UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laboratof rustovych regulatoru

Fotodynamické vlastnosti novych
heterocyklickych slouéenin a jejich ucinky

na lidské nadorové bunécné linie

BAKALARSKA PRACE

Autor: Alena Opichalova

Studijni program:  B1501 Experimentalni biologie
Studijni obor: Experimentalni biologie

Forma studia: Prezen¢ni

Vedouci prace: Mgr. Eva Rezni¢kova, Ph.D.

Termin odevzdani prace: 2024



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Alena Opichalova
Nazev prace Fotodynamické vlastnosti novych
heterocyklickych sloucenin a jejich u€inky na

lidské nadorové bunééné linie

Typ prace Bakalarska

Pracovisté Laborator rGstovych regulatoru
Vedouci prace Mgr. Eva Rezni¢kova, Ph.D.

Rok obhajoby prace 2024

Abstrakt
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rtznych druhd bunéénych smrti po aplikaci latky a svétla. Vysledky naznaduiji
potencial latky 8656 pro fotodynamickou terapii rakoviny prsu.
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1. Uvod a cile prace

Rakovinaje rozsahla skupina onemocnéni vyznacujici se nekontrolovanym
ristem bunék. Celosvétove je onkologické onemocnénijednou z nejcastéjsich
pficin umrti, s témeéf 10 miliony obéti v roce 2022. Po rakoviné plic je druhym
nejpbéznéjSim onkologickym onemocnénim rakovina prsu, ktera predstavuje
jedno z nejzavaznéjsich onemocnénizen po celém svété (Ferlay et al., 2021).
Navzdory pokroku v diagnostice a |é¢bé z(istava rakovina prsu stale vyznamnou
pficinou umrti. S narUstajicim povédomim o individualnim charakteru této nemoci
se stava stale naléhavéjsi potfeba hledat inovativni a efektivni terapeutické
pristupy s minimalnimi vedlejSimi ucinky.

Mezi slibné terapeutické metody patfi fotodynamicka terapie, ktera
kombinuje aplikaci fotosenzitizéru s naslednym ozarenim svétlem o vhodné
vinové délce. Timto zplsobem je selektivné cileno narakovinné bunky, pficemz
se minimalizuje poskozeni okolnich tkani a systémové vedlejSi ucinky. Pravé
schopnostminimalizovat negativni dopady na pacienty a zachovat kvalitu jejich
zivota €ini z této metody atraktivni alternativu v |€Cbé rakoviny prsu.

Cilem této bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma
fotodynamicka terapie ajeji vyuziti v Ié€bé malignich onemocnéni. Tato reSerse
zahrnovala studium mechanismu pusobeni fotodynamické terapie, aktualné
pouzivané fotosenzitizéry ajejich uc€inky, a také vhodné zdroje zareni, které jsou
klicové pro ucinnost této terapeutické metody. Cilem experimentalni Casti
bakalarské prace pak bylo stanovit fotodynamické uc€inky novych
heterocyklickych slou€enin na lidské nadorové bunééné linie odvozené od
karcinomu prsu. Byly vyuZzity vybrané biologické a biochemické metody, véetné
prace s tkaniovymi kulturami, stanoveni cytotoxicity, imunoblotting a méreni
reaktivnich forem kysliku, které jsou kli¢ové pro posouzeniucinkd fotodynamické
terapie narakovinnébunky. Poslednim cilem prace bylo zanalyzovat a zpracovat

ziskana data a zaclenit je do kontextu s publikovanymi pracemi.



2. Fotodynamicka terapie

Fotodynamickaterapie (PDT) je IéCebnametoda pouzivajici svétlo s vhodnou
vinovou délkou a lokalizovanou svétlo-senzitivni latku, znamou jako
fotosenzitizér (PS), k 1é€bé mnoha vaznych nemoci. Fotodynamicka terapie
pomaha v soucasné chvili s [é€bou jak nemalignich, tak malignich onemocnéni,
jako je napfiklad rakovina plic, jicnu, melanomy a nadory mozku. Pfikladem
nemalignich onemocnéni pak muze byt vékem podminéna makulami
degenerace, ateroskler6za a psoriaza (Josefsen & Boyle, 2008).

V pfipadé maligniho onemocnénimize byt fotodynamicka terapie pouzita
samostatné, jako primarni IéCebny pfistup, nebo v kombinaci s jinou konven¢ni
léEbou (chemoterapie, radioterapie, operace a imunoterapie). Pokud je PDT
kombinovana s dalsimi Ié€ebnymi postupy, jako je jiz zmihovana chemoterapie,
radioterapie a imunoterapie, mize pfinést jesté lepsivysledky nez samotna PDT,
nebo konvenéni metody. Timto zplsobem se nejen usetfi na davkach Iéku, ale
také se sniziriziko vedlejSich Ucinkl a muze se dosahnout jesté efektivnéjsiho a
ucinnéjSiho vysledku ve srovnani se samostatnym vyuzitim PDT (Gunaydin et
al., 2021).

PDT vyzaduje tfi klicové slozky — kyslik, PS a viditelné svétlo. PS zUstava
neaktivni, dokud nenivystaven specifické vinové délce svétla, ktera ho aktivuje.
Pokud je aktivovan urenym druhem svétla, pak interaguje s molekularnim
kyslikem, ktery je uvnitf bunék, a vytvari reaktivni formy kysliku. Reaktivniformy
kysliku jsou velmi cytotoxické. Jsou schopné zpUsobit nejen poskozeni bunék,
ale i mikrovaskulami poskozeni, coz pfispiva k dalsi likvidaci malignich bunék
(Hopper 2000).

2.1. Historie fotodynamické terapie

Svétlo jako takové je pouzivano k I1é€bé po staleti. Prvni zminky o pouziti
svétla mGzeme najit jiz ve Starovékém Egypté, Indii nebo Ciné&, kde se pouzivalo
k |é¢bé psoriazy, kfivice, vitiliga, rakoviny kGize, a dokonce i psychdzy (Ackroyd
et al. 2001). Starovéka egyptska kultura vyuzivala kombinace extraktu z anyzu
velkého (Amni majus) a sluneéniho svétla k 1éEbé leukodermy. Hlavni ucinna
|atka obsazenav této rostliné, psoralen, je dodnes vyuzivanave vyzkumu i terapii

této nemoci (Josefsen & Boyle, 2008). Starovéci Rekové také pouzivali



slunecnich paprsku k 1éébé nemoci, a to predevsim prostrednictvim helioterapie,
tedy vystaveni celého téla slunci. Za otce terapie sluncem je povazovan
Hérodotos, ktery vyzdvihoval vyznam slunéni k obnoveni celkového zdravi
(Ackroyd et al. 2001).

V osmnactém a devatenactém stoleti se |é¢ba svétlem dostala i do
Francie.Zde ji vyuzivali pfevazneé pfi leécbé tuberkuldzy, kfivice a svalové slabosti.
O pokrok ve fototerapii se dale zaslouzil dansky Iékar Niels Finsen, ktery zjistil,
ze Cervené svétlo zabranilo u [éEby nestovic vzniku hnisavych puchyrk(l. Déle se
také podilel na demonstraci fototerapie pfi 1é¢bé kozni tuberkulozy (lupus
vulgaris) pomoci svételného zareni. Finsen byl za tento objev ocenén Nobelovou
cenou v oboru fyziologie a Iékarstvi v roce 1903 (Ackroyd et al. 2001).

Fotodynamicka terapie, jako ji zname dnes, se jako |éCebna strategie
objevila az v pocatcich 20. stoleti. Mezi prvni klinické aplikace patfilo vyuziti
hematoporfirinu (HpD) pfi IéEbé rakoviny moCového méchyre (Kelly et al., 1975).
V roce 1978 doktor Dougherty s kolegy publikovali klinickou studii, ve které
zkoumali G¢inky PDT na 25 pacientech s primamni i sekundarnirakovinou ktze.
| kdyZ se u téchto pacientl po podani latky HpD objevila neprijemnakoznireakce
na svétlo, studie prokazala, ze PDT muze byt Gcéinna pfi |éEbé nador
v pfipadech, kde konvenéni |éCba selhala (Dougherty et al., 1978).

Od roku 1978 byla publikovana spousta studii, které dokazovaly uc€innost
fotodynamické terapie u ruznych typl nadort. Zejménakozninadory se ukazaly
jako idealni pro 1écbu pomoci PDT, pravé diky své poloze a snadné aplikaci
svetla (Ackroyd et al., 2001). | pfes znamé uspéchy PDT jsou stale zkoumany
nové slouceniny a pfistupy, které by mohly zlepsit jeji ucinnost v klinické

onkologii.

2.2. Mechanismus u€inku

V ramci fotodynamické terapie je pacientovi podavana senzibilizujici latka,
znama jako fotosenzitizér (PS). Tato latka mlze byt aplikovanariiznymizplsoby,
napfiklad intraven6zné nebo lokalné na kuzi. Zplsob podani velmi ovliviuje
distribuci v téle, a tedy i konecnou ucinnost. (Dolmans et al., 2003; Yanovsky et
al., 2019). Po podani PS je latce umoznéno difundovat a nahromadit se

v bunkach nadoru. Tkan je nasledné ozafena svétlem o vinové délce
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korespondujici s absorbénim spektrem PS. Casové rozmezi mezi podanim PS
a naslednym ozarenim je dano druhem PS. Pfi ozafeni dochazi k absorpci
fotonu, coz zpUsobuje prechod jednoho elektronu PS z nizkoenergetického
singletového stavu S° do excitovaného singletového stavu S'. PS se v S' stavu
nemuze UCastnit reakce s bufikami, protoZe singletovy stav PS ma velmi kratkou
zivotnost. Aby se elektron vratil do plvodniho stavu, mlze vyzafit ziskanou
energii ve formeé fluorescence, nebo uvolnitteplo vnitini pfeménou. Alternativné
mUze excitovany singletovy stav projit intersystémovym pfechodem za tvorby
relativné dlouhotrvajiciho excitovaného tripletového stavu T'. Pravé tento
tripletovy stav PS je pro fungovanifotodynamické terapie klicovy. Tripletovy stav
latky maze pfimo reagovat s bufikami pomoci dvou riznych typu reakci — reakce
typu | a Il. (Foote, 1991; Chilakamarthi & Giribabu, 2017; Kwiatkowski et al.,
2018).

[
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Obrézek 1: Mechanismus fotodynamické reakce. Fotosenzitizér (PS) se hromadi
v nadorovych burikach, absorbuje fotony (hv) ze zdroje svétla o vhodné vinové délce
a prechazi do kratkotrvajiciho excitovaného stavu ('PS) 1]. 'PS muzZe ztrécet energii
vnitfni konverzi na teplo 2 nebo vyzarovanim svétla fluorescenci 3. 'PS by se také mohl
preménit na dlouhotrvajici excitovany tripletovy stav (°PS) prostrednictvim procesu
mezisystémové konverze 4. Kromé schopnosti navratu do singletového stavu ('PS)
emisi svétla (fosforescence) 5 mizZe 3PS zahajit dva druhy reakci se sousednimi
molekulami 6, 7. Vysledkem reakce typu I. 6 je prenos elektronu nebo protonu 3PS
a vznik kyslikovych radikald. Tyto radikaly mohou interagovat s bunéénym kyslikem
a vytvaret cytotoxické reaktivni formy kysliku (ROS). Fotochemicka reakce typu Il 7
iniciuje prenos tripletové energie 3PS na molekularni kyslik, coZ vede ke vzniku
singletového kysliku ('Oz), ktery je silnym oxida¢nim cinidlem. (Mishchenko et al. 2022).
upraveno
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2.2.1. Reakce typul

Excitovany tripletovy stav PS prenasi energii pfimo na biomolekuly v jeho
okoli. Mezi tripletovym stavem PS a rakovinnou tkani se prfenasi elektron, coz
umoznuje produkci reaktivniho kysliku ve formé superoxidu, peroxidu vodiku Ci
jinych kyslikovych radikall jako je hydroxylovy radikal. Superoxid je molekula,
ktera obvykle nenipfrili§ aktivni a sama o sobé nezplsobuje oxidativniposkozeni
v burikach. Muze vsak reagovat s jinymi molekulami za tvorby reaktivnéjich
forem kysliku (ROS) a tim pfispivat k poskozeni bunék. Pfi reakci dvou molekul
superoxidu avodiku vznikd peroxid vodiku a kyslik pomoci enzymu
superoxiddismutazy. Tato reakce se nazyva dismutace a je dulezita pravé pro
tvorbu peroxidu vodiku. Superoxid mize také reagovat s enzymy, jako je
zeleznata nebo manganova superoxiddismutaza, které také katalyzuji konverzi
superoxidu na peroxid vodiku a kyslik (Castano et al. 2004).

Peroxid vodiku je dulezitym reaktivnim druhem kysliku. Jestlize peroxid
vodiku interaguje s zeleznatym kationtem, ktery se nachazi ve vsech burikach,
vznika hydroxylovy radikal. Hydroxylovy radikal je jednou z nejvice reaktivnich
molekul ROS vubec. Je velmi nestabilnia ma velmi kratky polo¢as rozpadu. Po
svém vzniku témeér okamzité reaguje s jakoukoli molekulou v jeho okoli.
Hydroxylovy radikal mulze reagovat s organickymi substraty, napfiklad
s mastnymi kyselinami, a vytvaret dalsi reaktivni produkty (Castano et al., 2006).
Pfi iniciaci radikalové kaskady a nasledné nadmérné produkci ROS dochazi
v bunicek oxida¢nimu stresu. V té chvilinejsou bunécné antioxidanty (glutathion,
kataldza, superoxiddismutaza Ci vitaminy C a E) schopny neutralizovat ROS
v bunkach a dojde tak k poskozeni biomolekul jako jsou lipidy, proteiny i DNA
a dochazi naslednék iniciaci bunééné smrti. Reakce typu | je méné bézna nez
reakce typu Il a obvykle se vyskytuje pouze ve specifickych pfipadech jako je
nizka koncentrace kysliku. (Castano et al., 2004, 2006; Kwiatkowski et al., 2018;
LukSiené, 2003).

2.2.2. Reakce typu ll

V ramci reakce typu Il je energie z tripletového stavu PS pfimo prenesena
na molekulovy kyslik rozpustény v cytoplazmé. Molekulovy kyslik se nasledné
z tripletového zakladniho stavu excituje do singletového stavu. Timto pfenosem

energie vznikne excitovana ¢astice kysliku — singletovy kyslik. Singletovy kyslik
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ma mimoradné silné oxidac¢ni vlastnosti, diky kterym je schopen poskozeni
proteiny, tukl a dalSich molekul ve fotosenzibilizované oblasti. Mezi dulezité cile
patfi aminokyseliny v proteinech jako je cystein, methionin, tyrosin, histidin
a tryptofan, dale také nenasycené lipidy nebo DNA (Berra et al., 2010). | pres to,
ze v8echny bunky maji mechanismy na opravu oxidativniho poskozeni, tak
destrukce hlavnich komponent buriky vede ke zniceni bunék (Castano et al.,
2004; Foote, 1991; Kwiatkowski et al., 2018).

Reakce typu Il je hlavnim mechanismem ucinku PDT a je odpovédna za
biologicky uc€inek IéCby. Singletovy kyslik je totiz povazovan za primarni
terapeuticky ROS. Bohuzel, reakce typu Il je vysoce zavisla na obsahu kysliku
v tkani. Proto obé reakce hraji roli ve funkénosti terapie a mohou probihat
soucCasné. V zavislosti na podminkach jako je pH, koncentrace kysliku,
dielektricka konstantatkané nebo struktura PS muze byt rizny pomér reakci typu
l all. (Ding etal., 2011; Kwiatkowski et al., 2018; Robertson et al., 2009).

2.3. Bunééna smrt ve fotodynamické terapii

Fotodynamicka terapie vede k pfimé i nepfimé bunécné smrti. Mezi pfimou
bunénou smrt se fadi apoptotickd a neapoptoticka (nekréza a autofagie)
bunécna smrt. Nepfimou bunécénou smrti se pak rozumi poskozeni nadorovych
cév, které zasobuji rakovinné bunky zivinami a kyslikem. PosSkozeni cév
nasledné vede k jejich celkovému kolapsu, zastaveni krevniho toku do tkang,
hypoxii, a nakonec k odumfeni tkané (Star et al., 1986). Jednotlivé mechanismy
ucinku jsou vyvolavany riznymi signalnimi drahami v zavislosti na PS (davce
a intracelulami lokalizaci), intenzité ozareni, druhu bunék, hladiné kysliku a na
pouzitém protokolu Ié€by (Chilakamarthi & Giribabu,2017; Luo & Kessel, 1997).
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Obréazek 2: Morfologie bunék podléhajicich apoptéze, nekrdéze a autofagii. Apoptoticka
burika vykazuje charakteristické smrsténi buriky a apoptoticka téliska. Nekroticka burika
vykazuje rozSirené mitochondrie a bunécné organely v dusledku zvy$eni propustnosti
bunécné membrany pro malé nabiteé molekuly. Autofagicka burika s autofagosomy
obsahujicimi organely a cytoplazmu. (Chilakamarthi & Giribabu, 2017) upraveno

2.3.1. Apoptoza

Apoptdéza je programovana bunééna smrt, ktera kontrolované zbavuje
organismus poskozenych Ci nepotfebnych bunék. Proces je fizen aktivaci
cysteinovych proteaz kaspaz a také endonukleaz. BEhem apoptézy dochazi
k pyknotizaci jadra, svrasténi celé buriky a také ke tvorbé apoptotickych télisek
obsahujicich fragmenty buriky, ktera jsou nasledné fagocytovana. Jelikoz se
jedna o bunkou kontrolovany proces, tak je to energeticky naroCny déj se
spotfebou ATP (Alberts et al., 2006).

Proces apoptdzy se sklada z iniciacnia efektorové faze. Iniciacni faze
muze byt spousténa riznymi faktory, jako je poruseni DNA, zména funkéniho
stavu mitochondriinebo plsobenim imunitnich bunék. Navozeni procesu mulze
probihat vnittni & vnéjsi apoptotickou cestou. Vnitini cesta zahmuje
mitochondrialni apoptotickou drahu, zatimco vnéjsi cesta je aktivovana interakci
Fas a TNF ligandd imunitnich bunék s receptory smrti na bunééné membrané

(TNF-receptor, Fas-receptor). V ramci fotodynamické terapie se uplathuje vnitni
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cesta aktivace apoptodzy zahrnuijici aktivaci kaspaz a endonukleaz (Alberts et al.,
2006).

Vnitini cesta mUze byt iniciovana fadou zmén vedoucich k poskozeni
DNA, nespravnym délenim bunky, stresem ¢i pfitomnosti ROS. V bunce se
vyskytuji faktory regulujici apoptozu a to proapoptotické (Bax, Bak)
a antiapoptotické faktory (Bcl-2, Bcl-XlI) na vnéjsi membrané mitochondrie a pro
bunku je nezbytné udrzovat mezi nimi rovnovahu. V pfipadé deregulace dochazi
k apoptdze. PFi pusobeni inhibi¢nich faktorl Bim a Bid dochazi k potlaceni
antiapoptotickych a posileni tc¢inku proapoptotickych faktorl. Tento proces vede
k vytvofeni kanall ve vnéjsi membrané mitochondrii a uvolnénicytochromu C do
cytoplazmy. Cytochrom C se vaze na APAF 1 (apoptotic peptidase activating
factor 1), na které se nasledné navaze kaspaza 9, ¢imz se vytvori komplex
apoptozom. Funkci apoptozomu je vznik aktivni kaspazy 9, ktera aktivuje
efektorové kaspazy 3, 6 a 7, jejichz funkcije nejen stépeni bunécnych proteind,
ale také aktivace endonukleaz ucastnicich se fragmentace DNA (Alberts et al.,
2006).

V ramci fotodynamické terapie slouzi jako spoustéC apoptozy
fotoposkozeniorganel po aplikaci PS a svétla. BEhem prvnich studiimechanismu
PDT bylo pozorovano, ze mezi hlavni cile fotopoSkozeni patfi mitochondrie.
Nicméné jiz byly identifikovany i dalSi subcelularnicile pro PS jako je membrana
endoplazmatického retikula ¢i lysosomy (Kessel & Oleinick, 2018).

Pfi cileni PDT na mitochondrie dochazi k poSkozeni antiapoptotického
proteinu Bcl-2 a jeho nasledné degradaci. Tento protein byl v roce 1999
identifikovan jako cil PDT (Kim et al.,, 1999), pfi némz byl jako PS pouzit
ftalocyanin hliniku (Agarwal et al., 1991). Bcl-2 vykazuje homologii
s proapoptotickym proteinem Bax ajejich pomér pfimo rozhoduje o osudu bunky.
Fotoposkozeni a degradace proteinu Bcl-2 vede k nadbytku proteinu Bax, ktery
je nasledné k dispozici pro interakci s mitochondrialni membranou, ze které se
uvolnicytochrom ¢ a spusti se apoptéza (Kim et al., 1999). Dalsi dulezitou studii
potvrzujici roli cileni PDT na protein Bcl-2 byla studie z roku 2001 od tymu
vedeného Kesselem (Kessel & Castelli, 2001). V jejich vyzkumu byly pouzity ffi
rizné mitochondridlni fotosenzitizéry etiopurpurin (SnET2), porfycen (CPO)
a temoporfin (MTHPC). Po ozafovani téchto PS bylo pozorovano selektivni

poskozeni proteinu Bcl-2, zvySeni poméru Bax/Bcl-2 a spusténi apoptozy. Tento
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experimentjiz jen potvrdil kliCovou roli Bcl-2 v iniciaciapoptdézy v PDT sméfované
na mitrochondrie (Kessel & Castelli, 2001).

Lysozomalni fotoposkozeni také vede k bunécné smrti s apoptotickym
mechanismem. Tento proces zahrnuje uvolnéni lysozomalnich proteolytickych
enzymu do cytosolu, které zpusobuje Stépeni proapoptotického proteinu Bid na
proapopticky fragment tBid. Tento fragment nasledné interaguje
s mitochondriemi za uvolnéni cytochromu ¢ a spousti apoptdzu. K potvrzenim
této hypotézy byl pouzit specificky inhibitor interakce mezi tBid a mitochondriemi,
coz vedlo pravé ke zruSeni apoptotické reakce pfi lysozomalnim fotoposkozeni
(Chiu et al., 2010; Kessel, 2006; Reiners et al., 2002).

2.3.2. Nekroza

Nekréza je energeticky neregulovany proces bunécné smrti postihujici
mnoho bunék i celou tkan. V bunce dochazi vlivem vnéjsich faktorl, jako je
hypoxie, infekce ¢i pusobeni jedl, k degradaci jaderné DNA s naslednym
rozpadem jadra. Nekroza je dale doprovazena ztratou funkce mitochondrii
a endoplazmatického retikula, coz vede k potlaceni energetického metabolismu
buriky. Dochéazi k bobtnani organel, a nakonec k rozpadu vSech bunécnych
membran. Rozpad vede k uvolnéni obsahu buriky do okoli a vytvofeni zanétlivé
reakce uvolnénim lysozomalnich enzymd. V blizkém okoli bunky totiz dochazi
k deregulaci homeostazy, tvorbé ROS a aktivaci proteaz.

V pfipadé PDT-indukované bunécné nekrézy hraje hlavni roli pravé
proteolyticka aktivita, nicméné konkrétni identifikace proteaz a jejich substratl je
stale nedostate¢né prozkoumand. Studium faktord a podminek, které vedou
k bunééné nekréze po PDT, neni tak jednoduché jako zkoumani faktort
vedoucich k apoptéze. Mezi klicové faktory, které ovliviuji iniciaci bud apoptdzy
nebo nekrozy po PDT, patfi typ bunky, pfitomnost nedotéenych apoptotickych
mechanisml, umisténi a koncentrace fotosenzitizéru v bunce, davka svétla
pouzita k aktivaci PS a hladina okysli¢eni. (Castano etal., 2006; Chilakamarthi &
Giribabu, 2017; Piette et al., 2003)

Vyssi davky PS a vy$Si intenzita zareni zpUsobuji vétsi poskozeni
membran a vedou praveé knekréze (Dellinger, 1996; Luo & Kessel, 1997).
Jestlize jsou PS lokalizovany v bunéé¢né membrané, mize proces ozareni vést

ke ztraté integrity bunécné membrany a rychlému vycCerpani intracelulamiho
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energetického zdroje ATP (Kessel & Poretz 2000). Existuje také moznost, ze
vysoké davky PDT mohou fotochemicky inaktivovat kliCové enzymy apoptotické
kaskady, a tim donutitburiku k nekrotické bunécné smrti. Po aplikaci PDT jsou
prostfednictvim receptor-interagujicino proteinu 1 (RIP1) aktivovany tumor
nekrotizujici faktor (TNF) a Fas receptory. Ty vyvolavaji nekrézu prave v pripadé
inaktivace kaspaz (Berghe et al., 2003). Dale také tvorba ROS je jednou z dalSich
pfic¢in nekrozy pfi fotodynamické terapii. (Chilakamarthi & Giribabu, 2017; Mroz
et al., 2011).

2.3.3. Autofagie

Autofagieje proces bunécné samoregulace, ktery pomahabunkam pfezivat
a obnovovat se. Bunkatak dokaze udrzet rovhovahu mezi syntézou, degradaci
a recyklaci produktl (Kroemer & Jaattela, 2005). Autofagie muze byt odpovedi
na stres, hladovéni nebo zvySeny obsah ROS v bunkach (Chilakamarthi &
Giribabu, 2017). Existuje mnoho variant mechanismu autofagie zahrnujici
lysozomalni degradaci bunéénych organel. Autofagie zac¢ina vytvorenim vacku
se zdvojenou membranou, znamych jako autofagozomy. Tyto struktury obali
cilovou poskozenou oblast v cytoplazmé a vytvori vezikuly, kterymi izoluji svdj
obsah od zbytku cytoplazmy. Vezikuly jsou naslednétransportovanyk lysozomu,
se kterym se spoji v autofagolysozomy. V téchto strukturach je nasledné jejich
obsah rozlozen a recyklovan lysozomalnimi enzymy (Mathew et al., 2007).
Autofagie usnadnuje likvidaci nezadoucich proteint, organel ainvazivnich
mikroorganismu. Dale také umoznuje redistribuci Zivin z nepotfebnych procesu
na zivotné dulezité v dobé hladovéni nebo stresu, ¢imz pfispivd k bunééné
adaptaci na nepfiznivé podminky (Francois et al., 2011; Chilakamarhi
& Giribabu, 2017).

Autofagie muze mit jak protinadorové, tak pronadorové ucinky v zavislosti
na kontextu a fazi vyvoje nadoru (Scherz-Shouval & Elazar, 2007). V souvislosti
s fotodynamickou terapii bylo zjistténo, ze autofagie mize hrat kli¢ovou roli
v odpovédi nadorovych bunék. Beclin1, protein nezbytny pro proces autofagie,
byl také identifikovan jako nadorovy supresor. Autofagie tedy mize na zacatku
branit rdstu nadoru tim, Ze kontroluje bunécny cyklus a zabranuje
nekontrolovanému rlstu bunék. Nicméné v pokrocilych stadiich nadoru, mtze

autofagie paradoxné podporovat rist nadoru tim, Ze poskytne zdroje energie pro
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bunécné preziti v hypoxickych nebomalo zivinami zasobenych oblastech nadoru
(Maiuri et al., 2010). Obecné plati, ze k indukci autofagie u bunék osetfenych
PDT dochazi nezavisle na apoptotickém vysledku, tedy mlze se projevit jak
samostatné, tak v doprovodu apoptdzy (Scherz-Shouval & Elazar 2007; Buytaert
et al. 2006; Mroz et al. 2011).

Autofagie mlze také blokovat apoptotické drahy a chranit tim bunky pred
smrti, ktera je indukovana lécbou (Maiuri et al., 2010). Nicméng, v nékterych
pripadech, urcité protinadorové terapie mohou zpUsobit autofagickou bunéénou
smrt nadorovych bunék. Z hlediska PDT je interakce s autofagii komplexni
proces. Existuje fada faktorl, které ovlivauji, jak bunky reaguji na tento
terapeuticky rezim, mezi které patfi typ nadorovych bunék, pouzity PS, davky
svetla a ROS (Sasnauskiene et al., 2009). Jednou z pravdépodobnych pficin
ucinnosti PDT v ramci vyvolani autofagické reakce muze byt snizeni regulace
Bcl-2. Tato zména nasledné vede k uvolnéniaaktivaci proautofagického proteinu
Beclin z komplexu Beclin:Bcl-2 (Pattingre et al., 2005). PS indukujici autofagii cili
predevsSim na endoplazmatické retikulum, pfesnéji najiz zminény protein Beclin.
(Francois et al., 2011; Chilakamarthi & Giribabu, 2017; Kessel, 2006; Mroz et al.,
2011).

2.4. Zdroje zareni
P fotodynamické terapii se pouziva nékolik typu zdroju zareni, mezi které
patfi lasery, zarovky alaserové diody (Yanovsky et al., 2019). Volba zdroje zavisi
predevSim na absorpénim maximu PS, dale také na druhu, velikosti a umisténi
|éze, a v neposlednifadé na cené a velikosti zdroje. Hloubka prliniku se zvySuje
ve viditelné a blizké infracervené spektralni oblasti (Lath et al. 1996; Mitton
& Ackroyd 2008). Optimalnim svétlem pro tkané je svétlo o vinové délce 600-
1200 nm, nicméné je pouzivané svétlo o maximalni vinové délce 800 nm. DelSi
vinové délky nemaji dostateCnou energii pro zahajeni fotodynamické reakce
a tvorbu reaktivnich forem kysliku (Agostinis et al., 2011) .
Mezi prvni pouzivané zdroje ve fotodynamické terapii patfily nekoherentni
svetelné zdroje konvenénich lamp, které se vyuzivaly zejména v oblasti
dermatologie. Laserové systémy zacaly byt preferovany zejména diky schopnosti

generovat koherentni svétlo s monochromatickou vinovou délkou. Tato vlastnost
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usnadnuje vypocet svételné davky, ktera je kliCova pro ucinnostfotodynamicke
terapie a svétlo Ize také efektivné privadét do obtizné pfistupnych mist pomoci
optickych vlaken s pfizpusobitelnym hrotem pro ozafovani cilovych I1ézi (Mitton
& Ackroyd 2008; Agostinis etal. 2011).

V minulosti byly velmi oblibené argonové lasery, které jsou specifické
prfedevSim vysokym vstupnim vykonem a moznosti upravovani vinové délky.
Tato technologie vSak byla nakladna, velka a vyzadovala komplexni chladici
anapdjeci systémy. V soucasné dobé byly proto nahrazeny cenové
nepotrebuji externi chlazenia vynikaji svou spolehlivosti. Diodové lasery mohou
byt spojeny s optickymi vldkny a byt tak idedlnim zdrojem svétla pro
endoskopickou PDT. Mohou byt také pouzity k 1é¢bé 1ézi naklzi, v Ustni dutiné
a v neposlednifadé i u adenomu hypofyzy (Marks et al., 2000). Laserova terapie
muze byt aplikovana pomoci optickych viaken s difuznimi koncovkami k 1é¢bé
nadorll v moCovém méchyfi a travicim traktu (Agostinis et al. 2011; Mitton
a Ackroyd 2008).

DalSim moznym zdrojem pouzivanym v PDT jsou lampy vyznacujici se
také vysokym vykonem. Mezi bézné pouzivané typy lamp patfi kfemenné
halogenidové lampy s wolframovym vlaknem a xenonové obloukové lampy.
Nejen cena, ale i Udrzba byva u lamp levnéjsi oproti laserim. Jednou z kli¢ovych
vyhod lamp je jejich schopnost vyzarovat Sirsi spektralni rozsah svétla oproti
laserim, coz umoznuje Sirsi aplikaci v PDT. Nicméné pro konkrétniuziti lampy je
vyzadovana kombinace rtznych filtrl pro dosazeni optimalnich vinovych délek.
Lampy se také vyznacuji snadnou manipulaci, coz z nich €ini idealni volbu pro
|éEbu rozsahlejSich koznich onemocnénijako je nemelanomovy karcinom klze.
Naopak vystup lampy nelze snadno spojit s malymi optickymi vlakny, aniz by se
vyrazné omezil jejich vykon. Z téchto diivodl nenimozné, aby byly lampy pouzity
pro endoskopickou PDT (Brancaleon & Moseley, 2002).

DalSi typ zdroje zareni predstavuji fluorescencni lampy, které vyzaruji
svetlo v oblasti 400-450 nm. Tyto lampy umozriuji dosahnout stejné nebo vyssi
ucinnosti fotodynamického efektu pfi nizsi koncentraci Ié¢iva v tkani, coz mlze
vést ke snizeni vedlejSich Ucinkl. Nicméné, kvlli omezenému pruniku svétla

v této oblasti spektra, jsou lampy vhodné pouze pro 1é€bu povrchovych koznich
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|ézi. Jejich vykon je nizsinezu jinych zdroju svétla, ale i pfesto jsou atraktivni pro
klinické prostfedi (Bissonnette et al., 2000; Brancaleon & Moseley, 2002).

Dalsi alternativou mohou byt LED diody, které se vyznacuji uzkou Sirkou
spektralniho pasma. Tyto diody nabizeji Sirokou Skalu vinovych délek od UV po
blizkou infralervenou oblast a maji Sitku pasma pravé pouze 5-10 nm. DalSi
vyhodou je jejich relativné nizka cena, ktera umozrniuje usporadaniv soustavach
pro ozareni rozsahlych ploch a snadnou prfenosnost diky moznosti napajeni
bateriemi. LED diody jsou navic i flexibilni, coz umoznuje ucinné ozareni

i v obtizné pfistupnych anatomickych oblastech (Brancaleon & Moseley, 2002).

2.5. Fotosenzitizéry

Fotosenzitizéry (PS) jsou jednim z hlavnich komponent fotodynamické
terapie. Jsou to molekuly, které jsou schopny absorbovat svétlo o urcité vinove
délce, a tim vyvolat fotochemickou reakci. Jelikoz jsou PS pouzivané jako |&Civo,
je nutné, aby splnovali urCité vlastnosti, kterymi jsou napriklad vysoky stupen
Cistoty latky, stabilita pfi pokojové teploté a snadna rozpustnost v télesnych
tkanich a tekutinach. Dale je dllezita fotochemicka reaktivita pouze v pfitomnosti
specifické vinové délky svétla a minimalni cytotoxicita ve tmé. Mezi zadouci
vlastnosti pak patfi dobrarozpustnost ve vode, snadnaaplikace pacientovia také
jednoduchaalevnachemickasyntéza. (Agostiniset al., 2011; Kwiatkowski et al.,
2018; Macrabert et al., 1989; Nyman & Hynninen, 2004).

Fotosenzitizéry jsou déleny do tfi skupin dle doby vzniku a jejich
specifickych vlastnosti. Do prvni generace muzeme zaradit latky odvozené od
porfyrinu, jeho derivaty hematoporfyriny (HpD) (Schwartz et al., 1955) a jeho
analogy jako je Photofrin. Tyto latky byly vyvinuty v pribéhu 70. let 20. stoleti.
Slabinou téchto PS je bohuzel nedostateéna specifita pro nadorovou tkan
a chemicka Cistota, nevhodné absorpni maximum (400-630 nm) a také jejich
Spatna penetrace do hlubsich tkani. PS 1. generace vyvolavaji koznifototoxicitu,
ktera u pacientl pretrvava po dobu nékolika tydnl v podobé hyperfotosenzitivity
kaze, kvuli dlouhému polo¢asu rozpadu PS. Pro jejich nevhodné vlastnosti, byly
jiz na pocatku 80. let 20. stoleti zahajeny vyzkumy novych latek.

Mezi druhou generaci fotosenzitizérl se v sou€asné dobé fadi derivaty

hematoporfyrinu a jiné porfyrinim podobné syntetické struktury jako je
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5-aminolevulinova kyselina (ALA), dale pak chlorin &i ftalocyanin. Druha
generace se vyznacuje vyssi chemickou Cistotou, vyssim vytézkem singletového
kysliku a lepsim prinikem do hloubgji uloZzenych tkani diky maximalni absorpci
ve vinovych délkach 650-800 nm, coz je oproti minulé generaci vyznamny ben efit
Kromé prokazatelné lepsich vlastnosti je jejich pokrokem zmirnéni vedlejSich
ucinku jako je fototoxicita diky rychlejSimu vylu€ovaniPS z téla. Bohuzel stale
pretrvavajici limitaci PS druhé generace je Spatna rozpustnostve vodé, ktera je
klicova pfi intraven6znim podani latky pacientovi. (Kwiatkowski et al., 2018; van
Straten et al., 2017).

V soucasné dobé se vyzkumy zabyvaji navrhovanim PS tfeti generace.
Nezaméruji se vSak pouze na tvorbu novych latek, ale i na vyvijeni metod, které
by umoznily specifické smérovani PS do nemocné tkané se zamérenim na vyssi
selektivitu a specificnostPS pro lepsSi vychytavani PS nadorovymi burikami. Mezi
mechanismy cileni patfi aktivni a pasivni cileni.

Aktivni cileni vyzaduje interakci cilovych molekul s konkrétnimi receptory
napovrchu bunééné membrany nadorovych bunék. Nékteré povrchové receptory
byvaji exprimovany vice nadorovymi burfikami nez normalnimi, ¢ehoz se prave
pfi aktivnim cileni vyuziva. Tento pfistup zahrnuje vyuziti nosice, jako jsou
monoklonalni protilatky, peptidy, sacharidy, polymery, lipozomy a nanocastice,
atvorbu konjugatu s latkou. Poté jsou specifické konjugaty navazany na
receptory exprimované burikami v cilovém misté. Toto umoznuje cileni latek
pfimo na urcité typy bunék a zvysSuje ucinnost terapie. Prikladem muze byt
konjugace PS s manézou, kde [é€ba cili na mandzové receptory, které jsou
nadmérné exprimovany u rakoviny prsu (Zhang et al., 2017). Dale pak je také
zkoumano vyuzivani monoklonarnich protilatek, které se vazou na povrchové
antigeny nadorovych bunék, vyuzivajici napfiklad transtuzumab v kombinaci
s PS naHER-2 receptory také exprimované u bunék rakoviny prsu (Gunaydin et
al., 2021; Shu et al., 2020).

Pasivni cileni je proces, ktery zahrnuje difuzi lipofilnich €i amfipatickych
latek do bunék diky svym fyzikalnim vlastnostem rozpoustét se v tucich. Jako
potencialni nosie pasivniho cileni se vyuzivaji lipozomy a nanocastice tvofici
konjugaty s u€innymi latkami. Ty jsou konstruovany tak, aby byly schopny
proniknout do bunék pasivni difuzi. Cévy v okoli nadorl nejsou zcela spravné

vyvinuté a mivaji netésné interendotelové spoje a nepravidelné vétveni.

21



Nadorove tkané byvaji také mnohem propustnéjSi nezzdrava tkan, coz umoznuje
latkam snaze pronikat a akumulovat se v nadorové tkani. Pasivni absorpce je
méneé selektivni a efektivni nez aktivni cileni, ale i pfes to muze byt stale
uziteCnymmechanismempro dodaniPS do bunék (Josefsen & Boyle 2008; Chen
et al. 2004).

2.5.1. Priklady klinicky schvalenych a pouzivanych fotosenzitizért

25.1.1. Photofrin (Porfimer sodny)

HO

Na
OH

Obrazek 3. Struktura Photofrinu

Porfimer sodny (Obrazek 3), komeréné znamy jako Photofrin, byl prvni
fotosenzitivnilatka, ktera byla schvalenak 1é€bé v ramci fotodynamickeé terapie.
Photofrin vznikl purifikaci derivatu hematoporfyrinu HpD a v roce 1993 byl
schvalen k [éEbé rakoviny moCového méchyre v Kanadé. V soucasné dobé je
schvalen po celém svété a je vyuzivan k |éCbé rakoviny plic, jicnu, moCového
meéchyre a délohy (Chilakamarthi & Giribabu, 2017; Kim & Chang, 2023)..
Photofrin ma absorbéni maximum pfi 630 nm. Prestoze je Photofrin hojné
vyuzivan, ma mnoho nevyhod a nezadoucich ucinku. Slabinou této latky je
pfedevSim nedefinované slozeni tvofené monomery, dimery a oligomery
hematoporfyrinli, coz stéZzuje opakovanou pfipravu latky. Dals$i nevyhodou je
slaba absorpce svétla v terapeutické oblasti. Dale se jedna o kozni fototoxicitu,
ktera u pacientll pretrvava po dobu nékolika tydn(, kvuli dlouhému poloc¢asu
rozpadu (Kim & Chang, 2023; Kwiatkowski et al., 2018; Przygoda et al., 2023).
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2.5.1.2, 5-aminolevulinova kyselina (5-ALA, Ameluz, AlaCare, Levulan)

HNT N " SoH

Ho” O
Obréazek 4: Struktura 5-aminolevulinové kyseliny (vlevo) a Protoporfyrinu IX (vpravo)

Kyselina 5-aminolevulinova (Obrazek 4) a jeji estery, vyuzivajici se
pod komer¢nimi jmény jako Ameluz, AlaCare nebo Levulan, se ukazaly jako
ucinné v |é¢bé rakoviny klze, prostaty, moCového méchyie a jicnu. Muze byt
podavan intraven6zné, peroralné i lokalné v misté léze. Sama o sobé 5-ALA
nevykazuje fotosenzibilizujici ucinek, nicméné bylo prokazano, ze je
metabolizovana v tkanich na velmi ucinny PS Protoporfyrin IX (Obrazek 4)
(Kennedy & Pottier, 1992) a dalSi fotosenzitivni porfyriny. K ozareni po pouziti
5—-ALA se pouziva svétlo o vinové délce 635 nm. Latka 5-ALA vykazuje vysSSi
a rychlejSi akumulaci v nadorové tkani a zaroven rychlejsi vylu€ovani z téla, coz
vede knizsi fotosenzitivité klze obvykle netrvajici déle nez 24 hodin (Kim
& Chang 2023; Przygoda et al. 2023; Ackroyd et al. 2001).
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2.5.1.3. Temoporfin (Foscan, mTHPC)

Obréazek 5. Struktura Temoporfinu

Temoporfin (Obrazek 5), znamy téz jako m-tetrahydroxyfenylchlorin, je
velmi ucinny PS, ktery je aktivovan pfi vinové délce 652 nm. Tato latka vykazuje
také vysokou nadorovou selektivitu. V souCasné dobe je vyuzivan k lécbé
rakoviny hlavy akrku, u nadorl dutiny Ustni a kiize. Pouziva se prevazné
v Evropé, kde je schvalen Evropskou agenturou prolécivé pfipravky (EMA). Dale
je Temoporfin soucasti klinickych studii k 1é&bé rakoviny prostaty a prsu. Jelikoz
se jedna o velmi hydrofobni latku, ktera je prakticky nerozpustitelna ve vode,
k aplikaci se pouzivaji nejnovéjsi techniky zahrnujici pouziti lipozomu
(Dragicevic-Curic et al., 2008; Kim & Chang, 2023),

2.6. Rakovina prsu a fotodynamicka terapie

Jelikoz jsem se v ramci experimentalni ¢asti bakalarské prace zameéfila na
buriky odvozené od adenokarcinomu prsu, tak se v teoretické Casti zaméfim
prave na rakovinu prsu.

Rakovina prsu je jednim z vyznamnych globalnich zdravotnich problému,
kterému v roce 2022 podlehlo 670 000 pacientd po celém svété. Toto
onemocnéni postihuje prfedevsim zeny ve vSech zemich a predstavuje
nejcastejsi formu rakoviny u Zen ve 157 ze 185 zemi. Pfiblizné polovina pfipadl
tohoto onemocnéni se vyskytuje u zen bez jinych identifikovatelnych rizikovych

faktorll nez pohlavi a vék. Zacina v mlékovodech a mléénych lalocich prsu a
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mUze se Sifit do okolni tkané a lymfatickych uzlin, coz vede k metastazam a
fatalnim nasledkdm (World Health Organization, 2024).

V dnesnidobé zahrnuje Ié¢barakoviny prsu kombinaci chirurgickych zakroku,
radioterapie a chemoterapie, pficemz strategie jsou pfizplsobeny konkrétnim
pacientim a typlm nadorl mezi které se fadi naptiklad invazivni duktaini
karcinom, invazivni lobularni karcinom, duktalni karcinom, lobularni karcinom
a dalSi. Cilem IéCby je minimalizovatriziko recidivy a zlepsSit progndzu. Svétova
zdravotnicka organizace (WHO) usiluje o snizeni umrtnosti na rakovinu prsu
0 2,5 % ro¢né prostrednictvim globalni iniciativy zaméfené na podporu zdravi,
v€asnou diagnostiku a komplexnilécbu. Osvéta hraje klicovou roli v informovani
zen o pfiznacich rakoviny prsu a v podpore v€asného vyhledanilékarské péce,
coz vyrazné zlepsuje vysledky |éCby tohoto onemocnéni (World Health
Organization, 2024).

| pfes pokroky v |é¢bé zUstavaji recidiva a metastazy rakoviny prsu hlavnimi
pficinami umrti pacientek. Z tohoto divodu je PDT zkoumana jako potenciaini
|éEba rakoviny prsu, nabizejici novou a nadéjnou strategii v boji proti nadorim
(Kim & Chang, 2023). V soucfasné chvili neexistuji zadné PS, které by byly
schvalené ke klinickému pouziti k 1é¢bé rakoviny prsu, ale moznosti pouziti jsou
studovany. Napfiklad v letoSnim roce byla spusténa klinicka studie na ovéreni
bezpecCnosti a ucinnosti PS REM-001 farmaceutickou spole¢nosti Kintara, ktera
je urCena pro pacientky s metastazujicim karcinomem prsu (Kintara
Therapeutics, 2024)

V soucasné dobé je zkoumana i moznost cilené terapie na bunky rakoviny
prsu. Na povrchu nékterych typld bunék rakoviny prsu byva nadmémeé
exprimovan napfiklad receptor HER-2 a cileni na néj je kliCovym léCebnym
pfistupem. V pfipadé pouziti monoklonalni protilatky trastuzumab, ktera se vaze
na receptor HER-2 na povrchu nadorovych bunék, s konjugovanym PS je
umoznéno selektivni dodani |éCiva pfimo na nadorové burnky s nadmeémou
expresi receptoru HER-2 (Kim et al., 2018). Tim se minimalizuje poskozeni
okolnich normalnich bunék a zvySuje ucinnostlécby (Gunaydin et al., 2021).
V novéjSich studiich jsou jiz zkoumany i nanoprotilatky konjugované s PS, které

maji jiz slibné vysledky i v in vivo studiich (Deken et al., 2020).
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3. Prakticka cast

3.1. Material
3.1.1. Chemikalie

- 2-merkaptoethanol (=97%, Serva, Némecko)

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

- Akrylamid (AA) (VWR, USA)

- Aprotinin (Merck, Némecko)

- NN, methylenbisakrylamid (Bis) (Sigma-Aldrich, USA)

- Bromfenolova modr (Merck, Némecko)

- Coomassie Briliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Rakousko)

- Dihydrogenfosforeénan draselny (Lachema, Ceska republika)

- Dimethylsulfoxid (DMSO) (Meck, Némecko)

- Dithiothreitol (DTT) (Roche, Némecko)

- Dodecylsiran sodny (SDS) (=98%, Serva, Némecko)

- ECL substrat (luminol:peroxid vodiku 1:1) (Sigma-Aldrich, Rakousko)

- Ethanol 96% (Lach-Ner, Ceska republika)

- Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Merck, Némecko)

- Fluorid sodny (>98%, Lach-Ner, Ceska republika)

- Fetalni bovinni sérum (FS) (Biowest, Francie)

- Glycerol (PENTA, Ceska republika)

- L-Glutamin (Merck, Némecko)

- Glycin (=99%, Serva, Némecko)

- Hovézi sérovy albumin BSA (VWR, USA)

- Chlorid sodny (Penta, Ceska republika)

- Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA (=98,5%, Merck, Némecko)

- Kyselina ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘ N‘-tetraoctova
EGTA (=97%, Merck, Némecko)

- Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceska republika)

- Kyselina octova 99% (Lach-Ner, Ceska republika)

- Kyselina trihydrogenfosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)

- Leupeptin, lyofilizovany (Merck, Némecko)

- n-butanol (Lach-Ner, Ceska republika)
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N‘N‘,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED) (=99%, Merck,
Némecko)

Nonidet p40 (Fluka, Svycarsko)

Peroxodisiran amonny (APS) (=98%, Merck, Némecko)
Penicilin/streptomycin v 0,9% NaCl (Merck, Némecko)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat Tween 20 (Merck, Némecko)
Ponceau S (Serva, Némecko)

Proteinovy detekéni marker molekulové hmotnosti Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder (ThermoFisher, USA)

Pyocyanin (MedChemExpress, USA)

Médium Rosewell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) (Biowest,
Francie)

Trypsin/EDTA (Sigma-Aldrich, Rakousko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (=99%, Serva, Némecko)
Orthovanadi¢nan sodny (Merck, Némecko)

Fluorescen¢ni sonda CM-H2DCFDA (Invitrogen Thermo Fisher
Scientific, USA)

Dimethylformamid (DMF) (Sigma-Aldrich, Rakousko)

3.1.2. Roztoky

Kultivacni médium DMEM, 10% fetalni sérum, penicilin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml), glutamin (2 mM)

Bradfordovo Cinidlo: 0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7%
(viv), EtOH; 8,5% (v/v) H3POs4; v dH20

Roztok akrylamidu (AA+Bis): 30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v)
bisakrylamid v dH20

Vzorkovaci pufr (5x): 0,3 M Tris pH = 6,8; 10% (w/v) SDS; 50% (v/v)
glycerol; 0,05% (w/v) bromfenolova modr;, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol
1M Tris-HCI pH 6,8: 1 M Tris v dH20; konc. HClupraveno pH na hodnotu
6,8

1M Tris-HCIl pH 8,8: 1 M Tris v dH20; konc. HClupraveno pHna hodnotu
8,8

SDS:10% (5 g SDS na 50 ml dH20)

10% APS (0,1g APS na 1 ml dH20)

27



- Elektroforeticky délici 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 yl TEMED; 37,5 ul 10%
APS

- Elektroforeticky zaostfovaci gel 2x (5% AA+Bis): 0,84 ml AA+Bis; 3,51
ml dH20; 0,63 ml Tris 6,8; 50 pl 10% SDS;5 pyl TEMED; 30 pl 10% APS

- Blotovaci pufr: 25 mM Tris; 192 mM glycin; v dH20

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

- Roztok Ponceau S:0,2% (w/v) Ponceau Sv 1% (v/v) kyseliné octové v
dH20

- Lyzaéni pufr RIPA: 200 mM TRIS (pH 7,4); 100 mM NaCl; 5 mM EDTA,;
2 mM EGTA; 2 mM NaF; 0,2% nonidet P 40 (pH 7,4);

Pfed pouzitim nasledné pfidano: 1 mM PMSF; 1 mM DTT; 10 pg/ml
leupeptin; 10 pg/ml aprotinin; 1 mM vanadi¢nan sodny v dH20

- Fosfatovy pufr (PBS): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 1,5 mM KH2POs4; 6,4
mM Na2HPO4.12H20; pH = 7,4

- Ponceau S: 0,2% Ponceau S; 1% kyselina octova v dH20

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

- Tris-pufr (TBS): 20 mM Tris; 137 mM NaCl; v dH20; pH upraveno
pomoci koncentrované HCI na vyslednou hodnotu pH 6,8

- Tris-pufrs Tweenem (TBS-T): k TBS pfidavek 0,05% (v/v) Tween 20

3.1.3. Biologicky material

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla pouzivana lidska nadorova
bunécna linie MCF-7 odvozena od adenokarcinomu prsu ziskana z European
Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) a dale bunécna linie MCF-7
stabilné exprimuijici protein HSF1 fuzovany s fluorescenénim proteinem mCherry
(MCF-7-HSF1-mCherry) ziskana od MUDr. Petra Mullera, Ph.D. z Masarykova

onkologického ustavu v Bmé.
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3.1.4. Protilatky

V Tabulka 1 je uveden seznam primarnich protilatek v€etné jejich specifikaci.

Tabulka 1: Seznam primarnich protilatek pouZitych v experimentalni casti bakalarske
prace pfi vyhodnocovani imunodetekce na membrané

Molekulova Protilatka .
Nazev cile _ Vyrobce Redéni
hmotnost [kDa] Klon/zdroj
PARP-1 116; 89 46D11 / kralici Cell Signaling  1000x
Santa Cruz
GAPDH 36 0411 / mysi _ 500x
Biotechnology

Cytochrom C 12 136F3 / kralici Cell Signaling  1000x
HSF1 82 - / kralici Cell Signaling  500x
BAX 20;18 D2E11 /kralici Cell Signaling  500x
Bcl-2 26 - / mySi Sigma Aldrich ~ 500x
Mcl-1 40 DB5A5 / kralici Cell Signaling  500x

V Tabulka 2 je uveden seznam sekundarnich protilatek s jejich specifikacemi.

Tabulka 2: Seznam sekundarnich protilatek pouZitych v experimentalni ¢asti bakalarské
prace pfi vyhodnocovani imunodetekce na membrané

Protilatka Vyrobce redeéni
anti-rabbit IgG znacena
_ Cell Signaling 1000x
kfenovou peroxidazou
anti-mouse IgG znacdena
Cell Signaling 1000x

kfenovou peroxidazou

3.1.5. Testované latky

V experimentalni Casti bakalarské prace byly testovany ucinky nove
syntetizovanych heterocyklickych sloucenin s oznacenim 8853 a 8656, které byly
pfipraveny na Kaunas University of Technology v Litvé Ing. Gabrielé Varvuolyté
pod odbornym vedenim prof. Algirdase Sa¢kuse. Chemicka struktura latek byla
potvrzena pomoci fyzikalné-chemickych metod (NMR, hmotnostni spektrometrie)
a jejich vysledna Cistota byla >95 %. Zasobni roztoky testovanych latek byly

pfipraveny jejich rozpusténim v dimethylsulfoxidu (DMSO). K jejich dalSimu
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vyfedéni dochazelo bezprostfedné pred provadénim daného experimentu,

koncentrace DMSO ve vzorku nepresahla 0,1 %.

3.1.6. Pristrojové vybaveni a prislusenstvi

Analyticka vaha KERN ABT 120-5DM (KERN, Némecko)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad,
USA)

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

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Burkerova komirka (Meopta, Ceska republika)

Centrifuga BR4i (Jouan, USA)

COz inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

Centrifuga 5702, (EU-IVD) s rotorem A-4-38 (Eppendorf, Némecko)

Gelovy a membranovy dokumentacni systém FUJILAS 4000 (FujiFilm,
Japonsko)

Hlubokomrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick
Scientific, USA)

Chladni¢ka s mrazakem Liebherr CN40 (Liebherr, Némecko)

Inverzni mikroskop Nikon CK2 (Olympus, Japonsko)

Laminarni flowbox (Alpina, Polsko)

Magneticka michacka Arex-6 (VELP Scientifica, Italie)

MicroPlate Reader — Tecan Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko)

Mikrocentrifuga iFuge MO8 (Neuation, India)

Michacka zkumavek s bezdotykovym spinaéem (VELP Scientifica, Italie)

Mikroskop Olympus IX51 (Olympus, Japonsko)

MINI digitalni tfepacka s kyvavym pohybem typ MR-1 (Biosan Ltd., Litva)

Odsavaci pumpa FTA-2i (Biosan, LotySsko)

Pipetor accu-jet-pro (BrandTech Scientific, USA)

Sonorex super, ultrazvukova lazen RK31 (Bandelin, Némecko)

Termoblok MBT 250 (Kleinfeld Labortechnik)

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonopuls HD2200 (Bandelin,
Némecko)

UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Shimadzu, Japonsko),
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- Vortex mixer PV-1 (GRANT-BIO, Velka Britanie)

- LED diodovy zdroj zafeni 414 nm (Ustav lékaiské biofyziky, Lékaiska
fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci)

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

Mezi pouzivané spotfebni zbozi patfily:

- Jednorazové $picky na automatickée pipety,

- Sterilni Petriho misky s primérem 10 cm,

- Sterilni zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml

- Sterilni 96-jamkové mikrodesticky

- Mikrozkumavky (1,5 ml, 2 ml)

- Nitrocelul6zova membrana pro western blot (Bio-Rad, USA)

3.2. Metody

3.2.1. Méreni absorpénich a fluorescenénich spekter zkoumanych latek
Latky 8656 a 8853 byly naredény nakoncentraci 50 uM do UV transparenti
mikrodesti¢ky. Roztoky byly ozareny svétlem o vinové délce 414 nm a energii 10
Jicm2. Do mikrodesticky byly pfidany roztoky latek bez ozareni. Na
multiparametrovém readeru Tecan Infinite M200 Pro byly proméfeny absorpCni

a fluorescenc¢ni spektra zkoumanych latek.

3.2.2. Kultivace nadorovych bunék MCF-7

Veskera manipulace s burikami probihala za sterilnich podminek. Bunky
bunécéné linie MCF-7 i MCF-7-HSF1-mCherry byly kultivovany v kultivacnim
médiu DMEM bez fenolové Cervené doplnéném o 10% fetalni sérum, penicilin
(100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) a glutamin (2 mM). Bunky byly kultivovany

v inkubatoru pfi 37°C, 100% vlhkosti vzduchu a s 5% obsahem oxidu uhli¢itého.

3.2.3. MTT test

Bunky byly vysazeny do 96-jamkové desti¢ky v poctu 12 tisic bunék na
jamku v 80 pl média. Dalsi den byly ovlivnény testovanymi |atkami
v koncentracich 0,04 uM, 0,12 uM, 0,37 uM, 1,1 uM, 3,3 uM a 10 uM. Bunky
v mikrodestickach byly po ¢tyfech hodinach inkubace v inkubatoru ozareny

raznymienergiemisvétla o vinovédélce 414 nm (2,5 J/cm?, 5 J/cm? a 10 J /cm?),
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jednabyla ponechanajako kontrolnibez osviceni ve tmé. Bunky bylyinkubovany
24 hodin od ovlivnéni do dalsiho dne, kdy byl do mikrodestiCek pridan roztok
MTT. Po ¢tyfech hodinach inkubace v inkubatoru byl vznikly formazan rozpustén
pfidanim 10% SDS. Druhy den byla na multiparametrickém readeru Tecan
Infinite M200 Pro zméfena absorbance jednotlivych vzork( pfi vinové délce
570 nm.

3.2.4. Detekce reaktivnich forem kysliku

Bunky byly vysazeny do 96-jamkové desti¢ky v poctu 12 tisic bunék na
jamku v80 pl média. Dalsi den byla fluorescen¢ni sonda CM-H2DCFDA
vyfedéna do PBS s5 mM glukosou na koncentraci 3 uM. Nasledné bylo
z destiCky s burikami pomoci odsavacky odsato médium, které bylo na 30 minut
nahrazeno pravé roztokem s fluorescencni sondou. Po ukonceniinkubace byla
sonda odsata, a do jamek s nasazenymi burikami bylo pfidano PBS s5 mM
glukosou. Bunky byly ovlivnény latkou 8656 v koncentracich 0,04 uM, 0,12 uM,
0,37 uM, 1,1 uM, 3,3 uM a 10 uM a pyocyaninem, ktery byl pouzitjako pozitivni
kontrola, v koncentracich 0,37 uM, 1,1 uM, 3,3 uM, 10 uM, 30 uM a 90 uM. Bunky
byly v inkubatoru inkubovany po dobu 4 hodin a nasledné ozafeny modrym
svétlem (414 nm) s energii 5 Jlem? a 10 J /cm2 Jedna mikrodesticka byla
ponechana bez ozareni. Reaktivni formy kysliku byly zméfeny pomoci
mikrodesti¢kového readeru Tecan Infinite M200 Pro pfi excitatni vinové délce

492 nm a emisni vinové délce 530 nm.

3.2.5. Detekce stresovych télisek HSF1 v jadre bunék pomoci
fluorescenéni mikroskopie

Bunky MCF-7-HSF1-mCherry byly nasazeny v 96-jamkovych destickach v poctu
12 tisic bunékv 80 uyl média na jamku. Den po nasazeni byly ovlivhény latkou
8656. Po Ctyfech hodinach inkubace byly destiCky ozareny svétlem o vinové
délce 414 nm a energii 5 Jlcm? a 10 J/cm? a byly ihned pozorovany
fluorescencnimmikroskopem Olympus IX51 a pozorovani zaznamenano pomoci
kamery Olympus DP71 pro naslednou analyzu. Procentualni zastoupeni
bunécnych jader se stresovymi télisky bylo vyhodnoceno pomoci programu

ImagedJ.
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3.2.6. Imunoblotting
3.2.6.1. Ovlivnéni bunék testovanou latkou, sklizeni a lyzace bunék
Buriky byly vysazeny do Petriho misek o priméru 10 cm v poctu 1,7
milionu bunék v 8 ml kultivacniho média. DalSi den byly ovlivnény testovanou
latkou 8656 v koncentraci 5 uM a 4 hodiny po ovlivnéni byly buniky ozareny
modrym svétlem o vinovédélce 414 nm a intenzité 2,5 J /cm?, 5 J /cm?, 7,5 J/cm?
a 10 J/cm? ¢i byly ponechany ve tmé. Bunky byly nasledné inkubovany 4 hodiny,
sklizeny a bunécné pelety byly pfed dalSim zpracovanim uchovany pfi -80 °C.
Pro pfipravu bunécného lyzatu byly bunécné pelety resuspendovany
vlyzaénim pufru. Vzorky byly po dobu 30 minut na ledu opakované
homogenizovany, po uplynuti doby inkubace sonikovany a nasledné
zcentrifugovany (30 min, 14000 g, 4 °C). Supernatantbyl pfenesen do novych
mikrozkumavek a pomoci Bradfordovy metody byla spektrofotometricky pfi
vinové délce 595 nm zméfena koncentrace proteinu ve vzorcich. Vzorky byly
smichany s SDS vzorkovacim pufrem, umistény na 5 minut na termoblok

s teplotou 95 °C a nasledné zamrazeny pfi -20 °C.

3.2.6.2. SDS-PAGE elektroforéza, imunoblotting

Lyzaty byly rozehraty pfi 95 °C po dobu 3 minutna termobloku. Separace
proteinl  probihala pomoci diskontinualni SDS-PAGE elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu (12,5% délici gel a 5% zaostfovaci gel). Separace
probihalapfi napéti 80 V a po vstupu vzorkl do déliciho gelu bylo napéti zvyseno
na 120 V.

Gel byl pfenesen nanitrocelulézovou membranu do blotovaci kazety, ktera
byla nasledné vlozena do blotovaci komory, ktera byla naplnéna blotovacim
pufrem. Pfenos proteinl probihal 3 hodiny pfi 280 mA za souc¢asného chlazeni
ledem.

Po dokonéeni blotovani byla membrana vyjmuta a nabarvena v roztoku
Ponceau S na kyvaéce po dobu 5 minut. Membrana byla oplachnuta
v destilované vodé a ususena nafiltratnim papire. Po oschnutibyla membrana
nafezana podle molekulovych hmotnosti studovanych proteini. Nafezané ¢asti

membrany byly odbarvenyv TBS a nasledné blokovany v 4% roztoku BSAv TBS
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s Tween 20 po dobu 1 hodiny pro vyblokovani nespecifickych vazeb proteinu
a protilatky. Po blokaci byla nanesena primarni protilatka, ktera byla fedéna
rovnéz v roztoku 4% BSA v TBS s Tween 20. Inkubace s primarni protilatkou
probihala pfes nocpfi 4 °C. Nasledné byly membrany promyty v TBS a TBS
s Tweenem 20, aby byly odstranény nenavazané primarni protilatky. Na
membrany byly naneseny sekundarni protilatky znacené kienovou peroxidazou,
které byly fedény v roztoku 4% BSA s Tween 20. Membrany byly se sekundami
protilatkou inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Membrany byly promyty
v TBS a TBS s Tweenem 20 a polozeny na desti¢ku s parafilmem.

Na membrany byla nanesena chemiluminiscentni detekéni smés ECL
(luminol:peroxid v poméru 1:1). Membrany byly pfeneseny do detekéni komory
se CCD kamerou a byla provedena detekce chemiluminiscence.
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4. Vysledky a diskuse

V experimentalnicasti bakalarské prace byly testovany fotodynamické ucinky
dvou novych heterocyklickych sloucenin s oznacenim 8853 a 8656, které byly
pfipraveny na Kaunas University of Technology v Litvé Ing. Gabrielé Varvuolyte
pod odbornym vedenim prof. Algirdase Sagkuse a které byly vybrany na zakladé
predchozich vysledkU ziskanych na Katedfe experimentalnibiologie. Biologické
ucinky latek byly testovany na bunkach bunécéné linie MCF-7 odvozené od

lidského adenokarcinomu prsu.

4.1. Absorpéni a fluorescenéni spektra testovanych latek
Kazda fotosenzitivni latka ma optimalni absorpéni maximum, které je ve
fotodynamické terapii vyuzivano k aktivaci fotochemické reakce. V ramci
experimentalni prace bylo tedy zméfeno absorpéni spekirum latek 8853 a 8656.
Absorpéni maximum se u latky 8853 i 8656 nachazelo pfi 380 nm (Graf 1).

Absorpcni spektra latek 8853 a 8656
1,2
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Graf 1: AbsorpCni spektra latek 8653 a 8656 mérené na destickovém multidetekénim
readeru Tecan Infinite M200 Pro.

Rada znamych fotosenzitivnich latek vykazuje fluorescenci, vyuzivajici se
napriklad v diagnostice (Hosmann et al.,, 2021). Kproméfeni emisniho

fluorescencniho spektra byla vyuzita vinovadélka absorpéniho maxima (380 nm)
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jako excitaéni vinova délka. Emisni maximum bylo stanoveno na 486 nm u latky
8656 a na 488 nm u latky 8853 (Graf 2).

Emisni spektrum latek 8853 a 8656 pfri excitaCni
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Graf 2: Emisni spektra latek 8853 a 8656 mérené na destiCkovém multidetekénim
readeru Tecan Infinite M200 Pro.

Ackoli je absorpéni maximum obou latek pfi 380 nm, obé absorbuji v Sirs§im
rozsahu vinovych latek. Proto byl pro nasledné biologické experimenty vyuzit
dostupny zdroj modréeho svétla o vinové délce 414 nm, ktery je svymi vliastnostmi
pro studium fotodynamickych uc&inkl latek na buriky vhodnéjsi nez svétlo
v ultrafialové oblasti. Ultrafialové zareni je elektromagnetické zareni o vinové
délce mezi 100 az 400 nm a je znamé hlavné pro své negativni ucinky na
organismus. Podle vinove délky rozliSujeme ultrafialové zafeni na UVA (400 az
315 nm), UVB (315-280 nm), UVC (280-100 nm). Absorpéni maximum latek
s vinovou délkou 380 nm spada do oblasti dlouhovinného UVA zafeni. Negativni
pusobeni UVA spociva ve zrychlenétvorbé kyslikovych radikall vedouci
k posSkozeni DNA a karcinogenezi (Lajcikova & Pekarek, 2009). Z tohoto dtvodu

nenivhodné toto zafeni k pouziti pfi zkoumani fotodynamickych uéinka.
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4.2. Analyza cytotoxicity latek pomoci MTT testu

Vlivintenzity modrého svétla na cytotoxicitu testovanych latek byl testovan
na bunécné linii MCF-7 pomoci MTT testu. Bunky MCF-7 byly inkubovany po
dobu 4 hodin s latkami 8853 a 8656 o koncentracich 0,04 uM, 0,12 uM, 0,37 uM,
1,1 uM, 3,3 uM a 10 uM, nasledné ozaieny modrym svétlem o intenzité 2,5 J/cm?2,
5J/cm? a 10 J/cm? ainkubovany dal$ich 20 hodin. Byly vytvoreny kfivky zavislosti
viability bunék na koncentraci latek a stanoveny hodnoty ICso, které jsou
definovany jako koncentrace testované latky, ktera snizi viabilitu bunétné
populace na 50 %. Vysledky shmuje Tabulka 3, ze které vyplyva, ze latky bez
ozareni modrym svétlem pro bunky bunécné linie MCF-7 nevykazovaly zadné
vyrazné znamky cytotoxicity az do koncentrace 10 uM. Se zvySujici se intenzitou
zareni se zvysSuje i u€innostobou testovanych latek, tedy klesaji jejich hodnoty
ICso.

Experiment dokazal, ze vybrané latky 8853 a 8656 v kombinaci
s ozarenim modrym svétlem maji cytotoxické ucinky na buriky MCF-7. Jejich
ucinnost se v zavislosti na intenzité zareni pohybuje v (sub)mikromolarnich
koncentracich. Zatimco hodnota ICs0 se po ozéareni svétlem o intenzité 2,5 J/lcm?
u obou latek pohybuje okolo 3 puM, zvyseni intenzity svétla na 10 J/cm?2 snizi
vyslednou hodnotu ICso0 zhruba 4x na 0,8 uM pro latku 8853 a 0,7 uM pro latku
8656 (Tabulka 3). Tato ucinnost je srovnatelna sjiz dfive publikovanymi
strukturné podobnymi latkami, jejichz ucinnost byla ovéfovana na burikach
melanomu G361, které byly rovnéz ozafovany modrym svétlem o vinové délce
414 nm (Varvuolyté et al. 2020).

V experimentalnich modelech karcinomu prsu se Cc¢asto studuje
fotodynamicka ucinnost strukturé odliSnych slouéenin, ¢asto rdznych
photofrinovych derivatd. Vzhledem k jejich odliSnym vlastnostem je srovnani
jejich ucinnosti s nasimi latkami obtizné. Mezi pfiklady testovanych latek patfi
napfiklad derivat photofrinu Sinoporfyrin sodny (DVDMS) na mysi linii karcinomu
prsu 4T1 pfi koncentraci4 uM a intenzité ozarenilaserem mezi 1,43 a 7,15 J/cm?
(Wang et al., 2015). Dale pak také latka TONS 501-Na, ktera byla testovana
pfi koncentracich 0-100 pg/ml a intenzité ozareni diodového laseru mezi 0-13
J/cm? na bunkach odvozenych od mysiho karcinomu prsu EMT6 (Osaki et al.,
2017).
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Tabulka 3: Cytotoxicita testovanych latek 8853 a 8656 (ICso + SD) u bunék bunécné linie
MCF-7. Hodnoty ICso jsou primérem tfi nezavislych experimenti se smérodatnou
odchylkou.

|atka ICs0 £ SD (uM)

Svétlo (414 nm)

Tma 2,5 Jlcm? 5 J/cm? 10 J/cm?
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 £0,116

Ze ziskanych dat vyplyva, ze vy$Si ucinnosti dosahuje latka 8656, a proto byly

dalSi experimenty provadeény jiz jen s latkou 8656.

4.3. Morfologie bunék

Aplikace fotochemické reakce muze vést k riznym typim bunééné smrti.
Pod mikroskopem byla pozorovana morfologie bunék linie MCF-7 po ovlivnéni
testovanou latkou 8656 a po ozareni 10 J/icm? a 5 J/icm2. U kontrolnich bunék,
které nebyly ovlivnény latkou 8656, ale byly ozarené jak 5 Jicm?, tak 10 J/cm? je
mozné pozorovat typicky tvar bunék MCF-7 (Obrazek 6). Bunky rostou pfisedle
a nevykazuji zadné znaky bunécné smrti. Pfi nizSich koncentracich testované
latky dochéazelo k postupnému zakulacovani bunék a jejich odlepovani od
povrchu kultivacni desky. Tyto morfologické zmény bylo mozné pozorovat pfi
koncentraci latky 0,3 uM i 1,25 uM jak pfi ozafeni modrym svétlem o intenzité
5 Jlcm? tak 10 J/cm?. Zakulacenibunék ajejich odlepovani od povrchu mlize byt
znakem apoptdzy. Zarovenn u bunék ovlivnénych 1,25uM koncentraci 8656
s ozarenim 10 J/cm? bylo jiz pozorovano bobtnani cytoplazmatické membrany
a zaroven kondenzace obsahu bunky. Toto bylo pozorovano také u koncentrace
5uM pfi obou intenzitach ozareni. Tyto vysledky naznacuji, ze s rostouci
koncentraci8656 a zvysujici se intenzitou zafenidochazik presunu mechanismu
bunécné smrti od apoptdzy k nekroze (Obrazek 6). Podobnémorfologické zmény
bunék v dusledku indukce apoptotické a nekrotické smrti byly pozorovany i ve
talaporfinem sodnym (NPe6) ozafenych laserem o vinové délce 664 nm (Miki et
al., 2013)
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Modré svétlo (414 nm)
5 J/icm? 10 J/cm?

8656: 1,25 uM 8656: 0,3 uM kontrola

8656: 5 UM

Obrézek 6: Morfologie bunék bunécné linie MCF-7, které byly ovilivnény zvysujicimi se
koncentracemi testované latky 8656 po dobu 4 hodin a nasledné 20 hodin po ozareni
svétlem o vinové délce 414 nm o intenzité 5 J/cm? &i 10 J/cm? fotografovany pri zvétseni
400x. Sipkami ozna&ené morfologické zmény bunék spojené s nekrézou.
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4.4. Produkce ROS
V prubéhu PDT produkuji PS reaktivni formy kysliku, které pomahaiji nicit

rakovinnébunky.V prubéhu vyzkumu bylazjistovanaprodukce ROS u testované
latky 8656 pomoci fluorescenéni sondy CM-H2DCFDA. Tento derivat
fluoresceinu, ktery neni fluorescencni, vstupuje do bunék. V pfitomnosti ROS
dochazi k jeho rozstépeni, coz vede ke zvyseni jeho fluorescence, kterou je
nasledné mozné detekovat. Produkce ROS nebyla indukovana u ovlivnénych
bunék MCF-7, které nebyly ozareny, coz jen potvrzuje, ze latka bez ozareni
nebyla aktivovana. V zavislosti na zvySujici se koncentraci latky 8656 a na
intenzité ozareni byla pozorovana zvysujici se hladina ROS u bunééné kultury
MCF-7. NejvyssSi produkce ROS byla detekovana pfi pouziti koncentrace 10 uM
s ozafenim 10 J/cm?2. Jako pozitivni kontrola pro tuto metodu byla pouzita latka
pyocyanin, jejiz mechanismus pusobeni je odliSny od latky 8656. PUsobeni
pyocyaninu neni ovlivnéno modrym svétlem a ve vsech experimentalnich
podminkach je mira plisobenipyocyaninu srovnatelna. Latka 8656 je v porovnani
s pyocyaninem ucinngjSi. Pro dosazeni srovnatelné ucinnosti je totiz potfeba
vy8Si koncentrace pyocyaninu nez 8656 (Graf 3). Jak jiz bylo zminéné
v teoretické casti bakalarské prace, produkce ROS je typicka pro PDT a byla
popsana dfive napfiklad i v modelech karcinomu prsu (Wang et al., 2015), kde
autofi ovéfili ucinnost sinoporfirinu sodného DVDMS po ozéarfeni laserem na
bunkach 4T1 odvozenych od mysich bunék karcinomu prsu a prokazali spojitost
cytotoxicity této latky praveé s aktivaci ROS. Stejné tak pfi ovéreni tvorby ROS
u DTP (meso-5-[p-diethylen triamin pentaoctova kyselina-aminofenyl]-10,15,20-
trifenyl-porfyrin) byla zaznamenéana zavislost aktivace tvorby ROS na davce

pouzité latky stejné jako v pokusu s latkou 8656 (Chen et al., 2024).
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Graf 3: Relativni hodnota fluorescence reprezentujici produkci ROS burikami MCF-7
ovilivnénymi testovanou latkou 8656 a ozafenymi modrym svétlem. Méreni probihalo
bezprostredné po ozareni bunek. Kontrolu predstavuji buriky bez ovlivnéni 8656
a pozitivni kontrolu pfedstavuji buriky ovlivnéné Pyocyaninem. Data jsou normalizovana
na neovlivnénou kontrolu a jsou primérem hodnot dvou méreni se smérodatnou
odchylkou.

4.1. Analyza exprese proteini pomoci imunoblottingu

Pro potvrzeni rozdili mezi apoptotickou a neapoptotickou bunéénou smrti
zpUsobenou 8656 v kombinaci s modrym svétlem byla provedena analyza
vybranych proteinl souvisejicich s bunéénou smrti.

Byl analyzovany 116 kDa protein PARP-1. Hlavnifunkci proteinu PARP-1
je detekce a oprava poskozené DNA, nicméné pfi neopravitelnych chybach
v DNA dojde k aktivaci kaspaz a nasledné indukci apoptdzy. Protein PARP-1
vytvari po aktivaci kaspas 89 kDa stépny fragment, ktery se véeobecné pouziva
jako marker apoptézy (Boulares et al., 1999). Protein PARP-1 nebyl Stépen
u vzorku ovlivnénych pouze testovanou latkou 8656 a u pouze ozarenych vzorkl
bez ovlivnénilatkou. U vzorkl ovlivnénych 8656 a zaroven ozarfenych modrym
svétlem o intenzité 2,5 a 5 J/cm? doslo k tvorbé stépného fragmentu proteinu
PARP 1, coz indikuje iniciaci apoptézy. U vysSich intenzit ozareni dochazelo
k celkovému vymizeni celého proteinu PARP-1 vCetné stépného fragmentu, coz

ukazuje, ze v tomto pripadé apoptdza neprobiha (Obrazek 7).
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Protein BAX patfi mezi proapoptotické proteiny z rodiny Bcl-2 a hraje
dalezitou roli v mitochondridlni apoptéze. Za normalnich podminek je vétsina
proteinu BAX umisténa v cytosolu a ma minimalni vazbu na membranu
mitochondrii. Za stresovych podminek dochazi k aktivaci a fragmentaci proteinu
BAX, coz zpUsobuje jeho pfesunuti na mitochondrialni membrany, jeji
depolarizaci a uvolnéni cytochromu ¢ (Gao & Dou, 2000). Vysledky detekce
proteinu BAX koreluji s vysledky ziskanymi pro protein PARP-1. Protein BAX
nebyl stépen u vzork( ovlivnénych pouze latkou 8656 a u vzorkl pouze
ozarenych modrym svétlem. U vzorkU ovlivnénych 8656 a ozafrenych 2,5, 5a 7,5
J/cm? doslo jak k mimému nartstu celkové hladiny proteinu BAX, tak k tvorbé
18-kDa $tépného fragmentu proteinu BAX, coz indikuje iniciaci apoptozy. Se
zvysujici se koncentraci opét dochazelo k celkovému vymizeni proteinu
i Sstépného fragmentu BAX (Obrazek 7).

Proteiny Mcl-1 a Bcl-2 jsou antiapoptotické proteiny rodiny Bcl-2, které
reguluji buné€nou smrt. Jejich ukolem je chranit bunku inhibici uvolnéni
cytochromu C, déle opravovat DNA a regulovat bunécny cyklus (Craig, 2002).
Analyza exprese proteint Bcl-2 a Mcl-1 prokazala, Ze v zavislosti na intenzité
ozareni dochazi k postupnému poklesu hladiny obou proteint (Obrazek 7).

DalSim detekovanym proteinem byl cytochrom C, protein vyskytujici se za
fyziologickych podminek v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Jeho
hlavni Ulohou je transport elektront v dychacim fetézci bunky. Pfi poskozeni
membran mitochondrii dochazi k uvolnéni cytochromu C do cytosolu, coz patfi
ke kliCovym déjum pfi apoptéze (Ow et al., 2008). Na Obrazek 7 je mozné
pozorovat extrémni narUst cytochromu C ve vzorcich ovlivnénych 5 uM
koncentraci 8656 vlivem zvySujici se intenzity pouzitého svétla. Vysledky
naznacuji, ze vlivem latky 8656 doslo k poskozeni mitochondrialnich membran
a vyliti cytochromu C do cytosolu. Diky tomu doSlo k lepsi extrakci proteinu pfi
zpracovani vzorku (Obrazek 7). Bylo prokazano, ze poskozeni mitochondrialni
membrany pomoci PDT vede k vyliti cytochromu C a také k indukci apoptdzy
(Huangetal., 2005; Kessel & Luo, 1998). Cileni PS na mitochondrie je dokonce
jednou ze strategii zvyseni ucinku PS, zahrnujici napfiklad studii IR-TPP na
bunkach karcinomu délozniho Cipku HelLa s ozarfenim laserem o vinové délce
s 808 nm (Batakrishna et al. 2020).

42



Vysledky exprese studovanych proteinl naznaduiji, Zze zatimco vlivem
nizSich intenzit zareni (2,5 a 5 J/lcm?2) dochazi k aktivaci proapoptotickych t¢ink(
latky 8656, vyssi intenzity zareni (7,5 a 10 J/lcm?) v kombinaci s latkou 8656
navozuji v burfikach MCF-7 nekrozu. Tyto vysledky jsou tak v souladu
s morfologickymi zménami pozorovanymi u bunék MCF-7 po ovlivnéni 8656
a ozafeni modrym svétlem (Obrazek 6).
apoptdzu, zatimco vysoké davky sméfuji bunécnou smrtk nekréze. Mezi pfiklady
studii patfi studie Photofrinu na burikdch bunééné linie opi€ich ledvin CV-1
(Dellinger 1996) nebo studie chlorohlinikového ftalocyaninu na burikach mysi
leukémie P388 a L1210 (Luo & Kessel, 1997).Tento fakt je potvrzen vymizenim
jak stépnych fragmentd, tak i celkovych proteinl PARP-1, BAX, Mcl-1 a Bcl-2
(Obrazek 7).

V experimentalnich modelech karcinomu prsu bunéénélinie MCF-7 byla
testovana indocyaninova zelen v koncentracich 15 a 25 uM ozarena diodovym
laserem o vinové délce 805 nm. Intenzita zafeni odpovidala 15 a 25 Jlcm=2.
V porovnani s latkou 8656, vykazuje indocyaninova zelenn mensi ucinnost na
buriky bunécné linie MCF-7. Ve studii byla pouzita jak vys$Si koncentrace latky,
tak vysSi intenzita ozareni laserem, a i presto detekovany protein PARP -1 tvofil
Stépny fragment pouze pfi nejvys$si koncentraci a intenzité ozareni (Crescenzi et
al., 2004). Byla zde tedy indukovana pouze apoptoza.

Dalebylataké nabunécnélinii MCF-7 testovanalatka meso-5-[p-diethylen
tiamin  pentaoctova kyselina-aminofenyl]-10,15,20-trifenyl-porfyrin ~ (DTP)
o koncentraci 0 — 1,4 uM a ozarena svétlem s vinovou délkou 650 nm o intenzité
16 J/cm? po dobu 17 minut. Podobné jako ve studii Crescenzi a kol. byla latka
méné ucinna nez 8656 a vykazovala pouze apoptotické ucinky potvrzené
snizujici se expresi proteinu Bcl-2 a zvySujici se expresi proteinu BAX (Chen et
al., 2024).

43



MCF-7

Koncentrace
8656 [uM] o 5 5 5 5 5 0 0
Ozafeni[Jem 0 0 25 5 75 10 10 5
PARP-1 Sl N R S & "= .

PARP-1 fr.

BAX

BAX fr.

Mcl-1 W S S e L - -

Bcl-2 T - W . B

HSF1 e g S BN S 5 gun =8

Cytochrom C — ~ -

GAPDH DD e

Obrazek 7: Imunodetekce proteint bunék bunécné linie MCF-7 vystavenych koncentraci
5 uM latky 8656 a po 4 h od ovlivnéni ozarenych modrym svétlem [J/cm?] v rdznych
intenzitach v rozmezi od 0 do 10 J/cm? s naslednou inkubaci po dobu 4 hodin. Zkratka
fr. predstavuje stépny fragment daného proteinu. Protein GAPDH slouZi jako kontrola
rovnomérného naneseni vzorka.

4.2. Jaderna stresova téliska

Jaderna stresova téliska HSF1 jsou formovana v jadrech bunék
pusobenim rlznych stresovych podminek. Protein HSF1 funguje jako hlavni
mediator transkripénich odpovédi na indukovany stres jako je tepelny sok Ci
oxidativni stres. V nestresovych podminkach se vyskytuje jako neaktivni
monomer v cytoplazmé i jadfe a jeho aktivita je potlatena molekularnimi
chaperony jako jsou Hsp70 a Hsp90. Pfi bunééném stresu, zahrnujicimnapriklad
teplotni Sok, pfitomnost téZkych kovu ¢i analogl aminokyselin (Cotto etal., 1997),
dochazi k posttranslaénim modifikacim HSF1, kde je monomer formovan do
aktivniho trimeru. Trimer se nasledné hromadi v jadfe a vaze se na elementy

tepelného Soku (HSE) na DNA do regulaénich oblasti genu heat shock protein.
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Spojeni HSF1 s DNA sekvencemi vede ke transkripci nekddujicich
jednoretézcovych molekul RNA a tvorbé jadernych stresovych télisek (Naidu &
Dinkova-Kostova 2017). V souvislosti s PDT stresova téliska jesté zkoumana
nebyla. Pro potvrzeni vyskytu HSF1 stresovych télisek byly pouzity bunky
stabilné exprimuijici protein HSF1 fuzovany s fluorescenénim proteinem mCherry
(MCF-7-HSF1-mCherry), které byly ovlivnény vzestupnymi koncentracemi 8656
a ozareny modrym svétlem v intenzitdach 5 a 10 J/cm2 Zatimco u nizkych
pouzitych koncentraci 8656 nebyla stresova téliska pozorovana, u koncentraci
1,25 uM a 2,5 UM byly po ozareni svétlem o intenzité 5 i 10 J/cm? pozorovany
teliska u skoro 80 % bunék. U vysSich koncentraci latky dochazelo k vymizeni
stresovych télisek (Graf 4, Obrazek 8). Tento vysledek koreloval s analyzou
HSF1 pomoci imunoblottingu, ktera prokazala, ze se zvySujici se intenzitou
zareni dochazelo u bunék ovlivnénych 8656 ke snizeni hladiny proteinu HSF1
(Obrazek 7).

Zastoupeni bunék se stresovymi télisky v zorném

é poli
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Graf 4: Zastoupeni jadernych stresovych télisek u bunééné linie MCF-7-HSF1-mCherny
v zavislosti na koncentraci zajmove latky 8656. Fotografie byly pofizeny bezprostiedné
po ozareni bunék o intenzité 5 J/cm? a 10 J/cny pri zvétseni 400x. Na fotografiich jsou
vizualné znazornény buriky bez i se stresovymi télisky oznacené Sipkami. Data jsou
prumérem hodnot 2 zornych poli a chyba jako SD.
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Obréazek 8: Reprezentativni fotografie detekce fluorescencniho signalu HSF1. Porovnani
viivu latky 8656 na vznik stresovych télisek v jadre bunék ozarenych svétlem o intenzité
5 J/enm? o vinové délce 414 nm. Vlevo jadra bunék neovlivnénych bez stresovychtélisek.
Vpravo buriky ovlivnéné 5 uM 8656 se stresovymi télisky oznacené Sipkou.
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5. Zaver

V ramci bakalarské prace byly zkoumany fotodynamické vlastnosti nove
syntetizované fotosenzitivni latky 8656 na bunécné linii MCF-7 odvozené od
adenokarcinomu prsu pomoci vybranych biologickych a biochemickych metod.

Méfenim absorpcniho spektra bylo zjisténo absorpéni maximum latky 8656
s vinovou délkou 380 nm. Tato vinova délka spada do oblasti UV zareni, které
neniidealnipro pouziti v klinickych aplikacich kvuli svym negativnim Géinkim na
organismus. V ramci experimentl bylo tedy zvoleno svétlo o vinové délce 414
nm, protoze se stale nachaziv oblasti absorpéniho spektra latky 8656, coz je
klicové pro efektivniaktivacifotochemické reakce. Navic je vhodnéjsipro studium
fotodynamickych ucinku latek na buriky nez UV zareni.

Byl potvrzen cytotoxicky ucinek latky 8656 na buné&cnou linii MCF-7
v zavislosti na intenzité ozareni. Zatimco bez ozareni nevykazovala 8656 zadné
vyrazné cytotoxické Uc&inky az do koncentrace 10 uM, coz je velmi dulezita
vlastnost fotosenzitivnich latek, se zvySujici se intenzitou zafeni dochazelo
k postupnému zvy$ovani cytotoxicity az nahodnotu 0,7 uM pfi ozareni 10 Jicm2.

Protoze je produkce reaktivnich forem kysliku typicka pro fotodynamickou
terapii, byla sledovana jejich produkce i v nasem experimentalnim modelu.
Reaktivni formy kysliku byly detekovany pouze pfi kombinaci 8656 s ozarenim
modrym svétlem a pravdépodobné stoji za cytotoxickym ucinkem 8656.

Nasledna analyza morfologie bunék naznacila, Ze v zavislosti na riznych
koncentracich latky a intenzité svétla dochazi k riznym typum bunééné smrti.
Zatimco nizsikoncentrace 8656 po aktivaci svétlem plsobi spiSe proapoptoticky,
vy8Si davky vedou spisSe k nekréze. Tento poznatek byl také podporen analyzou
exprese apoptotickych markert imunoblottingem.

V neposlednifadé byla potvrzena tvorba HSF1 stresovych télisek v jadrech
bunék MCF-7 po ovlivnéni latkou 8656 a ozarfeni modrym svétlem. Tato
pozorovani naznacuji aktivaci bunéénych mechanisml odpovidajicich na
indukovany stres.

Celkové lze konstatovat, Ze studie poskytuje dulezité informace
o potencialu latky 8656 pro fotodynamickou terapii rakoviny prsu a ukazuje na jeji
schopnost indukovat bunéénou smrt v nadorové bunécné linii MCF-7. Tato

zjisténi prispivaji k dal$imu porozuménimechanismim pusobenifotodynamické
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terapie a mohou poslouzit jako zaklad pro dalSi vyvoj |&Civ pro terapii rakoviny

prsu.
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Zkratky

5-ALA - 5-aminolevulinic acid

AA - Acrylamide

APS — Amonium persulfate

ATP — Adenosine triphosphate

Bax — Bcl-2-associated protein X

Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

Bcl-XI — B-cell ymphoma — extra large

Bid — BH3 interacting-domain death agonist

Bidt — BH3 interacting-domain death agonist fragment
Bis — N‘,N‘, methylenbisacrylamidce

BSA — Bovine serum albumin

CM-H2DCFDA - chloromethyl derivative fluorescein
CPO - Porfycen

Ctrl — Control

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMF — Dimethylformamide

DMSO - Dimethyl sulfoxide

DTP — Meso-5-[p-diethylene triamine pentaacetic acid-aminophenyl]-
10,15,20-triphenyl-porphyrinDTT — Dithiothreitol
DVDMS - Sinoporphyrin sodium

ECL - Enhanced chemiluminescence

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

EGTA — Ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N’',N'-tetraacetic
acid)

EMA - European Medicines Agency

FS — Fetal Bovine Serum

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HpD — Hematoporphyrin derivate

HSE — Heat shock element

HSF1 — Heat shock factor 1

HSP70 — Heat shock protein 70

HSP90 — Heat shock protein 90
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ICs0 — Half-maximal inhibitory concentration

Mcl-1 — Myeloid cell leukemia-1

mTHPC — m-tetrahydroxyfenylchlorin, Temoporfin
MTT - 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
PARP-1 — Poly [ADP-ribose] polymerase 1

PDT — Photodynamic therapy

PMSF — phenylmethylsulfonyl fluoride

PpIX — Protoporphyrin IX

PS — Photosensitizer

RIP1 — Receptor-interacting protein 1

RIPA — Radioimunoprecipitation assay buffer
ROS - Reactive oxygen species

RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
SDS-PAGE - SDS-polyacrylamide electrophoresis
SDS - Dodecylsulfate sodium

SnET2 - Tin etiopurpurin dichloride

TBS — Tris buffer saline

TEMED — N‘,N‘, N N‘-tetramethylethylendiamin
TNF — Tumor necrosis factor

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethan

WHO — World Health Organization
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