly detekovány pouze při kombinaci 8656 s ozářením 

modrým světlem a pravděpodobně stojí za cytotoxickým úč inkem 8656. 

Následná analýza morfologie buněk naznači la, že v závislosti na různých 

koncentracích látky a intenzitě světla dochází k různým typům buněčné smrti. 

Zatímco nižší koncentrace 8656 po aktivaci světlem působí spíše proapoptoticky, 

vyšší dávky vedou spíše k nekróze. Tento poznatek byl také podpořen analýzou 

exprese apoptot ických markem imunoblot t ingem. 

V nepos lední řadě byla potvrzena tvorba HSF1 stresových tělísek v jádrech 

buněk MCF-7 po ov l ivnění látkou 8656 a ozáření modrým světlem. Tato 

pozorování naznačuj í aktivaci buněčných mechanismů odpovídajících na 

indukovaný stres. 

Celkově lze konstatovat, že studie poskytuje důleži té informace 

o potenciálu látky 8656 pro fotodynamickou terapii rakovi n y prsu a ukazuje na její 

schopnost indukovat buněčnou smrt v nádorové buněčné linii MCF-7. Tato 

zjištění přispívají k dalšímu porazu m ě n í m e c h a n i s m ů m působení fotodynamické 
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terapie a mohou posloužit jako základ pro další vývoj léčiv pro terapii rakoviny 

prsu. 
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Zkratky 
- 5-ALA - 5-aminolevul in ie acid 

- A A - A c r y l a m i d e 

- A P S - Amon iu m persu If ate 

- ATP - Adenos ine t r iphosphate 

- Bax - Bel-2-associated protein X 

- B c l - 2 - B - c e l l l ymphoma 2 

- Bcl-XI - B-cell l ymphoma - extra large 

- Bid - BH3 interact ing-domain death agonist 

- B i d t - BH3 interact ing-domain death agonist f ragment 

- Bis - N\N\methy lenb isacry lamidce 

- BSA - Bovine serum albumin 

- CM-H2DCFDA - chloromethyl derivative f luorescein 

- C P O - P o r f y c e n 

- Ctrl - Control 

- DMEM - Dulbecco's Modif ied Eagle Medium 

- DMF - Dimethyl formamide 

- D M S O - D i m e t h y l sul foxide 

- DTP - Meso-5-[p-diethylene tr iamine pentaacetic ac id-aminopheny l ] -

10,15,20- t r ipheny l -porphyr inDTT- Dithiothreitol 

- DVDMS - Sinoporphyr in sod ium 

- ECL - Enhanced chemi luminescence 

- EDTA - Ethylenediaminetetraacet ic acid 

- EGTA - Ethy lene glycol-bis(S-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic 

acid) 

- EMA - European Medic ines Agency 

- FS - Fetal Bovine Serum 

- G A P D H - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

- HpD - Hematoporphyr in deriváte 

- HSE - Heat shock element 

- HSF1 - Heat shock factor 1 

- H S P 7 0 - H e a t shock protein 70 

- H S P 9 0 - H e a t shock protein 90 
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I C 5 0 - Half-maximal inhibi tory concentrat ion 

Mcl-1 - Myeloid cell leukemia-1 

mTHPC - m-tetrahydroxyfenylchlor in, Temoporf in 

MTT - 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid 

PARP-1 - Poly [ADP-ribose] polymerase 1 

P D T - Photodynamic therapy 

PMSF - pheny lmethy lsu l fony l f luor ide 

P p l X - Protoporphyrin IX 

PS - Photosensit izer 

RIP1 - Receptor- interacting protein 1 

RIPA - Radioimunoprecipi tat ion assay buffer 

ROS - Reactive oxygen species 

RPM11640 - Roswel l Park Memorial Institute 1640 Medium 

SDS-PAGE - SDS-polyacry lamide electrophoresis 

SDS - Dodecylsul fate sod ium 

S n E T 2 - T i n et iopurpurin dichlor ide 

TBS - T r i s buffer sal ine 

TEMED - N'.N'.N'.N'-tetramethylethylendiamin 

TNF - T u m o r necrosis factor 

TRIS - Tr is(hydroxymethyl)aminomethan 

W H O - World Health Organizat ion 
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