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SOUHRN

Tato disertacni prace se zabyva predevsim hodnocenim fotodynamického efektu
zpusobeného porfyrinovymi fotosenzitizéry v in vitro podminkach na bunéénych liniich.

Rakovina zistava celosvétovym zdravotnim problémem a je nemoci s nejvétsim
dopadem na globalni zdravi. I pfes vSechna nedavna technologicka vylepSeni jsou recidivy
a metastazy stale hlavni pficinou smrti. Vzhledem k tomu, Ze fotodynamicka terapie (PDT)
neohrozuje ostatni 1éCebné moznosti a ve srovnani s chemoterapii nebo radioterapii
predstavuje snizenou dlouhodobou morbiditu, jevi se jako slibna alternativni 1écba pro
nékterd nadorovd onemocnéni. Fotodynamicka terapie je zalozena na pfijmu molekuly
fotosenzitizéru (PS), ktera po excitaci svétlem o specifické vinové délce reaguje s kyslikem

(O2) a vytvari reaktivni formy kysliku (ROS) v cilovych tkanich, coz vede k bunécné smrti.

Disertacni prace je sloZena ze tii experimentalnich ¢asti. Prvni Cast je zaméfena na
evaluaci fotodynamického efektu dvou porfyrinovych PS, konkrétné TMPyP a ZnTPPSa.
Protinadorova aktivita byla ovéfovana na nadorovych liniich — HeLa (karcinom délozniho
hrdla) a G361 (maligni melanom kize), k aktivaci bylo pouzito svétlo o vinové délce
414 nm s plo$nou hustotou energie 5 a 25 J/cm?. Na zéakladé ziskanych vysledkd, lze
konstatovat, ze u obou bunécnych linii vyraznéjsi fotodynamicky efekt byl pozorovan po
aplikaci TMPyP a soucasné citliv€jsi linii viici TMPyP byly HeLa buriky. Vyssi fototoxicita
u obou bunécnych linii a testovanych PS byla zji§téna po ozafeni s ploSnou hustotou energie
25 J/em?.

Druh4 cast hodnotila fotodynamicky efekt sulfonovanych polystyrenovych
nanocastic (NP) se zapouzdienym fotosenzitizérem TPP (TPP-NP) na nenadorové NIH3T3
(mysi fibroblasty) a dvou nadorovych bun&nych liniich HeLa a G361. Uginnost byla
oveérovana v Sesti koncentracich v kombinaci se Ctyfmi rlznymi Casy ozafeni LED

diodovym =zafi¢em s vinovou délkou 414 nm. Vétsi fototoxicky ucinek byl dosazen



u nadorovych linii v porovnani s nenadorovou NIH3T3 linii. Na liniich HeLa a G361 byla
zjisténa témeér identickd ucinnost TPP-NP, ktera byla nezéavisla na koncentraci a plosné
hustoté energie (plati pro 5 a 10 min, respektive 16,2 a 32,4 J/cm?), jez také zpUsobily
nejvetsi fotodynamickou téinnost.

Treti Cast se vénuje vysledkim, které byly ziskany v prabéhu Sestimésicni staze na
univerzité v Milan€. Prace se zameétuje na pripravu mikrocastic (MP) na bazi kyseliny poly
(mlécné — co — glykolové) (PLGA MP), charakterizaci a naslednou funkcionalizaci tfemi
polymery. MikroCastice PLGA s modifikovanym zeta potencidlem byly pouzity pro
antibakterialni studii vlivu povrchového naboje na gram-pozitivni (G*) a gram-negativni
(G") bakterie. Antibakterialni efekt PLGA MP se lisil v zavislosti na pouzitém typu polymeru
a bakterialnim kmenu. Nejvyznamnéjsi antibakterialni efekt byl zaznamenan u PLGA MP
modifikovanych chitosanem u bakterialniho kmene Staphylococcus aureus. Mechanismus
antibakterialniho u¢inku PLGA MP muze byt vysledkem vlivu pouzitych polymert nebo
zeta potencidlu na povrchu PLGA MP, avSak nelze vyloucit ani synergicky ucinek
zminéného zeta potencialu a pouzitych polymerd. Pro jednozna¢né objasnéni podstaty

antibakterialniho efektu PLGA MP je potieba provést dalsi testy.



SUMMARY

The dissertation mainly deals with the evaluation of the photodynamic effect caused
by porphyrin photosensitizers in in vitro conditions on cell lines.

Cancer remains a worldwide health problem and is the disease with the greatest
impact on global health. Despite all recent technological improvements, recurrence
and metastasis are still the leading cause of death. Since photodynamic therapy (PDT) does
not threaten other treatment options and presents reduced long-term morbidity compared to
chemotherapy or radiotherapy, it appears to be a promising alternative treatment for some
cancers. Photodynamic therapy is based on the uptake of a photosensitizer (PS) molecule,
which, upon excitation by light of a specific wavelength, reacts with oxygen (O2)
and generates reactive oxygen species (ROS) in target tissues, leading to cell death.

The dissertation consists of three experimental parts.

The first part is focused on evaluating the photodynamic effect of two porphyrin PSs,
namely TMPyP and ZnTPPS4. The antitumor activity was tested on tumor lines — HeLa
(cervical cancer) and G361 (skin cancer - melanoma), for activation, light with a wavelength
of 414 nm with a surface energy density of 5 and 25 J/cm? was used. Based on the obtained
results, it can be stated that for both cell lines a more pronounced photodynamic effect was
observed after the application of TMPyP and at the same time the more sensitive line to
TMPyP was HeLa cells. Higher phototoxicity in both cell lines and tested PSs was found
after irradiation with a surface energy density of 25 J/cm?.

The second part evaluated the photodynamic effect of sulfonated polystyrene
nanoparticles (NPs) encapsulated with TPP photosensitizer (TPP-NPs) on non-tumor
NIH3T3 (mouse fibroblasts) and two tumor cell lines HeLa and G361. The effectiveness
was verified in six concentrations in combination with four different irradiation times with

an LED diode emitter with a wavelength of 414 nm. A greater phototoxic effect was



achieved in tumor lines compared to the non-tumor NIH3T3 line. When testing HelLa and
G361, an almost identical efficiency of TPP-NP was found, which was independent of
concentration and areal energy density (valid for 5 and 10 min, respectively 16,2 and 32,4
J/em?), which also caused the greatest photodynamic efficiency.

The third part is devoted to the results obtained during a six-month internship at the
University of Milan. The work focuses on the preparation of microparticles (MP) based on
poly (lactic — co — glycolic acid) (PLGA MP), characterization and subsequent
functionalization with three polymers. PLGA microparticles with modified zeta potential
were used for an antibacterial study of the effect of surface charge on gram-positive (G¥)
and gram-negative (G") bacteria. The antibacterial effect of PLGA MP varied depending on
the type of polymer and bacterial strain used. The most significant antibacterial effect was
recorded for PLGA MPs modified with chitosan against the bacterial strain Staphyloccocus
aureus. The mechanism of the antibacterial effect of PLGA MP may be the result of the
influence of the used polymers or the zeta potential on the PLGA MP surface, but
a synergistic effect of the mentioned zeta potential and the used polymers cannot be excluded
either. In order to clearly identify the nature of the antibacterial effect of PLGA MP, further

tests need to be carried out.



SEZNAM ZKRATEK A POJMU

aPDT — antibakterialni fotodynamicka terapie

CM-H2DCFDA - chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
CO; - oxid uhlicity

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (kultiva¢ni médium)
DMSO - dimethylsulfoxid

EPR efekt — enhanced permeability and retention effect (zvySena propustnost a
retencni efekt)

ER — endoplazmatické retikulum

FDA — Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv USA)
G* — grampozitivni bakterie

G™ — gramnegativni bakterie

G361 — maligni melanom kuze

H>0» — peroxid vodiku

HeLa — karcinom délozniho hrdla

HpD — derivaty hematoporfyrinu

JC-1 —jodid 5,5,6,6'-tetrachlor-1,1', 3,3'-tetraethylbenzimi-dazoylkarbocyaninu
LED - light emitting diode (elektroluminiscen¢ni dioda)

LPS — lipopolysacharidy

LTA — kyselina lipoteichoova

mABs — monoklonalni protilatky

mPDT — metronomicka fotodynamicka terapie

mTHPC — temeporfin

MTT - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid
MP — mikrocastice

NIH3T3 — mysi fibroblasty

NP — nanocastice

NPe6 — talaporfin

O> — kyslik

10, — singletovy kyslik



02" — superoxidovy anion

OH-— hydroxylovy radikal

PBS — Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)

PDT - fotodynamicka terapie

PLGA — kyselina poly (mlé¢na — co — glykolova)

PEG - polyethylen glykol

PLL — poly-L-lysin

polyDDA — polydiallyldimethylamonium chlorid

PVA — polyvinyl alkohol

PS — fotosenzitizér

ROS — reaktivni formy kysliku

SO — zakladni stav

S1 — singletni stav

T1 — tripletni stav

TMPyP — (a,B,y,0-Tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfyrin
TPP — (5,10,15,20-tetrafenylporfyrin)

TPP-NP — sulfonované polystyrenové nanocastice se zapouzdienym

fotosenzitizérem TPP

WTA — kyselina teichoova
ZnTPPS4 — zinc-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
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1 UVOD

Fotodynamicka terapie je klinicky schvaleny, minimaln€ invazivni terapeuticky
postup, ktery uplatiuje selektivni cytotoxickou aktivitu vaéi malignim burikam.
Fotodynamicka terapie vyuziva tii zakladni komponenty: PS, svétlo a O». Jednotlivé slozky
nejsou samy o sobé toxické, avSak spole¢né iniciuji fotochemickou reakci, ktera vrcholi
v generaci vysoce reaktivnich produktd nazyvanych ROS, predev§im vsak singletniho
kysliku ('0). Ten mitize rychle zplisobit vyznamnou cytotoxicitu vedouci k bunééné smrti
prostfednictvim apoptdzy, nekrozy a/nebo fagocytozy. Protinadorové ucinky PDT pochaze;ji
ze tfi vzajemné souvisejicich mechanisml: piimé cytotoxické ucinky na nadorové buriky,
poskozeni vaskulatury tumoru a indukce robustni zanétlivé reakce, ktera muze vést k rozvoji
systémové imunity.

Klinické studie odhalily, ze PDT je tGspésna zejména v Casnych stadiich nadora.
Muze prodlouzit preziti u pacientu s inoperabilnimi typy rakoviny a vyznamné zlepSuje
kvalitu zivota. Minimalni cytotoxicita u normalnich tkani, zanedbatelné systémové ucinky,
vyrazné snizena dlouhodoba nemocnost, nedostatek vlastnich nebo ziskanych mechanismu
rezistence a vynikajici kosmetické a organové Setrné ucinky této 1écby, z ni Cini cennou
terapeutickou metodu.

Disertacni prace se zamétuje na studium a oveérovani ucinnosti fotosenzitizérti druhé
(TMPyP a ZnTPPSy) a tieti (TPP-NP) generace na nadorovych (HeLa — karcinom d€lozniho
hrdla; G361 — maligni melanom kuZze) a nenadorovych (NIH3T3 — mysi fibroblasty)
bunécnych liniich. V dal§i Casti prace je popsana syntéza, modifikace a charakterizace
PLGA MP a jejich antibakterialni efekt na bakterialnich kmenech Staphylococcus aureus

a Escherichia coli.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

2.1.1 HISTORICKY VYVOJ

Pouziti svétla pro terapeutické ucely lze v lidské historii pozorovat po tisice let.
Svétlo bylo vyuZivano jiz ve starovékém Egypté, Indii a Cing k 168bé koznich onemocnéni
jako je psoriaza, vitiligo a rakovina, stejné jako kfivice a dokonce 1 pii psychoze (Allison et
al., 2004; Abdel-kader, 2016). Starovéci Rekové vyuzivali celotélové ozafeni sluncem,
neboli helioterapii, taktéz k 1écbé nemoci. Slavny fecky 1ékat Herodotus, ktery byl
povazovan za otce helioterapie, zdiraznil vyznam slune¢niho zafeni pro zdravi. Avsak az
donedavna nebyly lécebné ucinky slunecniho svétla v mediciné S§iroce vyuzivany.
V 18. a 19. stoleti bylo ve Francii svétlo pouzito pri 1écbé tuberkulozy, kiivice, kurdéji,
revmatismu, ochrnuti, otokd a svalové slabosti. Fototerapie byla vyvinuta danskym Iékafem
Nielsem Finsenem, ktery na prelomu minulého stoleti popsal uspéSnou 1écbu nestovic
pomoci Cerveného svétla, které branilo hnisani pustuly (Abdel-kader, 2016; Boschi et
Spinelli, 2020; Correia et al., 2021). Poté pokratoval v 1é¢bé kozni tuberkuldzy
ultrafialovym zarenim, pfi které doslo k vyvoji fototerapie s pouzitim uhlikového oblouku,
za tento objev ziskal v roce 1903 Nobelovu cenu (Chroukroun et Geoffroy, 2019; Lipko,
2022).

Casto dochazi k zaméné terminu fototerapie a fotochemoterapie, fototerapie popisuje
pouziti svétla pfi 1écbé nemoci. Na druhé strané fotochemoterapie, predstavuje kombinaci
aplikace fotocitlivé latky do tkan€, ktera je nasledn€ vystavena ptisobeni svétla. Tato forma
terapie byla znama jiz pred 3000 lety. Indiani pouzivali psoraleny pii 1éCb¢ vitiliga, taktéz
Egyptané ve 12. stoleti aplikovali rizné psoraleny pro 1é¢bu leucodermy (Alam et al., 2018).
Vroce 1834 se Kalbrunnerovi podafilo vyizoloval chemikalii  bergapten

(5-methoxypsoralen) z bergamotového oleje. AvSak az v 70. letech naSel bergapten
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uplatnéni v medicing, aktivovany ultrafialovym zafenim, byl pouzivan pro 1é¢bu psoriazy.

Pozdé&ji byl klinicky pouzit pro vitiligo a imunoterapii (Midden, 2018).

2.1.2 POJEM FOTODYNAMICKA TERAPIE

Koncept bunééné smrti indukované interakci svétla a fotosenzitivni latky byl
definovan pred vice nez 100 lety (Mishchenko et al., 2022). Jako prvni o ném informoval
student mediciny Oscar Raab ve spolupraci s profesorem Hermanem von Tappeinerem
v Mnichov€. V prubéhu své studie o ucincich akridinu na protozoa zpisobujici malarii
objevil tuto kombinaci akridinové Cervené a svétla, ktera méla smrtici ucinek pro Infusoria
z rodu paramecium. Pfedpokladali, ze tento uCinek byl zptisoben pifenosem energie ze svétla
na chemickou latku. Kratce na to von Tappeiner predikoval budouci aplikaci této
fluorescencni latky v mediciné (Misba et Khan, 2019; Choudharz et al., 2022). Z roku 1900
pochazi prvni zprava o parenteralnim podani PS u lidi, které provedl francouzsky neurolog
Prime. Pti 1é¢be epilepsie oralné aplikoval eosin, v dusledku ¢ehoz u pacientu, jejichz kize
byla nasledné vystavena slunecnim paprskim, doslo k vyvolani dermatitidy. Tento objev
vedl k prvnimu 1ékarskému pouziti interakce mezi fluorescenéni smési a svétlem, von
Tappeiner spolu s dermatologem Jesionekem pouzili kombinaci povrchové aplikovaného
eosinu a bilého svétla k 1écbé nadort kiize. Spolu s Jodlbauerem, von Tappeiner pokracoval
v experimentech, které prokazaly dilezitost O» pii téchto reakcich a v roce 1907 predstavili

termin “fotodynamicky* k popisu tohoto jevu (Hamblin, 2020).

2.1.3 PRINCIP FOTODYNAMICKE TERAPIE

Fotodynamicka terapie predstavuje diagnostickou a l1é¢ebnou metodu vyuzivanou
predevsim pfi 1écbé nadorovych onemocnéni. Terapie je zalozena na indukci bunécné smrti
kombinovanym ucinkem viditelného zareni, slouCeniny s fotosenzitivnimi vlastnostmi, tzv.

fotosenzitizér a Oz. Lécba spociva v pouziti selektivné se hromadiciho PS v nejrychleji

15



proliferujicich (tedy nadorovych) buiikach a po ozareni svétlem specifické vinové délky
(obecné v Cervené spektralni oblasti, A > 600 nm, kdy ¢ervené svétlo pronika hloubéji do
tkani). Energie ze svétlem excitovaného PS se pienasi na O», ¢imz nasledné vznika 'O,
a dalsi ROS. Tyto cytotoxické fotoprodukty, generované pii osvétleni, zacinaji kaskadu
biochemickych reakci, které zpusobuji poskozeni a smrt nadorovych bunék (Obr 1)
(Van Straten et al., 2017; Correia et al., 2021). Hlavni vyhody PDT oproti jinym konvenénim
1écbam rakoviny jsou: (i) jeji velmi nizka systémova toxicita (ktera je zpusobena skute¢nosti,
ze PS jsou aktivovany pouze v pritomnosti svétla), (i1) jeji schopnost nicit nadory selektivné
a fakt (iii), ze PDT lze pouzit samostatné nebo v kombinaci s jinymi terapeutickymi zptusoby,
jako je chemoterapie, chirurgie, radioterapie nebo imunoterapie. Aplikace PS je mozna
dvojim zptasobem. Prvni moznosti je topicka aplikace masti, ktera obsahuje fotosenzitivni
latku. Druhou moznost pak predstavuje injek¢ni podani a to bud’ intraven6zné (nitrozilné) ¢i
intralezionalné (pfimo do mista novotvaru), v zavislosti na typu nadoru a/nebo lokalizaci.
K akumulaci PS v cilovych buikach dochéazi v riznych casech, od 5 min az po 72 h
v zavislosti na druhu pouzité latky a zpusobu aplikace. Vysledky PDT jsou razné, od
zpozdéni rastu u pokrocilych metastaz se zlepSenim kvality a délky zivota pacientl aZ po
uplnou regresi nadoru (Dolmans et al., 2003; Pervaiz et Olivo, 2006; Luo et al., 2016;

Pucelik et al., 2019).
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Obr 1.: Schematické zndazornéni principu PDT. Fotodynamickd terapie zahrnuje selektivni absorpci
Jfotocitlivého PS z extraceluldrniho prostoru (PSex) do cytoplazmy (PSin) cilovych bunék a ndslednou
aktivact svétlem. U aktivovaného fotosenzitizéru (*PSi:") dochdzi k vyméné elektronu nebo atomu
vodiku s blizkou molekulou za vzniku ROS' (fotochemickd reakce typu I, ,, 1 “) nebo prenosu energie
na sousedni molekuly poskytujici 'O> (fotochemickd reakce typu II, ,, 2*). PoSkozeni bunék vyvolané
témito reaktivnimi druhy miize vést k bunécné smrti prostiednictvim apoptozy/nekrozy a nebo miize

dojit k opravé a preZiti.

2.1.4 MECHANISMUS

Zakladni cesty, kterymi kombinace PS, svétla a Oz vede k bunécné smrti v disledku
PDT, jsou ukazany na Obr 2. Fotosenzitizér, ktery je v zakladnim stavu (SO), muze
absorbovat svétlo (fotony) a dochazi k prechodu do singletniho stavu (S1). Excitovany PS
se muze vratit zpét do SO, v disledku ¢ehoz vznika fluorescence. Pokud nedojde k tomuto
prechodu, pak v dusledku vnitiniho preusporadani PS prechazi do tripletového stavu (T1)

s relativné dlouhou dobou pteziti. Z T1 se PS vraci do zékladniho stavu dvéma typy reakce

(Mroz et al., 2011; Lee et al., 2022).

2.14.1 REAKCETYPUI
Atom vodiku nebo elektron mohou byt pieneseny z PS v T1 na biomolekuly (lipidy,

proteiny, nukleové kyseliny atd.) nebo dochazi ke generovani radikal, které interaguji s O2
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a nasledn¢ se vytvareji ROS produkty, jako je superoxidovy anion (O2"), hydroxylovy
radikal (OH") a peroxid vodiku (H20z), které zapiic¢ini destrukci bune¢k (Kudinova et

Berezov, 2009; Sun et al., 2020; Lee et al., 2022).

2.14.2 REAKCE TYPU II

Krome toho muze byt energie z PS v T1 prenesena pfimo do molekularniho kysliku
v zékladnim stavu, coz vede ke vzniku neradikalniho, ale vysoce reaktivniho 'Oz (Sun et al.,
2020; Lee et al., 2022).

Ackoli presné mechanismy PDT nejsou dosud zcela pochopeny, obecné se uznava,
7e reakce vyvolana 'O; prostfednictvim reakce typu II je primarné odpovédna za bunénou
smrt. Piispévek reakce typu I 1 typu II k bunécné smrti zavisi na nekolika faktorech véetné
PS, subcelularni lokalizace, substratu a pfitomnosti O2. Za hypoxickych podminek jsou za
senzibilizaci primarné odpovédné radikaly vznikajici z fotoreakce nékterych PS typu L
V okysliceném médiu je fotosenzitivita zprostiedkovana 'O, ale vyznamna je také
dopliikova role H>O2, OH" a O;". Je tieba poznamenat, ze ROS jsou vysoce reaktivni
a vykazuji velmi kratky poloc¢as preziti. Z tohoto divodu budou fotodynamicky ovlivnény
pouze substraty umisténé velmi blizko k mistim generovani ROS (Mroz et al., 2011; Sun et

al., 2020; Lee et al., 2022).
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Obr 2.: Fotosenzitizér v excitovaném tripletnim stavu miize primo reagovat s redukcnim cinidlem,
napr. s organickou molekulou v bunécném mikroprostiedi, ¢imz dochdzi k vyméné elektronu nebo
atomu vodiku za vzniku radikalii (02", OH' H20:). Tento typ reakce oznacujeme jako reakci typu I,

vice pravdépodobna je viak reakce typu IL, kdy dochdzi k energetickému transferu za vzniku ' O-.

2.1.5 FOTOSENZITIZERY

Fotosenzitivni latky ve PDT umoziuji prenos a pieménu svételné energie do
fotochemické reakce IL. typu, jejiz konecné produkty vedou k rychlé bunécné a vaskularni
toxicité. VSechny klinicky uspésné PS maji schopnost specificky cilit tkané nebo jejich
vaskularni systém k dosazeni ablace. Kazdy PS je nezbytné nutné aktivovat svétlem
o specifické vlnové délce, kterd je charakteristicka pro dany PS. Jsou znamy stovky
ptirodnich 1 syntetickych barviv, kterd 1ze vyuzit jako PS. Patfi sem cela fada slouc¢enin od
pfirodnich rostlinnych produktli az po komplexni syntetické makrocykly. VétSina dnes
pouzivanych PS pii 1écbé rakoviny je zalozena na tetrapyrrolové struktufe, podobné
protoporfyrinu obsazenému v hemoglobinu (Li ef al., 2020; Lin et al., 2021; Plekhova et al.,
2022).

Fluorescencné detekovatelné PS mohou byt také pouzity pii definovani a nastaveni

parametrd béhem 1écby PDT. Mnohé PS obsahuji fluorofory, které emituji zafeni v Casti
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spektra blizké infraervené oblasti, coz je uziteCné pro jejich detekci in vivo (Lovell et al.,

2010).

2.1.5.1 IDEALNIFOTOSENZITIZER

Idealni fotosenzitizér by mél splilovat néasledujici kritéria:

Fotosenzitizér by mél vykazovat minimalni cytotoxicitu ve tmé a bé&hem
metabolismus PS by nem¢ly vznikat nové cytotoxické vedlejsi produkty.

Pouzitim PS nesmi dochazet k dalsi mutagenezi/karcinogenezi.

Meélo by dochazet k selektivni akumulaci PS v tkani, ktera je nasledné€ podrobena
PDT.

Fotosenzitizér by mél byt stabilni a chemicky cista latka sjasné definovanou
strukturou.

Eliminace PS z t€la pacienti by méla byt po terapii co nejrychlejsi, pro zamezeni
vzniku vedlejsi ucinkt jako je fotosenzitivita. Rychlé odstranéni PS (fadove hodiny
¢i maximalné dny) z téla umoziuje opakovanou aplikaci.

Fotosenzitizér by mél mit vysoky kvantovy vytézek 'O..

Ideélni PS by mél vykazovat vyssi absorpci v oblasti tzv. terapeutického okna (600-
850 nm) a naopak nizkou absorpci v oblasti spektralniho maxima denniho svétla
(400-600nm) z davodu mozné fotosenzitizace kize.

Absorp¢ni pas PS by se nemél prekryvat s absorpcnimi pasy chromofort pfitomnych
ve tkani.

Idealni PS umoziiuje soucasné pouziti i s jinymi typy lécby/zakrokt (chemoterapie,
resekce, radioterapie, atd.).

PS by mél byt komercné dostupny a s moznou pfipravou i v lokalnich Iékarnach, tedy
nejen ve specializovanych laboratofich.

(Lange et Bednarski, 2016; Brilkina et al., 2019; Martins et al., 2020)
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2.1.5.2 KLASIFIKACE FOTOSENZITIZERU

Fotosenzitizéry lze klasifikovat rdznymi zpasoby, vSechny vSak s omezenimi.
Je znama celd fada klasifikacnich schémat s dal§imi rozdilnostmi mezi védci, kliniky
a farmaceuty. D¢lit je muZzeme podle chemické struktury, syntetické Cistoty, cileni nebo
generace. DalSim dulezitym kritériem je jejich toxicita pred aktivaci a komer¢ni dostupnost.
V klinické praxi se setkame s rozdélenim do tii rodin - porfyriny, chlorofyly a barviva.
Avsak nejlepsi klasifikace klinicky pouzivanych PS je podle ucinnosti (Allison et al., 2010;

Verger et al., 2021).

2.1.5.3 CILENI
U nékterych typu PS dochazi k prednostni akumulaci v uréitych typech tkani,
zatimco jiné zustavaji v cévnim systému. Fotosenzitizéry muzeme také rozdélit podle cileni

na bunécné organely, jako jsou bunééné membrany, mitochondrie, lysozomy, apod. (Allison

et al., 2010).

2.1.5.4 SYNTETICKA CISTOTA

Toto kritérium nam pfinasi pohled na kvalitu PS z pozice syntetickych chemiku
a farmaceut, ktefi se snazi vyrabét Cisté a jasné definované latky. Tato klasifikace
naznacuje, ze PS slozené z vice komponent jsou méné kvalitni nez Cisté latky, neda se vSak

fici, ze by se jednalo o klinicky méné ucinné PS (Allison et al., 2010).

2.1.5.5 GENERACE FOTOSENZITIZERU

Fotosenzitizéry je mozné rozde¢lit do tii generaci. Prvni generace PS je vyvozena od
porfyrinu a zahrnuje hematoporfyrin a jeho derivaty oznacované jako HpD. Druh4 generace
vznikla na zakladé nedostatki PS prvni generace. Fotosenzitizéry této generace maji rizné
struktury véetné porfyring, rozsifenych porfyrint, derivati chlorofylu a jinych barviv. Tteti

generace piedstavuje jakousi modifikaci PS prvni a druhé generace konjugované spolu
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s cilicimi strukturami, jako jsou protilatky, nosi¢e nebo micely (O’Connor et al., 2009;

Allison et al., 2010; Lan et al., 2019) (Obr 3 a Obr 4).

2.1.5.5.1 PRVNI GENERACE

Prvni generace PS byla vyvinuta v 70. letech 20. stoleti. Radime do ni derivaty
hematoporfyrinu a jeho analogy — Photofrin®, Photosan, Protocan. Hematoporfyrin je
nejcastéji a nejdéle pouzivany PS v klinické praxi (Allison ez Moghissi, 2013; Mfouo-Tynga
et al., 2021). Nicméné pii pouziti existuje velké riziko nezadoucich ucinkd v podobé
dlouhodobé zvysené fotosenzitivity, jelikoz se hromadi kromé nadort i v kazi v dasledku
nizké selektivity. Nejvétsi uskali pro klinické pouziti pfedstavuje jejich absorpéni maximum
(400-630 nm). Svétlo s touto vinovou délkou nedokéze pronikat hluboko do tkani (Nyman

et Hynninen, 2004; Li et al., 2019).

2.1.5.5.2 DRUHA GENERACE

Ackoli u PS prvni generace byly zjistény vhodné vlastnosti pro pouziti pii PDT, po
jejich aplikaci se projevovaly mnohé vedlejsi ucinky, pro které nebylo mozné s nimi dale
pracovat. Brzy byly objeveny dalsi latky jako porfyriny, chloriny, bakteriochloriny,
purpuriny, texafrininy a pfibuzné slouceniny, které mely fotosenzitivni vlastnosti. Absorp¢ni
maximum téchto fotosenzitizéri se nachazi v rozmezi 660 - 800 nm. Svétlo s kratkou
vlnovou délkou je tkani snadno rozptyleno a jen slab¢€ pronika, na rozdil od svétla v blizkosti
IR, které muze pronikat tkanémi do hloubky 1 cm. Dalsi dulezité vylepSeni predstavuje
schopnost snadného a rychlého vylouCeni z krevniho obéhu a kuaze, stabilita, nizka
cytotoxicita ve tmé a vysoky kvantovy vytézek !O.. Mnoho PS druhé generace jiz bylo
studovano v klinickych studiich I, II nebo III faze pro rizné indikace (Kessel, 2004; Nyman

et Hynninen, 2004; D'Alessandro et Priefer, 2020).
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2.1.5.5.3 TRETI GENERACE

Tato generace fotosenzitivnich latek predstavuje nove vznikajici tfidu. Nekteré PS
druhé generace byly konjugovany nebo zabaleny do nosnych molekul, které specificky
dodéavaji PS do nadorovych tkéani. Nosné biomolekuly zahrnuji monoklonalni protilatky,
liposomy, polymery a nanocastice (Chilakamarthi et Giribabu, 2017; Naidoo et al., 2018).
Nadorové buiiky maji antigeny bunécného povrchu, které se velmi 1isi od normalnich bungk,
coz umoziuje vyuziti monoklonalnich protilatek jako ucinnych dodavacich biomolekul PS.
Konjugat monoklonalnich protilatek a PS se selektivné vaze na nadorové buiiky, coz
usnadriuje fotosenzitizaci nadorové tkané a ponechani normalni tkan€ neposkozené (Sorrin
et al., 2020). V posledni dobé je v zdjmu mnoha studii systém slozeny z PS tfeti generace
a micely, obsahujici polyethylenglykol (PEG)-b-P (Asp) a dendrimery porfyrini. U téchto
systému pozorujeme dramatické zkraceni ¢asu mezi administraci PS a ozafenim. Obecné
tyto systémy vykazuji zlepSeni selektivity, vyssi u€innost a snizenou cytotoxicitu ve tmé

oproti jinym generacim (O Conner et al., 2009; Amreddy et al., 2020).

[ PORFYRINOVE FOTOSENZITIZERY ]
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
| HEMATOPORFYRIN I [ MZETALOPORFYR]NY] [ PORFYCENY ] [ FEOFOREIDY ] [ PURPURINY ][ CHLORIN ][PRDTOPORH‘R]NY] [ FTALOCYANINY ]
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PRVNIGENERACE DRUHA GENERACE

Obr 3.: Schéma zndzornuje zakladni rozdéleni porfyrinovych fotosenzitizéru na prvni a druhou

generaci.
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[ NEPORFYRINOVE FOTOSENZITIZERY ]
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Obr 4.: Zdkladni rozdéleni neporfyrinovych fotosenzitizéri.

2.1.6 SVETLO

Léciva PDT se obvykle podavaji systémove, proto velkou roli hraje presné cileni pouzitého
svétla — obvykle z laserového zdroje, jehoz ucinek je predevsim lokalni nez systémovy.
Kladen je velky diraz na lokalni tu¢innost PDT, coz pfispiva k Géinnosti 1écby
a minimalizuje vedlejsi projevy. Omezeni PDT spociva v tom, Ze nelze vylécit pokrocilé
diseminované onemocnéni ozarenim celého téla s prisluSnymi ploSnymi hustotami energie.
Nicméné pro pokro€ilé onemocnéni mize PDT zlepsit kvalitu Zivota a prodlouzit preziti.
Fotodynamicka terapie vyuziva energii svétla k poskozeni nebo zniceni cilové tkané.
Fotosenzitizér absorbuje energii ptimo ze svételného zdroje, kterou nasledné prevede na
molekularni kyslik k vytvofeni 'O,. Tato aktivovana forma kysliku je skutednym
cytotoxickym cCinidlem, které rychle reaguje s bunécnymi komponentami a zpusobuje
poskozeni, coz v kone¢ném duasledku vede k bunécné smrti a zniCeni nadoru. Svétlo
reprezentuje jednu z nejdulezitéjSich komponent PDT a spravny vybeér zdroje svétla je pro

maximalni u¢innost této terapie zasadni (Star ef al., 2020).
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2.1.6.1 ZDROJE SVETLA
Vybér vhodného zdroje svétla je urCen typem pouzitého PS, lokalizaci a velikosti
nadorového onemocnéni a v neposledni fadé také cenovou dostupnosti. Mezi nejCastéji

pouzivané zdroje patii laserové systémy, diodové zdroje a opticka vlakna (Mang, 2004).

2.1.6.1.1 LASEROVE SYSTEMY

Pii 1écbé nemoci PDT bylo dfive pouzivano mnoho laserovych systému. Jeden
z nejvice pouzivanych systému i v klinické PDT byl argon/barvivo laser. Laserové systémy
argon/barvivo byly obvykle schopny dodavat kontinualni zateni 1 —7 W, s vinovou délkou
630 nm (Mang, 2004; Yang et al., 2019). Dalsimi hojné pouzivanymi variacemi laserového
systému argon/barvivo byly zlaté nebo médeéné parni lasery. Laser se zlatou parou generoval
vlnovou délku 627,8 nm a mél pulznim vystup s opakovaci frekvenci 5—15 kHz (Panjehpour
et al., 2000; Ozog et al., 2016). Tento systém nabidl nekteré vyhody oproti systému
argon/barvivo, jako snazsi prenositelnost, nebylo potieba specializovaného elektrického
napajeni nebo chlazeni vodou. Nicméné naklady spojené s udrzbou laserti s parami zlata
byly velmi vysoké a proto se zacaly vice vyuzivat pary médi. Laser s médénou parou vSak
generoval zafeni s vinovou délkou ve viditelné oblasti (511 a 578 nm). Hlavni nevyhodou
laserd s kovovymi parami byla dlouha doba zahfivani a ochlazovani, ktera byla pro klinické
vyuziti nevhodna. Dal§im problémem byla pulzni povaha téchto systémd, protoze dynamika
dodavani svétla z pulsniho a kontinualniho zdroje je zcela odli§na (Star et al., 2020). V roce
2000 ziskala spole¢nost Diomed Inc. souhlas pro pouziti jejich 630 nm diodového laseru pro
aktivaci Photofrin pfi aplikaci u malignich onemocnéni jicnu a plic. Tento systém m¢l
vlastnosti nové generace laserovych systémt vstupujicich do oblasti mediciny
a predstavoval obrovsky pokrok v technologii zdroju zafeni pro PDT. Diodové lasery jsou
polovodicové zdroje svétla, které nevyzaduji optické konfigurace standardné pouzivanych

laserovych systémt v PDT (Mang, 2004; Park er Park, 2016).
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2.1.6.1.2 LED DIODOVE ZDROJE

Svételné zdroje na bazi elektroluminiscenéni diody - light emitting diode (LED)
predstavuji smérovy zdroj svétla riznych vinovych délek, s maximem vyzafované energie
ve sméru kolmém na emisni plochu. Systémy jsou kompaktni, vyhodou vyuziti je vykon
120 V a systém chlazeni vzduchem (Kim er Darafsheh, 2020). LED diody jsou lehké
a vyzaduji vyrazné méné energie k vytvoreni pozadovanych vinovych délek svétla. Tyto
systémy jsou schopné vystupnich vykonti az do 150 mW/cm? na plose 3x3 cm. Snadné
oSetfeni velkych ploch, jako je napt. lécba koznich onemocnéni, je efektivné vyuzito

u topicky podavanych PS (Marcus et Mclntyre, 2002; Yang et al., 2019).

2.1.6.1.3 OPTICKA VLAKNA

Primarni pozadavek na svételny zdroj pro PDT je dosahnout piiméfeného osvétleni
v celém cilovém objemu tkané. Jednou z vyraznych vyhod pouziti laserti pro dodavani svétla
pro fotoaktivaci PS, je moznost snadno spojit toto svétlo k vlaknové optice. To umoziiuje
dodani aktivac¢niho svétla pfimo do cilového mista, tedy optimalizovat specifi¢nost terapie
(Star er al., 2020). Obecné je znamo, ze ucinnost a toxicita spojena s PDT jsou neodd¢litelné
spojeny s mnozstvim svétla dodavaného/absorbovaného fotocitlivym loziskem tkan€. Proto,
aby byla PDT ucinna, svétlo musi byt dostate¢né homogenni v celém cilovém objemu tkané
k indukci pozadovaného terapeutického ucinku. Existuje mnoho modifikaci optickych
vlaken, jako napfiklad: cylindrickd vlakna, balonkové katetry, opticka CoCkova vlakna
a dalsi. Vybér vhodného ozatrovaciho systému zavisi na konkrétni aplikaci a také na typu,

umistnéni, geometrii a rozsahu nadoru (Mang, 2004).

2.1.7 MECHANISMY CYTOTOXICITY ZPROSTREDKOVANE PDT
Zivotnost 'O2 je velmi kratka (pfibliznd 10-320 ns), coz omezuje jeho diftizi

v bunikéach (pouze 10-55 nm) (Dysart et Patterson, 2005). Fotodynamické poskozeni tedy
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nastane velmi tésné€ po intracelularnim umisténi PS (Moan et al., 1989). Cileni pouzivanych
PS se muze lisit, napf.: komplexni smés porfyrinovych etheri se akumuluje prednostné
v lipidovych membranach, mono-L-aspartylchlorin e6 (NPe6, talaporfin) cili na lysozomy,
derivat benzoporfyrinu se hromadi v mitochondriich, m-tetrahydroxyfenylchlorin (mTHPC,
temeporfin) cili na mitochondrie a/nebo endoplazmatické retikulum (ER) a ftalocyanin Pc4
ma Siroké spektrum zacileni, nicméné€ primarnim cilem jsou mitochondrie (Allison et Sibata,
2010). Spousta PS je vyvinuta tak, aby byla schopna zasahnout vice cili najednou.
Charakteristické vzorce lokalizace se mohou liSit také v zavislosti na typu bunék.
Fotodynamicka terapie mize vyvolat 3 hlavni cesty bunéné smrti: apoptdza, nekroza

a autofagie (Obr 5) (Buytaert et al., 2007; Mishchenko et al., 2022).

HMGB1
,,NAIDI ME“ AUTOFAGOZOM
APOPTOZA AUTOFAGIE

Obr 5.: T¥i hlavni morfotypy bunécné smrti a jejich imunologické profily. Apoptoza je morfologicky
charakterizovdna kondenzaci chromatinu, S$tépenim chromozomalni DNA, smriténim buriky
a tvorbou apoptotickych télisek. Apoptotické buniky obvykle uvolnuji signaly ,,najdi mé “ a ,, snéz meé
potiebné pro odstranéni zbyvajicich mrtvol pomoci fagocyti. Na biochemické tirovni zahrnuje
apoptoza aktivaci kaspdz, (skupina cysteinprotedz), aspartdat - specifické protedzy. Nekroza je
morfologicky charakterizovana vakuolizaci cytoplazmy, otokem a rozpadem plazmatické membrany,

coz ma za nasledek zanétlivou reakci zpiisobenou uvoliiovdini bunécného obsahu a prozdanétlivych
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molekul. Biochemie nekrdzy je vétSinou charakterizovana neaktivaci kaspdzy, uvolfiovanim
cytochromu ¢ a fragmentaci DNA oligonukleozomii. Autofagii charakterizuje masivni vakuolizace
cytoplazmy. Autofagickd cytoplazmaticka degradace vyzaduje vytvoreni autofagozomii. DAMP
(alarminy) jsou molekuly, které iniciuji a zaroven udrzuji neinfekcni zanétlivou odpovéd,; HSP jsou
proteiny tepelného Soku;, HMGBI - protein s vysokou mobilitou ze skupiny Bl; IL - interleukin,
ATP/MSU - adenosin trifosfat/monosodny urat (prevzato a upraveno, Agostinis et al., 2011).

2.1.7.1 APOPTOZA

Obecné pojem apoptdza oznacuje programovanou bunécnou smrt, ke které dochazi
v duasledku aktivace cysteinovych proteaz (konkrétné kaspaz) a nasledné pak jadernych
endonukleaz. V disledku poskozeni jaderné DNA dochazi k zastavé vSech biosyntetickych
pochodt v bunce. Béhem apoptdzy nedochazi (na rozdil od nekrézy) k bobtnani, prasknuti
a vyliti obsahu buriky, které by zpusobilo zanétlivou reakci. Kondenzaci a fragmentaci
bunky dochazi ke wvzniku apoptotickych télisek (fragmenty rozpadlé buiiky obalené
membranou) (Agostinis et al., 2011). Poskozeni, které nasledné u buné€k vyvoléa apoptoézu,
muize byt zpisobeno chemickymi latkami, zafenim, teplem nebo jinym stresem. Buriky
podrobené PDT podléhaji pfedevsim apoptotickému typu smrti. Existuji ¢tyfi mechanismy,
které vedou k apoptoze v disledku PDT: a) role kaspaz, b) mechanismy iniciované na
bunééném povrchu, ¢) role mitochondrie a d) role ¢lent rodiny Bcl-2 (Oleinick et al. 2002;

Donohoe et al., 2019).

2.1.7.2 NEKROZA

Jedna se o intravitalni smrt bunck a tkani. Nekroza postihuje skupiny na sebe
navzajem naléhajicich bunék a vznikd jako nasledek nevratného poskozeni bunék.
Charakteristickymi rysy nekrozy je bobtnani cytoplazmy, zni¢eni organel a vyliti obsahu
bunky do extracelularniho prostoru, které vede ke vzniku zanétlivé reakce. Pti nekroze
velkého rozsahu zivotné dilezitych organt mize dojit ke smrti. Pfi zachovani zivota vznika

reparacni zanétliva reakce. Nekrotické procesy mohou mit nékolik pficin: mechanické,
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termické (spaleni, omrznuti), rentgenové nebo ionizacni zafeni, elektrické, chemické,
mikrobidlni, virové, hormonalni, zvySeni koncentrace ROS a vapniku v cytoplazmé, pokles
hladiny ATP, atd. Obecné se predpoklada, ze po PDT s nizSimi hodnotami plosné hustoty
energie dochazi prednostné k apoptéze a vyssi hodnoty ploSné hustoty energie vedou

k nekroze (Agostinis et al., 2004; Buytaert et al., 2007; Rocha et al., 2020).

2.1.7.3 AUTOFAGIE

Autofagie v doslovném piekladu znamena “jist sam sebe” a piedstavuje jeden
z mechanismd udrZeni bunétné homeostazy. V nejobecnéjsim slova smyslu se jedna
o lysozomalni rozklad proteind. Autofagii charakterizuje masivni vakuolizace cytoplazmy.
Autofagicka cytoplazmaticka degradace vyzaduje vytvoreni struktury s dvojitou
membranou, tzv. autofagozom, ktery sekvestruje cytoplazmatické slozky, jakoz 1 organely
a prevadi je do lysozomu. Fuze autofagozom-lysozom vede k degradaci cytoplazmatickych
komponent skze lyzozomalni hydrolazy. U dospélych organismi funguje autofagie jako
cesta samovolného traveni pfi preziti bun€k v nepiiznivém prostiedi. Dulezitou roli hraje
také pii odstranéni poSkozenych organelech, toxickych metaboliti nebo intracelularnich
patogent. Funkci autofagie je i ochrana pred stresem a mobilizace internich zdroja, ma roli

v imunité, vyvoji a diferenciaci (Agostinis et al., 2004; Martins et al., 2021).

2.1.8 KOMBINACE PDT S JINYMI TERAPIEMI

Kombinace ruznych terapeutickych modalit s prekryvajici se toxicitou patii mezi
bézné pouzivané strategie ke zlepSeni terapeutického indexu oSetfeni v moderni onkologii.
Fotodynamickou terapii lze pouzit v kombinaci s chirurgickymi zékroky jako dopliikové
ofetfeni. Usp&in& byla PDT pouzita v kombinaci s radioterapii i chemoterapii. Moznost

kombinace PDT s jinymi bézné pouzivanymi zakroky a terapiemi umoziiuje zlepsit stav
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pacienti s nadorovymi onemocnénimi. Existujici limitace PDT se snazi vyfesit mnohé nové

strategie (Xu et al., 2016; Hwang et al., 2018; Kwon et al., 2021).

2.1.9 NOVE STRATEGIE PDT
2.19.1 DVOJFOTONOVA FOTODYNAMICKA TERAPIE

Standardni metodou v PDT je pouziti PS, aktivovaného nepfetrzitym svétlem,
vétSinou jednorazove ve vysokych davkach. Existuje nékolik zasadné odlisnych pfistupt,
které jsou v soucCasné dob¢ v preklinické studii, zahrnujici: rizné fotofyzikalni, chemické
a/nebo fotobiologické mechanismy. Pii dvojfotonové PDT jsou pouzity kratké (ptiblizné
100 fs) laserové pulzy s velmi vysokym vykonem, takze 2 fotony jsou PS absorbovany
soucCasné. Protoze kazdy foton pfispiva pouze polovinou excitacni energie, na kterou lze
pouzit infraCervené zafeni, je mozné dosahnout hlubsi penetrace tkani. Nasledujici
fotochemické a fotobiologické ucinky jsou stejné jako u 1-fotonové PDT. Starkey a kol.
(2008) informoval o hloubce penetrace 2cm v nadorové tkani, coz predstavuje
dvojnasobnou hloubku penetrace, které 1ze obvykle dosahnout aktivaci jednim fotonem
(Starkey et al., 2008). Alternativou muze byt siln€ zaostieny laserovy paprsek, pak aktivacni
objem muze byt extrémné maly. Tento pfistup muze byt vyuzivan k zacileni na jednotlivé
krevni cévy s minimalnim poskozenim sousednich tkani. Potencialné obé strategie mohou
prekonat omezeni utlumu svétla, zejména u pigmentovanych nadord, jako je melanom

(Collins et al., 2008; Starkey et al., 2008; Han et al., 2019).

2.1.9.2 METRONOMICKA FOTODYNAMICKA TERAPIE

V metronomické PDT (mPDT) je fotosenzitizér 1 svétlo dodavano ve velmi nizkych
davkach v Casové delsim obdobi (hodiny — dny). To mize mit za nasledek predevs§im
apoptozu s minimalni nekrézou tkani (Lilge et al., 2000). Hlavni diraz je kladen na

minimalizaci pfimého fotodynamického posSkozeni sousednich normalnich tkani
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a sekundami poskozeni v disledku zanétlivé odpovédi (Mathews et al., 2009; Lee er Kim,
2019). Vin vitro studiich a na intrakranidlnim modelu byly prokazany odezvy nadoru
pii pouziti ALA a ozafeni prostfednictvim optickych vlaken (Davies er Wilson, 2007). Neni
vSak znamo, zda se tento koncept vztahuje i na jiné PS. Existuji dikazy, ze molekularni

drahy mPDT se mohou li§it (Algawi et al., 2009; Kirino et al., 2020).

2.1.9.3 NANOTECHNOLOGIE V PDT

Nanocastice predstavuji nové moznosti pro PDT, které dokazi prekonat vétSinu
omezeni klasického PS. Obvykle jsou definovany jako submikroskopické ¢astice v rozmezi
1-100 nm. Nanocastice jsou pfirozené se vyskytujici nebo syntetické materialy, které nesou
jedno nebo vice Cinidel (Prasad, 2004; Jain, 2008; Chizenga et Abrahamse, 2020).
V zavislosti na typu nanonosice a typu vazebného spojeni nebo enkapsulizact PS v ném,

pouziti nanocastic ve spojeni s PDT muze mit nékteré z nasledujicich vyhod:

e Maji velké poméry povrchu k objemu (Davis et al., 2008), coz muze efektivné zvysit
mnozstvi PS, které je doruceno do cilovych bunék (Konan-Kouakou et al., 2005).

e Nanocastice mohou zabranit pfed¢asnému uvoliovani PS a potenciélni inaktivaci
1éCiva slozkami plazmy, ¢imz se zabrani jeho nespecifické akumulaci v normalnich
tkanich a celkové se snizi fotocitlivost organismu po PDT (Master et al., 2013).

e Pfisuzuyji amfifilni charakter PS, ten dovoluje nanocésticim neomezené cestovat
v krevnim obé&hu s navazanym PS a selektivné se lokalizovat v nadorovych tkanich
(Allison et al., 2010).

e Obvykle vyuzivaji zvySené propustnosti a retence, coz je zpusobeno abnormalni
a netésnou neovaskulaturou nadoru a také Spatnou lymfatickou drenazi nadorové
tkané€. To vSe usnadriuje jak difuzi PS nosicu, tak i jejich retenci v nadorové tkani

(Maeda et al., 2000; Chizenga et Abrahamse, 2020).
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e Povrch nanocastic mize byt dale modifikovan (funkénimi skupinami nebo latkami,
které zvySuji zacileni) za uCelem zmény jejich biologickych nebo fyzikalnich
vlastnosti, ¢imz se zlepsuje biologicka distribuce, farmakokinetika, absorpce bunék
a schopnosti zacileni (Konan et al., 2002; Chizenga et Abrahamse, 2020).

e Nanocastice mohou byt navrzeny jako multifunk¢ni nanoplatformy které nesou vice
komponent, napiiklad: zobrazovaci latky, chemoterapeutikum, cilici ligandy
a ,,maskovaci® latky (latky, které se vyhybaji interferenci s imunitnim systémem)

(Bechet et al., 2008).

Nanocastice l1ze klasifikovat mnoha zptsoby, obecné je rozd€lujeme na pasivni
a aktivni, v zavislosti na pfitomnosti cilicich skupin na jejich povrchu nebo na bazi jejich
zapojeni do buzeni PS (Konan er al., 2002). Klasifikovat nanoc¢éstice pouzivané v PDT je
mozné také na zaklad€ funkci nebo ukold, které plni, do tii skupin: nosice PS, samy o sobé
jsou PS a prevodniky energie PS (Obr. 6) (Bechet er al., 2008; Chizenga et Abrahamse,

2020).
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nebiodegradabilni

[ FOTOSENZITIZER ]

Obr 6.: Nanocastice pouzivané v PDT Ize klasifikovat na zdaklade funkci nebo tikolii, které vykonavayi,
do t¥i skupin: 1) nosice PS, 2) samy o sobé jsou PS a 3) prevodniky energie PS. Na rozdil od
chemoterapeutickych Iéciv, ktera musi byt uvolnéna z nosice, aby ucinkovala na cilové buriky,
nemust byt PS uvolnén, pokud je molekuldrni kyslik a ' O schopen difundovat dovnitr: a ven z nosice.
Kvili této skutecnosti jsou prijimany riizné strategie pripravy nosicu pro PDT: a) biologicky
rozlozitelné nanocastice (prirodni nebo syntetické polymerni nanocdstice: poly (hydroxyalkanodty)
(PHA), poly (ortoestery), poly (p-aminoestery) (PbAE), poly (D, L laktid) (PLA), poly (glykolid)
(PGA) a poly (e-kaprolakton) (PCL)) nesouci PS, které podléhaji enzymatické nebo hydrolytické
degradaci, c¢imz se minimalizuje dlouhodobd akumulace nosicii v biologickém systému; nebo b)
nerozloZitelné nanocdstice (nanocdstice na bazi keramiky nebo kovu: kifemik, zlato, st¥ibro, Zelezo),
které se v biologickém systému nesnadno rozkladaji, ale casto nabizeji rozmanité funkce. 2) Nékteré
materidly v nano rozmérech maji schopnost generovat ROS, diky svym jedinecnym viastnostem
absorpce, coz jim umoziiuje chovat se jako PS. Do této skupiny zarazujeme fulereny, nanocdstice
oxidu titanicitého (TiO3) a oxidu zinecnatého (ZnO). 3) Nanocdstice nemusi slouZit pouze jen jako
nosice PS, ale také se mohou aktivné uicastnit prenosu energie do navazaného PS. Toto spojeni nabizi
moznost neprimé aktivace PS pomoci svétla na vinovych délkdch, které obvykle PS neabsorbuje.
Nejcastéji se pouzivaji rentgenové aktivovatelné nanocdstice, kvantové tecky, nanocdstice

absorbujici dva fotony, rekonverzni nanocastice. (prevzato a upraveno, Bechet et al., 2008)
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2.1.10 VYHODY A NEVYHODY PDT

Podobné jako i1 jiné terapie, také i PDT se vyznacuje jistymi vyhodami, ale

i nevyhodami. Mezi vyhody PDT patfi:

Ve srovnani s jinymi typy 1écby (chemoterapii, radioterapii apod.) je PDT minimalné
invazivni.

PDT je zaméfena pouze na urCitou cast organismu/tkan; neovliviiuje cely
organismus.

Vedlejsi ucinky nejsou tak intenzivni jako v pfipad€ jinych terapii, napf.
chemoterapie.

Lze kombinovat s jinou 1écbou, tj. s chirurgickymi zakroky, chemoterapii.

V pripadé rezistence nadorii na chemoterapii nebo radioterapii, Ize PDT pouzit jako
paliativni 1écbu.

Antibakterialni fotodynamicka terapie (aPDT) ucinné ni¢i bakterialni kmeny
rezistentni na antibiotikum. Uginek aPDT na mikroorganismy je mnohem rychlejsi
ve srovnani s jinymi antimikrobialnimi ¢inidly a neexistuji diikazy vzniku rezistence
na aPDT.

Cilena cévni PDT je dominantni zpisob 1écby rakoviny prostaty, diky

intraven6znimu podani, zistava PS pouze v obéhu az do vyloucCeni z organismu.

Hlavni nevyhody jsou obecné spojeny s pouzitym PS a svételnym zdrojem. Navzdory

Sirokému spektru pouzitelnych PS, idealni PS neexistuje a v praxi se specialisté potykaji

s problémy jako:

nedostateCna specificnost

nedostatek ucinnych PS pro aPDT, které jsou schvaleny pro pouziti u pacientd
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e IéCebné rezimy nejsou uplné standardizované a doposud u mnoha PS neprobéhlo
dlouhodobé sledovani

e topicka lécba mize byt spojena s bolesti, zCervenanim kiize, zvySenou citlivosti na
svétlo, hyperpigmentaci a vznikem puchytka

e u nékterych aplikaci mize byt problémem pfilis vysoka cena

Vysledky dlouhodobych studii vedly k Sirokému vyuziti PDT. K vytvofeni optima
jsou vsak nutné dalsi studie a vytvoreni protokold pro pouzivani této terapie. Fotodynamicka
terapie se uspeSné pouziva pro lécbu rakoviny, akné, onemocnéni zplusobeného
mikroorganismy, lupénky apod (Agostinis et al., 2011; Firczuk et al., 2011, Zhou et al.,

2021).

2.2 BIODEGRADABILNI POLYMERY

Biodegradabilni materialy jsou pfirodniho nebo syntetického ptavodu a jsou
degradovany in vivo enzymaticky a/nebo neenzymaticky za ucelem produkce biologicky
kompatibilnich, toxikologicky bezpecnych vedlejsich produktd, které jsou dale eliminovany
béznymi metabolickymi cestami. Pocet takovych material(, které se pouzivaji, jako dopliky
v kontrolovaném dodéavani 1é¢iv se v poslednim desetileti dramaticky zvysily. Zakladni

kategorie biomaterialti pouzivanych pii dodavce 1éCiv 1ze Siroce klasifikovat jako:

1) syntetické, biologicky rozlozitelné polymery, které zahrnuji relativné hydrofobni
materialy, jako jsou —hydroxy kyseliny (kyselina poly (mlééna — co — glykolova)),

polyanhydridy a dalsi.
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2) Ptirozené se vyskytujici polymery, jako jsou komplexni cukry (hyaluronan, chitosan)
a anorganické latky (hydroxyapatit) (George et al., 2019; Prajapati et al., 2019; Rai et al.,

2021).

Druh pouzitého materialu pii dodavce 1ékt vyplyva z typu onemocnéni, rozsahu
davek a jinych specifickych pozadavki. Biokompatibilita je velmi dulezita, i kdyz je dalezité
poznamenat, ze biokompatibilita neni vlastni vlastnost materialu, ale zavisi na biologickém
prostfedi a snasenlivosti, kterd se odviji od specifické interakce lék—polymer—tkan (Arif et

al., 2019).

2.2.1 KYSELINA POLY (MLECNA — CO — GLYKOLOVA)

Jedna se o nejCastéji vyuzivany polymer, ktery je Casto oznaCovan jako , zlaty
standard® a ma nejdelsi historii jak ve veterinarni, tak v huméanni medicin€. Znacné mnozstvi
studii v oblasti dodavani 1éciva biodegradabilnimi polymery ukézala, ze aplikace polymeru
PLGA ma obrovsky potencial jako nosi¢ 1€kt a leSeni pro tkafiové inzenyrstvi. PLGA je
kopolymer, jehoz pouziti v mnoha potravinach a 1éCivech je schvaleno FDA vzhledem ke

své biologické odbouratelnosti a biokompatibilité.

Velka rozmanitost formulaci PLGA polymerd, které jsou pouzivany pro specifické
lékové aplikace, je urCena dvéma hlavnimi parametry — molekulovou hmotnosti
a vzajemnym procentualnim podilem kyseliny mlécné a glykolové, ktery ovliviiuje prevazné
rychlost odbouravani danych polymert. V zavislosti na pouzitém poméru (kyselina mlécna
. kyselina glykolova) pfi polymeraci, lze ziskat rizné formy PLGA: ty jsou obvykle
identifikovany s ohledem na molarni pomeér pouzitych monomerti (napt. PLGA 75:25
oznacuje kopolymer, jehoz slozeni je: 75 % kyselina mlé¢na a 25 % kyselina glykolova)

(Tinsley-Bown et al., 2000; Astete et Sabliov, 2006).
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2.2.1.1 SYNTEZA

PLGA je syntetizovan kopolymeraci s otevienim kruhu dvou riznych monomert,
cyklickych dimerd (1,4-dioxan—2,5-dion) kyseliny glykolové a kyseliny mlécné.
Polymery mohou byt syntetizovany jako nahodné nebo blokové kopolymery, ¢imz se ziskaji
dalsi polymerni vlastnosti. Mezi bézné katalyzatory pouzivané pfi piiprave tohoto polymeru
patfi 2—ethylhexanoat cinu (II), alkoxidy cinu (IT) nebo isopropoxid hlinity. V prabéhu
polymerace jsou po sob¢ jdouci monomerni jednotky (kyseliny glykolové nebo kyseliny
1é¢né) spojeny v PLGA esterovymi vazbami, ¢imz se ziska linearni alifaticky polyester (Obr

7) (Astete et Sabliov, 2006).

(@]
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POLY(MLECNA-CO-GLYKOLOVA) KYSELINA KYSELINA

MLECNA GLYKOLOVA
KYSELINA

metabolizovany v organismu

[ BIODEGRADABILNI J

Obr 7.: Schématické znazornéni syntézy PLGA, polymer vznika kopolymeraci kyseliny mlécné
a kyseliny glykolové. Obé tyto kyseliny jsou odbouratelné. X = pocet jednotek kyseliny mlécné, Y =
pocet jednotek kyseliny glykoloveé.
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2.2.1.2 DEGRADACE

PLGA degraduje hydrolyzou esterovych vazeb v pfitomnosti vody. Ukazalo se, ze
Cas potiebny k degradaci PLGA souvisi s pomérem monomeru pouzitych pfi vyrobg; ¢im
vyssi je obsah glykolidovych jednotek, tim nizsi je Cas potfebny k degradaci ve srovnani
s prevazné laktidovymi materialy. Vyjimkou je kopolymer s pomérem monomerd 50:50,
ktery vykazuje rychlejsi degradaci (pfiblizné dva mésice). Kromé toho polymery, které jsou
zakonCeny estery (na rozdil od volné karboxylové kyseliny), vykazuji del§i polocasy
degradace (Samadi et al., 2013). Diky této flexibilité pfi degradaci jsou PLGA polymery
vhodné pro vyrobu mnoha zdravotnickych prostredku, jako jsou §tépy, stehy, implantaty,

protetické pfistroje, chirurgické tmely, MP a NP (Pavot ef al., 2014).

PLGA podléha v téle hydrolyze za vzniku pivodnich monomert: kyseliny mlééné
a kyseliny glykolové. Tyto dva monomery jsou za normalnich fyziologickych podminek
vedlejsimi produkty riznych metabolickych cest v téle. Kyselina mlé¢na je metabolizovana
v cyklu kyseliny trikarboxylové a je vyluCovana s oxidem uhli¢itym a vodou. Kyselina
glykolova je metabolizovana stejnym zpusobem a je vyluCovana také ledvinami
(Machatschek er al., 2018; Lagreca et al., 2020). Protoze t€lo mizZe metabolizovat oba dva
monomery, existuje minimalni systémova toxicita spojend s pouzitim PLGA pro medicinské

aplikace.

Obecné v pripadé hydrolyzy polymert ma velky vliv na rychlost degradace struktura
polymeru, protoze molekuly vody musi mit pfistup k labilnim vazbam (vazby esterq,

ortoestert, anhydrida, karbonatd, amidd, aj.).

Rychlost hydrolyzy ovliviiuje fada faktord jako napft.:

e relativni stabilita vazby

e hydrofobni/hydrofilni vlastnosti
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e sterické efekty

e tvorba produkt autokatalyzy

e difuzni koeficienty fragmentt

e mikrostruktura (fazova separace)
e krystalinita

e piiprava

o velikost a tvar predmétu

e teplotaapH

e autokatalyza

e délka vytvarejiciho se oligomeru

e zakladni vlastnosti polymeru

(Forcino et Jonnalagadda, 2007; Li et al., 2011).
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2.2.1.3 TOXICITA POLYMERU PLGA

Biodegradace PLGA produkti je velmi pomala, a proto ma minimalni vliv na
normalni bunécnou funkei. Bylo provedeno mnoho dlouhodobych a rozsahlych studii PLGA
polymert na zvitatech. Testovany byly preparaty, které jsou v soucasnosti pouzivany u lidi,
jako jsou vstiebavaci materialy pouzivané k Siti, Srouby, kostni implantaty a antikoncepcni
implantaty. Studovany byly také polymery, které jsou pouzivany jako §tépovaci material pro
umélé organy a v posledni dobé nasly své uplatnéni také jako podptirna vyztuha v tkariovém
inzenyrstvi (Bala et al., 2004; Park er al., 2019). Obecné¢ lze fici, ze PLGA biomaterialy
prokazaly velmi dobrou biokompatibilitu a vykazovaly jen minimalni toxicitu. U nékterych

bunéénych kultur byla zaznamenana snizeni buné¢né proliferace (Mir et al., 2017).
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3 CILE PRACE

In vitro ovéfeni fotodynamické aktivity porfyrinovych fotosenzitizéri TMPyP
a ZnTPPS4 na nadorovych liniich HeLa a G361.

In vitro studium fotodynamické aktivity TPP-NP na tfech bunéCnych liniich
(NIH3T3, HeLLa a G631).

Syntéza a charakterizace PLGA MP.

Funkcionalizace PLGA MP.

Ovéfovani antibakterialni aktivity modifikovanych PLGA MP.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 BUNECNE KULTURY

Pro studium fotodynamickych vlastnosti PS byly pouzity bunécné kultury NIH3T3,
HeLa a G361. Tyto bunécné linie pochazeji z americké sbirky bunécnych kultur ATCC.
Buiiky byly vysazeny v poétu 10*jamka v 96-jamkové destiéce a nasledné 24 h inkubovéany
s PS v kultivaénim médiu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) pti 37 °C a 5 %

COo.

4.1.1 NIH3T3 (mysi fibroblasty)

Fibroblasty jsou typem bunék, které syntetizuji extracelularni matrici a kolagen, jez
tvori zakladni strukturu biologické pojivové tkané u zvirat a hraji dalezitou roli pfi oprave
tkané. Krome toho, ze jsou pfitomny jako fibroblasty, tyto buiky existuji v alternativnim
stavu, jako fibrocyty. Fibroblast je termin pouzivany k popisu téchto bunék, kdyz jsou
v aktivovaném stavu. Fibrocyty oznaCuje stav, ve kterém jsou buiiky méné aktivni.
Morfologie fibroblasti zavisi na jejich funkci a misté pisobeni. Fibroblasty extrahované
z konkrétniho mista si "mohou pamatovat" své puvodni umisténi a funkci, ikdyZ jsou

transplantovany na jiné misto v téle (Obr 9) (Leibiger et al., 2013; https://www.nih3t3.com/).
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Obr 9.: Bunécna kultura NIH3T3 (https://www.asbmb.org/asbmb today /people /010115/

generating-the-3t3-cell-line).
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4.1.2 HeLa (karcinom dé€lozniho hrdla)

Bunécna linie lidskych epitelidlnich buné€k, které byly vyizolovany v roce 1951,
pochézeji z nadoru delozniho hrdla Henrietty Lacksové (z prvnich dvou pismen jména
a pfijmeni této zeny pochazi i ndzev této bunécné linie). Butiky Hela lze oznacit jako
nesmrtelnou bunécnou linii, vzhledem k tomu, Ze je mozné jejich neomezené neustalé
mnozeni. Nepodléhaji Hayflickovu limitu, ktery zptsobi po nékolika desitkach déleni
odumfeni bunek z diivodu zkracenych telomer. Tento limit HeLa buriky obchazi aktivaci
telomeraz,  enzymu, které jsou  schopné  zpétné  prodlouzit  telomery
(https://www.immunology.org/hela-cells-1951). Dnes se HelLa bunky kultivuji
v laboratofich takika po celém svété a vyuzivaji se ve vyzkumu v riznych cytologickych
a molekularné biologickych oborech, jako je napiiklad imunologie ¢i onkologie. Byly
vyuzity pfi studiu bunécného cyklu nebo pfi studiich zkoumajicich vliv vesmirného prostiedi

na lidské butiky. Dokonce byly pouzity k tisku na 3D tiskarné k vytisténi nadoru (Obr 10).

Obr 10.: Bunécna kultura HeLa (www.atcc.org).

4.1.3 G361 (maligni melanom kiize)
Maligni melanom kiize vznika nekontrolovatelnym ristem pigmentovych bunék,

které se nazyvaji melanocyty. Na jeho vzniku se podili ultrafialové zafeni, a to predevsim
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slozka UVB. Maligni melanom se vyskytuje predevs§im v bilé populaci. Nejvice ohrozeni
jsou lidé se svétlou kuizi a sklonem k tvorbé pih. Lidsky kozni maligni melanom predstavuje
nejsmrtelnéjsi formu rakoviny kize, ktera je zodpoveédna za 75,2% uamrti souvisejicich
s rakovinou kiize. Bunky G361 v laboratornich podminkach produkuji melanin az do 50
zdvojnasobeni populace (Obr 11)

(https://www.culturecollections.org.uk/products/celllines/generalcell/detail.jsp ?refld=8803

0401&collection=ecacc_gc., https://www.atcc.org/products/crl-1424).

Obr 11.: Bunécnd kultura G361 (Roberts et al., 1987).

4.2 BAKTERIALNI KMENY

Po mnoho desetileti jsou mikroorganismy intenzivné zkoumany v souvislosti s jejich
schopnosti kolonizovat povrch, coz vede k tvorbé biofilmi a s tim spojenému nebezpeci
infekce (Donlan er Costerton, 2002). V posledni dobé¢ roste zajem o vyzkum interakci mezi
bakteriemi a NP rizné chemické povahy (kovové, oxidy, sirany atd.) (Barnes et al., 2013;
von Moos et al., 2014). Tyto studie pfinaseji nové poznatky do oblasti nanovéd, vCetné
toxikologie, farmakologie, nanomediciny, biotechnologie, environmentalnich véd, chemie
a dokonce i geologie (Rai et al., 2009; Nath et Banerjee, 2013; Judy er Bertsch, 2014;

Wadhwani et al., 2016).

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy obklopené bunécnou

membranou, bunécnou sténou a v nékterych pripadech i bunéénym obalem (Silhavy et al.,
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2010). Obecné Ize rozlisit ti1 hlavni morfologické typy bakterialnich bunék: kulovité (koky),
tyCinkovité (bacily) a spiralky (spirily) (Young et al., 2006). Podle slozeni buné¢énych stén
se bakterie déli do dvou hlavnich kategorii: gram-negativni a gram-pozitivni. Na Obr 12 jsou

znazornény rozdily ve struktufe bunééné stény téchto dvou skupin.

Hlavni slozkou bunécnych stén bakterii G* i G je polymer peptidoglykan. Bakterie
G™ maji silné bunécné stény, které se skladaji z velké vicevrstvé oblasti peptidoglykanu se
sténovou kyselinou teichoovou (WTA) a kyselinou lipoteichoovou (LTA), pfipojenou
k vrstvé peptidoglykanu, resp. k bunééné membrané. Bakterie G maji tenkou vrstvu
peptidoglykanu, kterd se nachazi mezi bunéfnou a vn&jsi membranou, v oblasti zvané
periplazmaticky prostor (specificky znak G°), vyplnény gelovitou periplazmatikou. Misto
kyseliny teichoové syntetizuji G~ bakterie lipopolysacharidy (LPS), které tvofi odlisné
domény (oznacCené zelen¢) ve vnéjsi fosfolipidové dvojvrstve (Malanovic et Lohner, 2016).
Bakterialni bunécna sténa hraje klicovou roli v ochrané buriky pted negativnim pusobenim
fyzikalnich, chemickych a biologickych faktorti a fidi charakteristicky tvar bunék. Dalsi
zasadni funkce bunécnych stén souvisi s adhezi k jakémukoli povrchu diky pfitomnosti
adhezinq, tj. specifickych makromolekul zodpovédnych za adhezivni interakce na rozhrani
(Moriarty et al., 2011). V procesu adheze maji zasadni vyznam molekularni vlastnosti

povrchu bakterialnich bunék.

Vedle hydrofobicity definuje povrchovy naboj primarni proménnou obvykle
pouzivanou pro hodnoceni procesu bakterialni adheze (Spriano et al., 2017). Bakterie
obvykle vykazuji celkovy zaporny naboj pii méfeni ve vodni suspenzi pii fyziologickém pH.
V piipadé G* bakterii hraji fosforylové skupiny umisténé v ocascich LTA a WTA dulezitou
roli pfi vytvafeni zaporného naboje bunék. U G bakterii je zaporny naboj vysledkem
ionizace fosforylovych a 2-keto-3-deoxyoktonatovych karboxylatovych skupin pfitomnych

v fetézcich LPS (Wilson ef al., 2001). Povrchovy naboj métfeny jako zeta potencial, vSak
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zavisi na bakterialnim kmeni a jeho konkrétnich povrchovych vlastnostech (Klodzinska et
al., 2010; Khelissa et al., 2017). Elektrochemické chovani povrchu bakterialnich bunék je
dilezité zejména pro pouziti NP jako antimikrobialnich latek (Mmola et al., 2016;
Ramasamy et al., 2016), pfi detekci vira, bakterii a spor (Sajjanar et al., 2015) nebo dokonce
k produkci NP uvnitf mikroorganismu (Deplanche et al., 2012; Srivastava et al., 2013).
Ke studii byli pouziti typi¢ti zastupci G* a G~ kmene: Staphylococcus aureus (G¥)

a Escherichia coli (G").

Gram-pozitivni Gram-negativni

kyselina kyselina

lipoteichoova teichoova lipopolysacharidy

e g I N1 1) \

periplasmaticky prostor

menins IS,

membranové
proteiny

Obr 12.: Rozdily mezi bunécnymi sténami gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii (prevzato a

upraveno Pajerski et al., 2019).

4.3 SENZITIZERY A NANOCASTICE
e TMPyP (o,B,y,0-Tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfyrin  p-toluenesulfonat,
Sigma—Aldrich) (Obr 13)
e 7ZnTPPS4  (zinc-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)  porpfyrin,  pfipraven

Prof. J. Mosingerem (Obr 14)
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TPP — NP (sulfonované polystyrenové nanocastice s enkapsulovanym hydrofobnim

TPP (5,10,15,20-tetrafenyl porfyrin), ptipravil P. Henke (Obr 15)

R +
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H3C
R 2 4
Obr 13.: o,B,7,0

-Tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphyrin p-toluenesulfonate
(TMPyP); (http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/87639?lang=en&region=CZ).

HO5S

QA O

PR

SOH

Obr 14.: Strukturni vzorec zinc-5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porpfyrin (ZnTPPS,).

Obr 15.: Strukturni vzorec 3, 10,15, 20-tetrafenylporfyrin (TPP);

(https://www.researchgate.net/figure/Tetraphenylporphyrin-TPP_fig31_230773557)
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4.4 7ZDROJ SVETLA

Pro vyvolani fotodynamické reakce byl pouzit LED diodovy zdroj svétla,
specialn€ navrzeny pro ozafovani experimentalnich mikrodesti¢ek. Vzorky byly ozareny

pfi vinové délce 414 nm. Svételny zdroj je chranén narodnim patentem CZ 302829 B6.

Bunky v 96-jamkové desticce s TMPyP a ZnTPPS4 byly ozéafeny svétlem
s plosnou hustotou energie 5 J/cm? (coz odpovidd dobé ozafeni: 1 min 33 s, intenzita
svétla 54 mW/cm?) a 25 J/cm? (doba ozafeni: 7 min 43 s, intenzita svétla 54 mW/cm?).
U vzorku TPP-NP byly zvoleny ctyfi ozafovaci ¢asy, konkrétné 0,5; 1; 5 a 10 min
(intenzita svétla 54 mW/cm?), coz odpovida plosné hustoté energie 1,6; 3,2; 16,2

a32.4 J/cm?.

4.5 POUZITE METODY

4.5.1 MTT TEST

Test MTT je kolorimetricky test pro hodnoceni metabolické aktivity bunék.
NAD(P)H - dependentni bunééné oxidoreduktdzové enzymy mohou za definovanych
podminek odrazet pocet pritomnych zivotaschopnych bunék. Tyto enzymy jsou schopné
redukovat tetrazoliové MTT 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5 difenyltetrazolium bromid
na nerozpustny formazan, ktery ma fialovou barvu. U zivych bunék je zluty tetrazol
redukovan na  formazan. Tato redukce probiha pomoci rozpoustédla
(napt. dimethylsuloxid — DMSO). Pfidani rozpoustédla vede ke zmé&né barevnosti roztoku
v zavislosti na mnozstvi nerozpustného formazanu. Absorbance tohoto zbarveného
roztoku je kvantifikovana pomoci spektrofotometru, méfenim pii vinové délce 570 nm.
Stuperi absorpce svétla zavisi na stupni koncentrace formazanu akumulovaného uvnitt

a na povrchu buriky. Cim vyssi je koncentrace formazanu, tim tmavsi je fialova barva
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atim vyssi je i absorbance. Testy MTT se obvykle provadéji ve tmé, protoze Cinidlo MTT

je citlivé na svétlo (Obr 16).

‘-\ H

R4 Mitochondrialni s
dehydrogendza
Zluté MTT Fialove zbarveny formazan

Obr 16.: Princip MTT testu (prevzato a upraveno Jethva et al,. 2021).

Bunky s PS/TPP-NP v prislu$§nych koncentracich byly inkubovany v termoboxu
pii 37°C a 5 % COy. Po 24 h inkubaci bylo DMEM nahrazeno fosfatovym pufrem -
Phosphate Buffered Saline (PBS) a buiiky byly ozéafeny uréenou plo§nou hustotou energie
LED zdrojem s vinovou délkou 414 nm pii pokojové teploté. Po ozafeni bylo PBS
odstranéno a k bunécné kulture pfidano Cerstvé DMEM a 96-jamkové desticky byly
inkubovany dal§ich 24 h v termoboxu. Médium bylo odstranéno a k burikam bylo pfidano
50 ul 0,5 mg/ml MTT (rozpusténo v PBS) a buriky byly inkubovany dal§i 4 hod pii
37 °C a5 % COa. Nasledné bylo pouzito 100 pl DMSO k rozpusténi fialovych krystala
formazanu. Absorbance roztoku byla ur¢ena métenim v 96-jamkové ¢tecce mikrodesti¢ek
(SYNERGYTM HT) pti 570 nm. Jako negativni kontroly byly pouzity tii 96-jamkové

desticky (oSetfené buiiky PS/TPP-NP bez ozareni). Namérena data byla vypoctena
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pomoci softwaru Phototox verze 2.0. Tmava fototoxicita byla naméfena paralelné za

stejnych podminek bez ozafeni.

4.5.2 PRODUKCE ROS

Detekce ROS byla zprostiedkovana fluorescencni sondou chloromethyl-2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetatu (CM-H2DCFDA). Po vstupu CM-H>DCFDA do
bunky dochazi pomoci intracelularnich esteraz a thiolt k redukci na bezbarvy CM-
H>DCF. Ten je v dusledku pfitomnosti ROS (vznikaji po ozareni) oxidovan za vzniku
DCF (zeleny fluorescencni chlorofor). Méfeni vzniklé fluorescence tedy soucasné mefi
1 produkci ROS. Excitaéni vinova délka CM-H2DCFDA sondy je 495 nm a emisni vinova

délka 522 nm (Obr 17).

Studované buriky byly inkubovany s PS/TPP-NP pii teploté 37 °C a 5 % CO»
v termoboxu. Po inkubaci (24 h) bylo DMEM nahrazeno roztokem 10 pM fluorescencni
sondy CM-H2DCFDA a nasledovala 30 min inkubace Vznik ROS byl méfen pomoci

mikrodestickového spektrofluorimetru SYNERGYTM HT bezprostiedné po ozareni.
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CM - H2DCFDA

CIH G

Obr  17.: Grafické zndzornéni  ROS  detekce (prevzato a upraveno
https:/f'www.biotek.com/resources/white-papers/an-introduction-to-reactive-oxygen-species-

measurement-of-ros-in-cells/).
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4.5.3 MITOCHONDRIALNI MEMBRANOVY POTENCIAL

K testovani mitochondridlniho membranového potencionalu se pouziva lipofilni
kationtové fluorescencni barvivo jodid 5,5,6,6'-tetrachlor-1,1', 3,3'-tetracthylbenzimi-
dazoylkarbocyaninu (JC-1). Ve zdravych burikach JC-1 vstupuje do aktivovanych
mitochondrii a vytvari agregaty, které meéni fluorescencni vlastnost JC-1 barviva.
Poskozené nebo apoptotické buiiky maji nizky mitochondridlni membranovy potencial.
JC-1 nevytvati agregaty v mitochondriich s nizkym membranovym potencialem a zlistava
v monomerni formé a vykazuje zelenou fluorescenci, na rozdil od agregatti produkujicich
intenzivni Gervenou fluorescenci. Cim vyssi je tedy pomér Gervené a zelené fluorescence,

tim vys3i je polarizace mitochondrialni membrany.

Zmeény mitochondridlniho membranového potencialu byly studovany pomoci
fluorescencniho kationtového napét'ové zavislého barviva JC-1. Po 24 h inkubaci, kdy
byly bunécné linie vystaveny puasobeni PS (TMPyP a ZnTPPS4)/TPP-NP byly bunky
ozafeny svételnym zdrojem na bazi LED s vinovou délkou 414 nm. Thned po ozareni byly
bunky inkubovany s JC-1 (2 pg/ml) po dobu 20 min v termoboxu a poté byly promyty
PBS. Z nasledné naméfené fluorescence byl stanoven pomér zelena/Cervena fluorescence

(Obr 18).
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Obr 18.: Snizeni aktivity a dysfunkce mitochondrii uizce souvisi s rakovinou, starnutim
a neurodegenerativnimi onemocnénimi. Tento fakt umoziiuje pouzit mitochondrialni membrdanovy
potencidl jako parametr k méreni stavu mitochondrii (prevzato a upraveno Sivandzade et al.,

2019).

4.6 ZOBRAZENI MIKROSKOPIi ATOMARNICH SIL

4.6.1 PRIPRAVA VZORKU S TMPyP A ZnTPPS,

Buiiky HeLa (2x10%) byly vysety do Petriho misek o priméru 35 mm (Willco,
Amsterdam, Nizozemsko) obsahujici 2 ml kultivaéniho média DMEM. Burky byly
inkubovany s TMPyP/ZnTPPS4 o koncentraci 5 uM po dobu 24 h. Poté byly burky

promyty PBS a ozafeny ve 2 ml PBS s plosnou hustotou energie 5 a 25 J/cm?. PBS pak
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bylo nahrazeno 2 ml Cerstvého DMEM a buiky byly uchovavany v termoboxu. Po 24 h

bylo provedeno AFM zobrazeni.

4.6.2 PRIPRAVA VZORKU S TPP-NP

Do Petriho misek o priméru 35 mm s 2 ml DMEM byly vysety buiiky HeLa
a G361 (2x10°). Nadorové buiiky byly inkubovany 24 h s TPP-NP o koncentraci
0,09x10'* NP/ml. Buiiky s testovanym vzorkem byly nejprve promyty PBS a nasledng
ozafeny po dobu 1 min ve 2 ml PBS. Petriho misky s butikami v DMEM byly inkubovany

dalSich 24 h, poté byly bunky zobrazeny AFM.

4.6.3 AFM ZOBRAZENI

Mikroskop atomarnich sil Bioscope Catalyst (Bruker, Karlsruhe, Némecko) byl
pouzit k zobrazeni topografie povrchu sulfonovaného polystyrenu-NP s hydrofobnim
TPP a zmén v topografii povrchu fotodynamicky oSetfenych nadorovych bunék linii.
Bunky byly zobrazovany pii frekvenci skenovani 0,1 Hz s velikosti skenu 100x100 pm.
Pouzili jsme ScanAssyst-FLUID + DNP-10-B hrot a pruzinovou konstantu 0,12 Nm™! na
nitridové pace. Snimky povrchu AFM byly ziskany v bezkontaktnim rezimu a nasledné

byly skeny upraveny v programu Gwyddion 2.40.

4.7 MIKROCASTICE PLGA

4.7.1 SYNTEZA MIKROCASTIC PLGA

Mikrocastice PLGA 50:50 byly pfipraveny metodou dvojité emulze (olej/voda).
Nejdiive bylo 40 mg PLGA polymeru smichano s 0,8 ml ethylacetatu a nasledné bylo
pfidano 1,6 ml 1 % PV A (obsahujici 139 ul ethylacetatu). Pro dosazeni homogenni smési
byl pro smichéani pouzit vysokorychlostni homogenizator (IKA T25 digital ULTRA
TURRAX) po dobu 30 s pti 3400 ot/min. Do ziskané mlécné emulze bylo pridano 200 pl
ethylacetatu a 8 ml destilované vody. Tato suspenze byla michana na magnetické
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michaCce pfes noc, ¢imz doSlo k odpafeni organického rozpoustédla. Vzniklé
mikrocastice byly druhy den tfikrat promyty v destilované vodé pomoci centrifugace

(5415R eppendorf) 10 min, 1000 ot/min (Obr 19).

roztok PLGA
olej/voda
emulze
purifikace
mechanické
michani evaporace PLGA MP
organického
rozpoustédla

povrchové aktivni latka

Obr 19.: Grafické zndazornéni pripravy PLGA MP metodou dvojité emulze (olej/voda).

4.7.2 POVRCHOVA UPRAVA MIKROCASTIC PLGA

K upraveé povrchového naboje PLGA MP byly pouzity tfi polymery: poly-L-lysin
(PLL), chitosan a polydiallyldimethylamonium chlorid (polyDDA). Mikrocastice PLGA
byly rozsuspendovany do roztoki PLL, chitosanu a polyDDA a ponechany za stalého
michani v orbitalnim inkubatoru 30 min pii 25 °C (92 ot/min). Kazdy polymer byl
testovan pii tfech koncentracich: 0,005 %; 0,0025 % a 0,001 %). Poté byly PLGA MP
oddéleny centrifugaci (4000 ot/min, 10 min, 22 °C) od nenavéazaného polymeru, ktery
zustal v supernatantu. Pelet obsahujici modifikované PLGA MP byl rozsuspendovan

v Mili-Q vodé a uchovan v lednici.
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4.7.3 CHARAKTERIZACE MIKROCASTIC PLGA

Bezprostiedné po syntéze byl stanoven povrchovy naboj c¢astic pomoci
dynamického rozptylu svétla (DLS, Zetasizer Nano ZS90). Za timto ucelem byl pelet
PLGA MP ziedén 1:1000 v Milli-Q vodé. Meéreni byla provadéna ve skladacich
kapilarnich kyvetach (Zetasizer Nano, Malvern) za pouziti pfistroje Malvern Zetasizer

Nano ZS90 pracujiciho s vinovou délkou svétla 633 nm a pevnym thlem rozptylu 90°.

4.7.4 ANTIBAKTERIALNI TESTY

Mikrocastice PLGA 50:50 o koncentraci 1% byly smichany s bakterialnim
kmenem (10° CFU/ml) v poméru 1:1. Nasledné bylo 100 pl vzorku umisténo na agarovou
plotnu a rozetfeno L-klickou. Desti¢ky byly inkubovany po dobu 24 h ve tmé pii 37°C,
aby mohly jednotlivé bakterie rist a tvofit kolonie, poté byla provedena kvantitativni
analyza. Pocet vyrostlych bakterii na jednotlivych plotnach byl spocitan, finalni pocet

bakterii byl vztazen ke kontrole a byl procentualné vyjadien

4.8 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Kazdy vzorek byl testovan devétkrat (TMPyP a ZnTPPS4)/dvanactkrat (TPP-NP),
hodnoty predstavuji pramér £ standardni odchylku (SD) z 9/12 opakovani. Ke zjisténi
rozdilu v uc¢innosti PS a TPP-NP byl proveden t-test na hladiné statistické vyznamnosti
0,05. Pro statistické zpracovani byla pouzita Statistika SPSS pro Windows verze 23.0
(Armonk, NY, USA: IBM Corp). Hladina vyznamnosti testu je oznacena hvézdickami: *

p <0,05, ** p < 0,01, *** p < 0.001.
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4.9 OSTATNI MATERIAL
4.9.1 ROZTOKY A MEDIA
e kultivacni médium DMEM = praskové DMEM - (D 5523-10L, Sigma); 500 ml
10% fetalniho séra - (F 7524, Sigma); 100 ml 1% penicilin/streptomycin - (P 4333,
Sigma); 100 ml 1% glutaminu - (G 7513, Sigma)
e PBS 10x, pH7,4=80gNaCl; 2 gKClI, 14,4 g Na,HPO4; 2,4 g KHoPOys; destilovana
voda do 1 litru + HCI k tpraveé pH

e DMSO

4.9.2 KOMERCNI KITY
e MTT - (M5655, Sigma Aldrich)
e CM-H2DCFDA - (C6827, Invitrogen)

e JC-1-(Sigma Aldrich)

4.9.3 LABORATORNI PRISTROJE + PROGRAMY
e (CO; inkubator (BioTek, USA)
e LED diodovy zafi¢ (narodni patent CZ 302829 B6)
e Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA)
e Phototox Version 2.0 software (ZEBET, Germany)
e AFM - Bioscope Catalyst (Bruker, Karlsruhe, Némecko)
e Program Gwydion 2.40
e Laboratorni vahy
e DLS, Zetasizer Nano ZS90
e vysokorychlostni homogenizator (IKA T25 digital ULTRA TURRAX)

e centrifuga (5415R Eppendorf)
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e opticky mikroskop (Leica micro systém, Némecko) s digitalni kamerou Leica

DFC 295

5 VYSLEDKY

5.1 IN VITRO STUDIE FOTODYNAMICKEHO EFEKTU
PORFYRINOVYCH  FOTOSENZITIZERU  TMPyP
A ZnTPPS;NA NADOROVE LINIE

5.1.1 CYTOTOXICITA

Cytotoxicita bez pfistupu svétla porfyrinovych PS byla hodnocena na HeLa
a G361 burkach za pouziti tfi koncentraci PS 0.25, 0.5 a 5 uM. Ani u jednoho
z testovanych PS nebyly zaznamenany signifikantni zmény bunééné viability. Namérené

hodnoty zivotaschopnosti se pohybovaly v rozmezi 97-114%. Vysledky jsou zobrazeny

na Obr 20.

— HeLa G361 = TMPyP
= _
= 140 1 149 ZnTPPS,
2 120 + ) 120 + ST
% 100 + @ I I I 100 + I \ I
S 80+ 80 +
S 60 + 60 +
(4]
g 40+ 40 +
& 20 + 20 +

0 - 0 -

kontrola 0.25 0.5 5 kontrola 0.25 0.5 5

koncentrace fotosenzitizéru [uM]

Obr 20.: Vyhodnoceni tmavé cytotoxicity. Kazdy sloupec v grafu predstavuje priimérnou hodnotu

vypoctenou z deviti riuznych méreni se stejnou koncentraci PS.

5.1.2 MTT TEST

Zivotaschopnost bun&k po osetfeni TMPyP a ZnTPPS4 v kombinaci s ozafenim

byla stanovena testem MTT. Nejvyssi ucinnost obou PS byla pozorovana u bunék HeLa
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a G361 po pouziti koncentrace 5 uM a plosné hustoty energie 25 J/cm?. Zivotaschopnost
bunék HeLa se snizila na 3,8% po oSetfeni TMPyP a na 15% u ZnTPPS,. Po aplikaci
TMPyP na buiikky G361 bylo zaznamenéna 9,4% viabilita a 20% po aplikaci ZnTPPSs.
zivotaschopnost bunék Hela ve srovnani s G361 byla pozorovana pii vSech testovanych
koncentracich pro oba pouzité PS. Vysledky jsou uvedeny na Obr 21A (po ozafeni

plosnou hustotou energie 5 J/cm?) a 21B (s plosnou hustotou energie 25 J/cm?).

A m TMPyP
HeLa G361
120 — 120 + ZnTPPS4
100 100
80 I I 80 I {
60 60 *
— 40 40 I
8 I
Z 20 i 20 i
g 0 0
g Kk 0.25 0.5 5 k 0.25 0.5 5
Z B
o
;E 120 + HelLa 120 + G361
100 100
80 80 I
60 I 60 I
I
40
40 y %
20 _ 20 z
0 = 0 o
Kk 0.25 0.5 5 k 0.25 0.5 5

koncentrace fotosenzitizéru [uM]

Obr 21.: Zavislost Zivotaschopnosti bunék Hel.a a G361 na koncentraci TMPyYP a ZnTPPS4 byla
stanovena MTT testem. PouZitd plosnd hustota energie byla 5 J/cm® (A) a 25 J/cm? (B). Kontrola
predstavuje buniky ozarené bez PS (negativni kontrola). Kazdy sloupec v grafu reprezentuje
prumérnou hodnotu vypoctenou z deviti riiznych vzorkii oSetienych stejnou koncentraci PS

a plosnou hustotou energie. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou * (p <0,05).
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5.1.3 PRODUKCE ROS
Produkce ROS u fotosenzitizéri TMPyP a ZnTPPS4 byla stanovena pomoci
fluorescen¢ni sondy CM-H>DCFDA. Nejvyssi produkce ROS nastala u obou testovanych
bun&nych linii pfi plogné hustoté energie 25 J/cm? a koncentraci 5 pM. Produkce ROS
v bunikdch HeLa a G361 indukovana obéma PS je zndzornéna na Obr 22A (s ploSnou

hustotou energie 5 J/cm?) a 22B (s plosnou hustotou energie 25 J/cm?).

A
G361 m TMPyP
_ HelLa _
2000 2000 + M ZnTPPS.
1500 + 1500 +
1000 + I L 1000 + n
g 500 + g I 500 + I '
=, o LM .
2 kK 025 05 5 kK 025 5
54
5 B
@]
= HeL G361
= 4000 T ea 4000 T .
8 3000 T 3000 +
2000 + 2000 + . I
1000 1000 + I
0 1. 0 1
k 0.25 k 0.25 5

koncentrace fotosenzitizéru [uM]

Obr 22.: Zavislost produkce ROS u HelLa a G361 bunék na koncentraci TMPyP a ZnTPPS.
Meéveni ROS bylo provedeno bezprostiedné po ozdreni s plosnou hustotou energie 5 J/cm® (A)
a 25J/cm’ (B). Kontrola predstavuje buriky ozdrené bez PS (negativni kontrola). Data jsou
uvedena jako priumér = SD z deviti nezavislych méreni. Statisticky vyznamné vysledky jsou

oznaceny hvézdickou * (p <0,05).
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5.1.4 MITOCHONDRIALNI MEMBRANOVY POTENCIAL
Zmény mitochondridlniho membranového potencialu byly stanoveny
fluorescen¢ni sondou JC-1. Vysledky jsou vyjadfeny jako pomér fluorescence
zelena/Cervena. Cim vyssi je fluorescenéni pomér JC-1, tim vysi je poskozeni bungk.
Vysledky ukazaly rostouci hodnoty poméru fluorescence zelena/Cervena v zavislosti na
rostouci koncentraci PS u obou bunécnych linii. Vysledky jsou uvedeny na Obr 23A (po

ozafeni plosnou hustotou energie 5 J/cm?) a 23B (po ozafeni plo§nou hustotou energie

25 J/em?).
A m TMPyP
1.6 T HeLa 1.6 T G361 ZnTPPS4
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I I
0.8 + 0.8 +
oy 04 T 0.4 +
5 g
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§ )g k 0.25 0.5 5 k 0.25
5% B
< Q
N ©§
— 35 25T Hel.a 25 1 G361
O 3B
—_ &= 2 4+ 2 4
1.5 + 15 +
1 + 1 +
0.5 -] 05 4
0 - 0 __-
k 0.25 0.25

koncentrace fotosenzitizéru [uM]

Obr 23.: Viiv porfyrinovych PSna mitochondrialni membranovy potencidl u HeLa a G361 bunék.
Pouzitd plosnd hustota energie byla 5 J/cm® (A) a 25 J/cm® (B). Kontrola predstavuje ozdiené
bunky v nepritomnosti PS (negativni kontrola). Data jsou uvedena jako = SD deviti nezdavislych

méveni. Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou * (p <0,05).
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5.1.5 AFM ZOBRAZENI

Na zakladé vysSe uvedenych vysledki testt (MTT, ROS a MMP) jsme pro
zobrazeni topografickych zmén pied a po PDT (5 a 25 J/cm?) vybrali bun&énou kulturu
HeLa a koncentraci 5 uM u obou PS. Obrazek 24A predstavuje Hela burky
s fotosenzitizérem TMPyP bez ozafeni, obrazek 24B zobrazuje buiikky s ZnTPPS4 bez
ozateni. V obou pfipadech pozorujeme neporusené burky s typicky protazenym tvarem.
Obrazky 24C (TMPyP) a 24D (ZnTPPS4) znézortiuji buiiky po 5 J/cm? PDT. V obou
ptipadech doslo k rozruseni bunécné stény a buriky ztraci svij puvodni tvar. Buitky HeLa
po 25J/cm?> PDT jsou zobrazeny na obrazcich 24E (TMPyP) a 24F (ZnTPPS4).
Na zakladé AFM snimki je vidét, ze po ozafeni plo$nou hustotou energie 25 J/cm?

dochazi k aplné destrukci bunék.
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Obr 24.: Nadorové bunécné linie byly analyzovany pomoci AFM 2D topografie. Hel.a bunky s
TMPyP (A), ZnTPPS4 (B) byly zobrazeny pred terapii. Sken bunék po oSetfeni TMPyP (C),
ZnTPPSy (D) byl porizen s koncentract 5 uM a plosnou hustotou energie 5 J/cm’. TaktéZ byla
zobrazena bunécna linie Hela po oSetieni TMPyP (E), ZnTPPS4 (F) o koncentraci 5 uM a
plosnou hustotou  energie 25 J/cm’. Vsechny snimky byly potizeny se skenovanou oblasti:

100x100 pm. Obrazky byly zpracovdany v programu Gwydion 2.40.
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5.2 BIOLOGICKE HODNOCENI FOTODYNAMICKEHO
UCINKU ZPROSTREDKOVANEHO TPP-NP

5.2.1 CYTOTOXICITA

Cytotoxicita TPP-NP bez ptistupu svétla (Obr 25) byla hodnocena na burikach
NIH3T3, Hel.a a G361. Pouzité koncentrace vzorka byly 0,05; 0,09; 0,19; 0,38; 0,75
a 1,5x10' NP/ml. U zadné z testovanych koncentraci nebyly pozorovany vyznamné
zmeny zivotaschopnosti. Naméfena viabilita po aplikaci TPP-NP se u vSech pouzitych

bunécnych kultur pohybovala v rozmezi 90-105%.
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10041ka Lhz 1@ 117 IRz i T m NIH3T3
80 +
40 +
20 -
0
k 00 1.5

.05 009 0.19 038 0.75
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o
|
T
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Obr 25.: Méreni TPP-NP tmavé cytotoxicity. Kazdy sloupec v grafu predstavuje priumér -+ SD
hodnota vypocitand z dvandcti opakovdni (triplety ctyF nezavislych méreni) oSetFenych stejnou

koncentraci TPP-NP a dobu ozarovani. Kontrola K predstavuje buniky bez aplikace TPP-NP.

5.2.2 MTT TEST

Obecné lze fici, ze u vSech vybranych bunéénych linii a testovanych kombinaci
koncentrace vzorku a plosné hustoty energie byly pozorovany signifikantni zmeény
viability. U NIH3T3 (Obr 26) jsme pozorovali postupny pokles zivotaschopnosti se
zvysujici se koncentraci, viabilita po 5 a 10 min (respektive 16,2 a 32,4 J/cm?) ozafovani
pfi stejné koncentraci byla srovnatelna. Podobné tomu bylo 1 v pfipadé bunék HeLa (Obr

27), po ozafeni 0,5 a 1min pfi koncentracich 0,05-0,75x10'3* NP/ml klesala
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zivotaschopnost bunék s rostouci koncentraci TPP-NP. Oproti tomu, tento trend nebyl
pozorovan pii vysSich ozatovacich ¢asech 5 a 10 min. Cytotoxicita u bunek G361 (Obr
28) se zvysovala s rostouci koncentraci TPP-NP po 0,5 min (respektive 1,6 J/cm?) ozafeni
a stejny trend byl pozorovan po 1 min (respektive 3,2 J/cm?) ozafovani pro koncentrace
v rozmezi 0,05-0,38x10"> NP/ml. Po 5 a 10 min ozafovani nebyl tento trend pozorovan
vubec, podobné jako u bunék HeLa. Nejméné¢ citlivou bunécnou linii vi¢i TPP-NP byla

nenadorova NIH3T3 v porovnani s obéma testovanymi nadorovymi liniemi.
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Obr 26.: Zavislost zivotaschopnosti bunék NIH3T3 na koncentraci TPP-NP. Zavislost bunék na
koncentraci TPP-NP byla stanovena pomoci MIT testu. Kazdy sloupec v grafu predstavuje
priumérnou hodnotu = SD vypoctenou z dvandcti opakovani (trojice CtyF nezdavislych méreni)
oSetrenych stejnou koncentraci TPP-NP a stejnou dobou ozarovdni. Kontrola predstavuje buriky
ozarované bez TPP-NP (negativni kontrola) a jeji hodnota byla stanovena jako 100 %. TPP-NP
byly porovndany s kontrolou, statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladina

vyznamnosti testu je oznacena jako, *** p < 0,001.
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Obr 27.: Zivotaschopnost nadorové bunécné linie HeLa oSetiené Sesti riiznymi koncentracemi
TPP-NP s dobou ozarovani 0,5, 1, 5 a 10 min. Kazdy sloupec v grafu predstavuje priimérnou
hodnotu + SD vypoctenou z dvandcti opakovani (trojice Ctyr nezavislych méreni) se stejnou
koncentraci TPP-NP a stejnou dobou ozarovdni. Kontrola predstavuje negativni kontrolu
(ozdarené burnky bez TPP-NP) a jeji hodnota byla stanovena jako 100%. TPP-NP byly

porovndvany s kontrolou; statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladinou

vyznamnosti testu je oznacena jako *** p < 0,001.
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Obr 28.: U ndadorové bunécné linie G361 byla hodnocena Zivotaschopnost. Buniky byly oSetieny
Sesti riiznymi TPP-NP a ozarovany po dobu 0,5, 1, 5 a 10 min. Kazdy sloupec v grafu predstavuje
priumérnou hodnotu = SD vypoctenou z dvandcti opakovani (trojice opakovdni Ctyr nezavislych
méreni) oSetfenych stejnou koncentraci TPP-NP a délkou ozarovani. Kontrola predstavuje

negativni kontrolu (ozarované bunky bez TPP-NP) a jeji hodnota byla stanovena 100%. TPP-NP
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byly porovnavany s kontrolou; statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladina

vyznamnosti testu je oznacena jako *** p < 0,001.

5.2.3 PRODUKCE ROS

Produkce ROS TPP-NP byla ovéfovana pomoci fluorescencni sondy CM-
H>DCFDA (obecny indikator oxidac¢niho stresu). U vSech bunéfnych kultur byly
pozorovany vyznamné zmeny v produkci ROS po ozatfeni. Trend zvySujici se produkce
ROS s rostouci koncentraci a dobou ozafovani byl pozorovan u vsech pozorovanych
kombinaci koncentrace a Casti ozafovani pouze u nenadorové linie NIH3T3 (Obr 29).
U nadorové linie HeLa (Obr 30) byl tento trend pozorovan po ozafeni v Casech 0,5
a 1 min pfi koncentracich v rozmezi 0,05-0,75x10'3 NP/ml, resp. 0,05-0,38x10'3 NP/ml.
U bunék G361 (Obr 31) se po ozafovani po dobu 0,5 min jsme pozorovali rostouct
produkci ROS pii v§ech testovanych koncentracich; po ozafovani po dobu 1 min byl trend
pozorovan v rozmezi 0,05-0,38x10'* NP/ml. U obou nadorovych linii jsme tento trend jiz
nepozorovali po 5 a 10 min ozafeni. Nejvyssi produkce ROS byla pozorovana u nadorové

linie HeLa po 10 min ozafovani.
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Obr 29.: Zavislost produkce ROS v bunikdch NIH3T3 na koncentraci TPP-NP byla mérena

bezprostredné po ozdreni. Kontrola predstavuje buriky ozarené bez TPP-NP (negativni kontrola).
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Udaje jsou prezentovany jako primér + SD z dvandcti opakovdni. (trojice ¢ty nezdvislych

méreni). TPP-NP byly porovndvany s kontrolou, statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny

hvézdickou a hladina vyznamnosti testu je oznacena jako *** p < 0.001
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Obr 30.: Hodnota ROS fluorescence byla stanovena u nadorové bunécné linie HeLa. Buriky byly

oSetieny vysoce sulfonovanym polystyrenovym NP s enkapsulovanym TPP. Méreni ROS bylo

provedeno bezprostiedné po ozdreni. Kontrola predstavuje negativni kontrolu (ozdrené burky

bez TPP-NP) a jeji hodnota byla stanovena jako 100 %. Vysledky jsou prezentovany jako primér

+ SD z dvandcti opakovdni (trojic ctyF nezavislych méreni). TPP-NP byly porovndvany

s kontrolou; statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladina vyznamnosti testu

Jje oznacena jako *** p < 0,001.
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Obr 31.: Fluorescence ROS bunék G361 oSetvenych TPP-NP a ozdrenych po dobu 0,5, 1, 5 a 10
min. Méreni ROS bylo provedeno bezprostiedné po ozdreni. Kontrola predstavuje bunky ozdrené
bez TPP-NP (negativni kontrola). Udaje jsou prezentovany jako primér + SD z dvandcti
opakovani (trojice Ctyr nezavislych méreni). TPP-NP byly porovndny s kontrolou; statisticky
vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a uroven vyznamnosti testu je oznacena jako *** p

< 0,001.

5.2.4 MITOCHONDRIALNI MEMBRANOVY POTENCIAL

Byl zjistén zvySujici se pomér zelené/Cervené fluorescence v zavislosti na rostouci
koncentraci TPP-NP pii vSech ozafovacich casech a testovanych koncentracich
v nenadorové linii NIH3T3 (Obr 32). Tento trend byl pozorovan u buné€k HeLa (Obr 33)
pouze po ozafeni 0,5 a 1 min pii koncentracich 0,05-0,38x10'* NP/ml, resp. 0,05-
0,75x10'* NP/ml. U bungk G361 (Obr 34) po ozafeni 0,5 min se hodnota poméru
zelené/Cervené fluorescence zvysila u vSech testovanych koncentraci, zatimco po 1 min
byl tento trend pozorovan v rozmezi 0,05-0,75x10'* NP/ml. Po ozafeni 5 a 10 min nebyla
pozorovana koncentrac¢ni zavislost, tj pomér zelené/Cervené fluorescence byl témer

totozny pro vSechny testované koncentrace.
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Obr 32.: Vliv TPP-NP na mitochondridlni membrdnovy potencidal bunék NIH313 byl méren po
inkubaci se Sesti riznymi koncentracemi TPP-NP. Cim vys§i je pomér zelené/Cervené
fluorescence JC-1, tim vVeétsi je poSkozeni bunék. Kontrola predstavuje ozarené buniky

v nepritomnosti TPP-NP (negativni kontrola). Vysledky jsou prezentovany jako priimér + SD
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z dvandcti opakovani (trojice Ctyr nezavislych méreni). TPP-NP byly porovndvdny s kontrolou;
statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladina vyznamnosti testu je oznacena

Jjako ***p < 0,001
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Obr 33.: Pomér zelené/Cervené fluorescence u nddorové bunécné linie HelLa byl méven po
inkubaci s Sesti koncentracemi TPP-NP a ozarovdanim 0,5, 1, 5 a 10 min. Kontrola predstavuje
ozaFované buiky v nepritomnosti TPP-NP (negativni kontrola). Udaje jsou uvedeny jako primeér
+ SD dvandcti opakovdni (trojice ctyF nezavislych méreni). TPP-NP byly porovndviny
s kontrolou; statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny hvézdickou a hladina vyznamnosti testu

Jje oznacena jako *** p < 0,001.
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Obr 34.: Mitochondrialni membrdnovy potencial byl stanoven u nddorovych bunék G361 s Sesti
riuznymi koncentracemi TPP-NP. Kontrola predstavuje ozarené bunky v nepritomnosti TPP-NP

(negativni kontrola). Udaje jsou uvedeny jako primér ~ SD dvandcti opakovdni (trojice ctyr
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nezavislych méveni). TPP-NP byly porovndvany s kontrolou, statisticky vyznamné vysledky jsou

oznaceny hvézdickou a hladina vyznamnosti testu je oznacena jako *** p < 0,001.

5.2.5 AFM ZOBRAZENI

Nanocastice s navazanym TPP byly zobrazeny ve 2D (obr. 35A) a 3D (obr. 35B)
pomoci AFM. Na zakladé vySe uvedenych vysledka testt (MTT, ROS, MMP), byly pro
topografickou vizualizaci zmén pted a po PDT vybrany nadorové linie (HeLa a G361)
a pouze jedna koncentrace TPP-NP a ozatfovaci €as. Na obrazku 35C jsou zobrazeny
bunky HelLa a na obrazku 35E bunky G361 pfed ozafenim. V obou jsme pozorovali
neporusené buriky typického tvaru. Buiiky Hel.a po ozareni dobé ozafovani 1 min a pfi
pouziti koncentrace TPP-NP 0,09x10'* NP/ml jsou na obrazku 35D. Na obrazku 35F jsou
zobrazeny buiiky G361 s koncentraci TPP-NP 0,09x10'* NP/ml a ozafovanim s dobou
ozafovani 1 min. V obou pfipadech jsme pozorovali destrukci a zménu jinak typicky

protahlého tvaru bunék.
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Obr 35.: 2D topografie (A) a odpovidajici 3D rekonstrukce (B) TPP-NP. Oblast skenovdni: 55
um. Zobrazené bunky HelLa (C) a G361 (E) pred terapii. Obrazky Hel.a bunék po oSeteni TPP-
NP (D) byly pofizeny p¥i koncentraci 0,09% 10" NP/ml a dobou ozarovdni 1 min. Buriky G361 po
oSetieni TPP-NP (F) s koncentraci 0,09 x 10" NP/ml a dobou ozarovdni 1 min. Snimky (C-F) byly
porFizeny se skenovanou oblasti: 100x100 um a nasledné byly zpracovany v programu Gwydion

2.40.
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5.3 MIKROCASTICE PLGA

Pripravené PLGA MP byly zobrazeny optickym mikroskopem (Leica micro
systém, Némecko) s digitalni kamerou Leica DFC 295 (Obr 36). Pro PLGA MP je typicky
sféricky tvar a hladky povrch. Pro vyhodnoceni velikostni distribuce Castic bylo pouzito

1600 PLGA MP, z nichz 75% bylo men$i nez 15 pm (Obr 37).

Obr 36.: Charakterizace PLGA MP provedena optickym mikroskopem Leica se zvétSenim 20x.
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Obr 37.: Grafvelikostni distribuce PLGA MP.
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5.3.1 ZMENA POVRCHOVEHO NABOJE PLGA MP

Modifikace PLGA MP pomoci tii polymerd: PLL (PLL@PLGA), chitosanu
(chitosan@PLGA) a polyDDA (polyDDA@PLGA) vyznamn€ ovlivnila jejich
povrchovy naboj. Nemodifikované PLGA MP po zfedéni 1:1000 v Milli-Q vodé mély
negativni povrchovy naboj (-6,81 + 3,34 mV). Pro dosazeni kompletniho potazeni byly
pouzity tfi rizné koncentrace polymert a byl stanoven zeta potencial.

’

Upravou PLGA MP pomoci PLL doSlo ke zménam naboje na povrchu
mikrocastic. Po aplikaci nejnizsi koncentrace PLL 0,001% byla hodnota zeta potencialu
zaporna, tj. -0,84 £ 0,45 mV, nicméné u vyssich testovanych koncentraci, tedy 0,0025%
a 0,005% dosahoval zeta potencial jiz kladnych hodnot 0,77 +0,68 mV a 4,12 + 1,41 mV

(Obr 38).

Povrchovy naboj modifikovanych mikrocastic polyDDA@PLGA se zvySoval
s rostouci koncentraci pouzitého polymeru polyDDA. Zeta potencial pro testovanou
koncentraci 0,001% byl 0,12 = 0,23 mV, pro 0,0025% byla naméfena hodnota 1,18 +
0,32 mV a pro nejvyssi pouzitou koncentraci polyDDA 0,005% dosahoval hodnoty 5,83

+2,95 mV (Obr 39).

Potazeni PLGA MP chitosanem vedlo u vSech pouzitych koncentraci tohoto
polymeru k okamzité inverzi ptivodné€ negativniho zeta potencialu na kladny. Konkrétné
pti koncentraci 0,005% dosahoval zeta potencial hodnoty 30,3 = 2,87 mV, po pouziti
koncentrace 0,0025% byl zji§tény povrchovy naboj 14,87 +3,24 mV a u koncentrace

0,001% nabyval hodnoty 13,5 + 2,96 mV (Obr 40).
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Obr 38.: Zména zeta potencidlu PLGA MP v zavislosti na pouzité koncentraci PLL.
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Obr 39.: Zeta potencidal polyDDA@PLGA
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Obr 40.: Zeta potencial u PLGA MP, jejichz povrch byl modifikovan chitosanem o riiznych

koncentracich.
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Pro experimenty s bakteridlnimi kmeny byly vybrany nasledujici PLGA MP:
PLL@PLGA (0,0025%), jez prezentovaly castice s neutralnim povrchovym nabojem
(0,77 £ 0,68 mV), kladné nabité castice polyDDA@PLGA (0,005%) se zeta potencidlem
5,83+ 2,95 mV a chitosan@PLGA (0,005%) s nejvétsim kladnym nabojem 30,3 + 2,87
mV. Kontrolni vzorek piedstavovaly nemodifikované PLGA MP s negativnim nébojem
-6,81 £ 3,34 mV (Obr 41).
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Obr 41.: Vybrané vzorky o prislusné koncentraci polymeru a rozdilnych hodnotdch zeta

potencidlu na povrchu PLGA MP, které byly pouZity pro antibakterialni studii.

5.3.2 ANTIBAKTERIALNI UCINEK PLGA MIKROCASTIC

U tii typtd modifikovanych PLGA MP byla hodnocena antibakterialni aktivita na
G*" a G bakterialnim kmenu. Vzorky PLL@PLGA (0,0025%), polyDDA@PLGA
(0,005%), chitosan@PLGA (0,005%) a kontrola byly studovany se Staphylococcus

aureus (G%) a Escherichia coli (G).

Antibakterialni u¢inek na oba bakteridlni kmeny byl pozorovan u vsech

studovanych vzorkli ve srovnani s kontrolou. Bakterialni kmen Staphylococcus aureus
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byl nejméné senzitivni viici polyDDA@PLGA, pocet bakterii klesl pouze o 20%. Lepsi
vysledky jsme ziskali po aplikaci PLL@PLGA, kde pocet bakterii dosahoval hodnoty
71%, avSak signifikantné nejlepsi vysledky jsme ziskali pro mikrocastice modifikované
chitosanem, konkrétné 36%. U Escherichia coli byly pozorovany nejlepsi antibakterialni
ucinky pro polyDDA@PLGA. V tomto ptfipadé byl pocet bakterii snizen o 38%
v porovnani s kontrolou. Po aplikaci chitosan@PLGA zistalo zivych 76% bakterii.

Nejmensi ucinek byl pozorovan pro mikrocastice PLL@PLGA, 84% bakterii prezilo (Obr

42).
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Obr 42.: Antibakterialni aktivita modifikovanych PLGA MP s riiznymi hodnotami zeta potencialu.
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6 DISKUZE

6.1 IN VITRO STUDIE FOTODYNAMICKEHO EFEKTU
DVOU PORFYRINOVYCH FOTOSENZITIZERU TMPyP
A ZnTPPS, NA NADOROVE LINIE

Pro tuto in vitro studii byly vybrany PS, které prokazaly nejvyznamnéjsi
fotodynamicky ucinek v praci Pizova a kol. (Pizova et al., 2015) a Malina a kol. (Malina
et al., 2016). Pfedchozi studie byly roz§ifeny o nadorovou linii HelLa a byla porovnana

fototoxicita porfyrinovych fotosenzitizéra TMPyP a ZnTPPSy4 pfi riznych koncentracich.

Bylo zjisténo, ze TMPyP indukuje vyznamnéjsi cytotoxicky ucinek v burikach
HeLa 1 G361 pii vSech aplikovanych koncentracich a plosnych hustotach energie ve
srovnani se ZnTPPS,, zatimco aplikace obou PS bez pfistupu svétla méla zanedbatelny
vliv na bunécnou viabilitu. Ziskana data jsou v souladu s pfedchozimi studiemi, které
ukazuji, ze vyssi koncentrace PS vedou k vyssi produkci ROS a nizsi zivotaschopnosti
bunék (Kolatfova et al., 2009; Handkova et al., 2014; Pizova et al., 2015). Porovnanim
pouzitych PS pozorujeme, ze TMPyP je u€inngjsi, vyviji vyssi produkei ROS a tim 1 vyssi
toxicitu po ozafeni nez ZnTPPS4 u obou studovanych nadorovych bunéénych linii. Buiiky
HeLa i G361 vykazuji vyznamné rostouci trend produkce volnych radikala se zvySujici
se koncentraci a ploSnou hustotou energie. Tato zjisténi koresponduji s vysledky
predchozich studii Pizova a kol. (Pizova et al., 2015), Malina a kol. (Malina et al., 2016),
kteti taktéz pozorovali zavislost produkce ROS u TMPyP i ZnTPPS4 na koncentraci
a plosné hustoté energie u G361. U HelLa bun¢k byla ve srovnani s butikami G361
pozorovana vyssi citlivost na ROS a tedy vyrazné vyssi fototoxicky ucinek obou
pouzitych PS. Stejnou skutecnost, tj. zvySenou citlivost bunék HeLa na oxidacéni stres,
pozorovali jiz diive Gille a kol. (Gille et al., 1988), Porta a kol. (Porta et al., 1996);

Chernyak a kol. (Chernyak et al., 20006).
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Vysoké hladiny ROS zpusobuji oxida¢ni poskozeni mitochondrii a narusuji
dychaci fetézec a energeticky metabolismus buiiky. Obecné plati, ze ¢im vyssi je hodnota
membranového potencialu, tim vyssi je pravdépodobnost apoptozy (Castano et al., 2004;
Benov, 2015). Ziskané vysledky prokazaly zvySeni mitochondridlniho membranového
potencialu v zavislosti na koncentraci PS a plosné hustoté energie, coz koreluje s vysledky
testu MTT a ROS. Nase udaje jsou v souladu se studii Malina a kol. (Malina et al., 2016),
kde bylo pozorovano, ze ¢im vyssi je koncentrace porfyrinového PS v buiice G361, tim

vyssi je pomér fluorescence zelena/Cervena.

Zmeény topografie bunék byly zobrazeny pomoci AFM pred a po fotodynamickém
oSetfeni. Je znamo, ze tvar bun¢k zavisi nejen na typu, ale také na stavu buriky. Protahly
tvar je charakteristicky pro neposkozené zivé buiky (Baugh et al.,2001; Sun et al., 2003),

po PDT pozorujeme naruseni bunééné membrany a rozliti bunécného obsahu.

Obecné byl TMPyP v této in vitro studii u obou bunécnych kultur u€innéjsim PS
a vykazuje vysoky potencial pro dalsi studie. Jak jiz bylo vySe zminéno, dosazené
vysledky rozsifuji pfedchozi experimentalné ziskané informace o TMPyP a ZnTPPS4
a mohou efektivné prispét k vytvoreni komplexniho pohledu na moznosti pouziti

porfyrinovych PS pro PDT.

6.2 BIOLOGICKE HODNOCENI FOTODYNAMICKEHO
UCINKU ZPROSTREDKOVANEHO TPP-NP

Dodani hydrofobnich porfyrinti do cilovych mist je jednou z hlavnich vyzev
v PDT, kterou je tfeba prekonat. Nanocastice jsou schopny se spontanné hromadit
v solidnich nadorech prostfednictvim zvySené propustnosti a retencniho efektu (EPR
efekt - enhanced permeability and retention effect) v dasledku kombinace Spatné

lymfatické drenaze a zvySené propustnosti cév (Sledge et Miller, 2003; Zhou et al., 2016).
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Zapouzdienim nebo piipojenim fotosenzitizéra k NP lze vytvorit strategicky vhodné;jsi
komponentu pro dorucovani PS do bunék ¢i tkani. Samotné NP maji mnoho zajimavych
vlastnosti, jako napt. specifické zacileni, kinetika vychytdvani, imunitni tolerance,
povrchovy naboj, atd a mohou tedy efektivné eliminovat nedostatky samotného PS (Sueki

et al., 2019).

V na$i studii jsme se zaméfili na biologické in vitro hodnoceni vodné disperze
stabilnich vysoce sulfonovanych polystyrenovych NP s enkapsulovanym hydrofobnim
fotosenzitizérem TPP. Zapouzdieni poskytlo TPP dostate¢nou ochranu pred vnéjsimi
zhaseci a agregaci diky polystyrenovému obalu s vysokou propustnosti pro O», ktera
umoztiovala zhaseni tripletovych stavid TPP vyhradné pomoci O a transportu 'Oz a/nebo

dalsich ROS k biologickym cilam.

Bylo zjisténo, ze TPP-NP vyvolavaji vyraznéjsi cytotoxické ucinky u nadorovych
bunék (HeLa 1 G361) v porovnani s nenddorovou bunéénou linii NIH3T3, a to pfi vSech
pouzitych koncentracich a plo§nych hustotach energie. Oproti tomu aplikace TPP-NP bez

pfistupu svétla méla na viabilitu testovanych bunék zanedbatelny vliv.

V této studii byl tento trend pozorovan u nenddorové linie NIH3T3 pii vSech
sledovanych parametrech koncentracich a dobach ozatrovani, na rozdil od nadorovych
bunéénych linii HeLa a G361 u nichz se tento trend objevil az po ozafovéani po dobu 0,5
a 1 min pifi koncentracich v oblasti 0,05-0,75x10'> NP/ml a 0,05-0,75x10'3 NP/ml.
Pfi ozafovani delSim nez 1 min nebyla produkce ROS zéavisla na koncentraci. Ziskané
udaje ukazuji, ze vyssi koncentrace PS zvysila produkci ROS a snizila zivotaschopnost
bunék. Tento trend vSak jiz nebyl pozorovan u naddorovych buné&nych linii pii vyssich
dobach ozafovani, at' uz byla pouzita jakakoli koncentrace TPP-NP. Podobny vysledek

naznacujici nezavislost na koncentraci byl publikovan v pfedchozi studii (Hanakova et
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al., 2014), kde zivotaschopnost bunék NIH3T3 po aplikaci porfyrinovych PS (bez vazby

na nanocastice) dosahovala stejné hodnoty pfi vSech testovanych koncentracich.

Porovnanim u¢inku TPP-NP na zivotaschopnost bun¢k HeLLa a G361 byla zjisténa
vétsi cytotoxicita u HelLa bunék. Tyto vysledky byly podpofeny testem ROS, ktery
sleduje produkci ROS v buiikéach. Zavislost produkce ROS na koncentraci TPP-NP a dobé

ozafovani 0,5 a 1 min byla pozorovana pouze u zminénych nadorovych bunéénych linii.

Naopak, u bunék NIH3T3 byla ROS produkce zavisla na koncentraci pozorovana
pti vSech pouzitych dobéach ozafovani. Vyssi fotogenerace ROS po aktivaci TPP-NP byla
zjisténa u bunék Hela. Stejna skuteCnost, tj. zvySena citlivost bunék Hela k oxidacnimu
stresu, byla zjisténa jiz v predchozich studiich (Gille et al., 1988; Porta et al., 1996;
Zarska et al., 2021). Moznym vysvétlenim je snizené mnozstvi glutathionu v HeLa
bunkach a zaroven konstantni hladina glutathionu béhem hyperoxie, ktera zpusobuje
zvySenou citlivost HeLa buné€k, ¢imz dochazi ke zni¢eni ROS (Gille et al., 1988;

Timalsina et al., 2018).

Obecné plati, ze vysoké mnozstvi ROS muze zvysit propustnost lysozomalnich
membran, coz vede k uvolnéni lysozomalnich protedaz, to ma za nasledek zmény
mitochondrialniho membranového potencialu a bunécnou smrt (Kim et al., 2006; Chang
et al., 2007). Tento trend byl pozorovan pomoci MMP, ktery ukéazal vétSi zmény
membranového potencialu u nadorovych bunék Hel.a a G361 nez u NIH3T3. Ziskané
tdaje z testu MMP byly v souladu s vysledky MTT testu a produkce ROS (Zarska et al.,

2022).

Buiiky byly zobrazeny pomoci AFM pied a po PDT, aby bylo mozné stanovit
zmeény na povrchu bunék. Jak jiz bylo diive zmin€no, tvar bunek zavisi na typu a také na

stavu buiiky. Zivé neposkozené buitky maji typicky protahly tvar ve srovnani
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s fotodynamicky poskozenymi buiikami (Baugh er al., 2001; Sun ez al., 2003; Zarské et

al., 2022).

Zavérem lze fici, ze PDT zprostiedkovana TPP-NP méla minimalni fototoxické
ucinky na nenadorovou bunécnou linii NIH3T3, na rozdil od signifikantnich ucinkti na

nadorové buiiky HeLa a G361 (Zarska ef al., 2022).

6.3 MIKROCASTICE PLGA

Bakterialni rezistence vici antibiotikim se stava nejvétsi hrozbou pro verejné
zdravi v 21. stoleti. Rezistence v soucasné dobé piedstavuje jednu z nejCastéjsich pticin
umrti na svéte, kazdy den umira piiblizné tfi a pul tisice lidi. Antibiotika, ktera byla dfive
v 1éCbé povazovana za jistotu, prestavaji fungovat a divodem je predevsim
nezodpovédny piistup k uzivani antibiotik. Reseni tohoto problému se mnozi védci snazi

najit pravé v pouziti NP/MP (Elshamy et Aboshanab, 2020; Abo-zeid et al., 2021).

Rychly rozvoj nanotechnologii nabizi Siroké vyuziti v riznych biomedicinskych
a farmaceutickych oblastech (Sahoo et al., 2007; Patra et al., 2018). Castice o rozmérech
nano i mikrometri mohou interagovat s buné¢nou membranou, proteiny i DNA. Dochazi
k vytvareni tzv. nano-bio rozhrani a funk¢ni aspekty rozhrani zavisi na koloidnich silach
a také na fyzikalné-chemickych interakcich (Tay et al., 2014). Mechanismus interakce je
zalozen na fyzikalné-chemickych vlastnostech rozhrani; naptiklad povrchovy potencial
NP/MP indukuje kolem sebe elektrostatické pole, které nasledné pieorientuje okolni
vodné prostredi az do urcité hloubky objemu, v zavislosti na intenzité elektrostatického
pole (Dewan et al., 2014). V dasledku ¢ehoz ma nasledné takto preorientované vodné
prostfedi potencial pozménit biologické mechanismy, jako je skladani proteind,

membranova dynamika, enzymova katalyza atd. Kromé toho interakce na nano-bio
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rozhrani definuje disperzitu a kompatibilitu NP/MP v médiu (uvniti nebo vné buriky)
(Burello et Worth, 2011; Elsaesser er Howard, 2012; Monopoli et al., 2012). Na rozdil od
vody, uvnitt buiiky nebo biologické tekutiny, neni interakce NP/MP omezena pouze na
elektrostatickou interakci, ale dualezitou roli hraji také dalsi interaktivni sily, jako jsou
Van der Waalsovy, hydrofobni, hydrofilni sily atd. Mezifazovy potencial je vysledkem
vSech téchto sil pfitomnych mezi interagujicimi povrchy nanocastic a biomolekul (Huang

et al., 2008).

Ackoliv byly provedeny ruzné biologické studie k prokazani antimikrobialni
aktivity riznych typa NP/MP proti G* a G~ bakteriim, stale je mechanismus, ktery je
zakladem konceptu, zalezitosti intenzivniho vyzkumu bezpecného pouziti NP/MP jako
modernich antibiotik. Jak uvadi literatura, rizné navrhované mechanismy antimikrobialni
aktivity NP/MP zahrnuji generovani ROS, poskozeni bunécné stény v dusledku
uvolnovani ionta ¢i pronikani do membrany atd. (Abdal Dayem et al., 2017; Wang et al.,

2017).

V pilotni €asti vyzkumu jsme se zaméfili na studium vlivu povrchového naboje
Hpolymery modifikovanych PLGA MP, pro evaluaci jsme vybrali dva bakterialni kmeny
s ruznym povrchovym nabojem. Rozdilna stavba G* a G~ bakterialnich kmenti ma totiz
za nasledek i rozdilné hodnoty zeta potencidlu membran. Obecné vSechny bakterie
vykazuji zaporny zeta potencial, nicméné hodnoty naboji se mohou vyrazné lisit. Plati,
ze G bakterie vykazuji vys$si negativni potencial v porovnani s G* bakteriemi, a to diky
pfitomnosti dal§i vrstvy negativné nabitého LPS ve srovnani s G* bakteriemi. Halder
a kol. experimentaln¢ stanovili konkrétni hodnoty zeta potencialu pro Staphylococcus

aureus (-35,6 mV) a taktéz pro Escherichia coli (-44,2 mV) (Halder et al., 2015).
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Jak bylo zminéno vySe, konkrétni mechanismy nebyly plné vysvétleny a existuji
spiSe modely, které popisuji mozné pusobeni NP/MP, zavisejici na konkrétnim typu
NP/MP. Obecné plati, ze G bakterie jsou méné citlivé na NP/MP ve srovnani s G
bakteriemi kvili pfitomnosti siln€js§i peptidoglykanové vrstvy (Birk ef al., 2021). Toto
tvrzeni v nasi studii bylo potvrzeno pouze pro vzorek polyDDA@PLGA MPs, kde pokles
poctu bakterii byl vétsi u G™ Escherichia coli. Naopak pro vzorky funcionalizované PLL
a chitosanem jsme pozorovali uplné€ opaény efekt, tj. vétsi acinnost u G* Staphylococcus

aureus.

Je vSak nezbytné zminit, ze pro funkcionalizaci PLGA MP byly pouzity
3 polymery, jez se samy o sobé€ vyznacuji antibakterialnimi vlastnostmi. Antimikrobialni
peptid PLL, ktery produkuje Streptomyces albulus jako hlavni producent, se vyznacuje
kladn€é nabitymi aminoskupinami, coz se projevuje antimikrobialnimi uc¢inky na
kvasinky, houby, grampozitivni a gramnegativni bakterie (Pandey er Kumar, 2014;
Prasad et al., 2020). Mezi kationtovymi antimikrobiadlnimi polymery také polyDDA ma
ve své chemické struktufe kvartérni amoniovou skupinu a vykazuje vynikajici
antimikrobialni aktivitu (Zhao et al., 2012; Kim et al., 2018). Nejvice prozkoumanym
polymerem pouzitym v této studii je chitosan. Polykationtova struktura chitosanu je
predpokladem antibakterialni aktivity, ktera je zalozend primarné€ na elektrostatické
interakci mezi polykationtovou strukturou chitosanu a prevazné aniontovymi slozkami
povrchu mikroorganismi (jako je G~ lipopolysacharid a povrchové proteiny bunék)
(Kong et al., 2010). Polykationtova struktura vznikd ve velmi kyselych podminkéch,
protoze naroubované skupiny specifickych derivati mohou zptsobovat protonizaci pfi
vys$si hodnoté pH (Yang et al., 2005). Posilenim hustoty kladného naboje chitosanu, se
nasledné zvy$i 1 antibakterialni vlastnost (Xie et al., 2007). Pfesny mechanismus

antibakterialni aktivity vSak neni dosud zcela objasnén. Nejrozsifenéjsi navrhovany
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mechanismus antibakterialni aktivity chitosanu spociva ve vazbé& na zaporné nabitou
bunécnou sténu bakterii, ktera zpisobuje naruSeni bunky, a tim zménu propustnosti
membrany, nasleduje vazba na DNA, ktera zpusobuje inhibici replikace DNA a nasledné
bunécnou smrt (Nagy et al., 2022). Dal§im moznym mechanismem je, ze chitosan pasobi
jako chelatacni cCinidlo, které se elektivné vaze na stopové prvky kovl, coz zpusobuje

produkci toxint a inhibici mikrobialniho rustu (Divya et al., 2017).

Nicméné nelze vyloucit, ze ziskané vysledky testovani antibakterialniho vlivu
modifikovanych PLGA MP odréazeji synergicky ucinek mezi zménénym povrchovym
potencidlem PLGA MP a jednotlivymi polymery, jez samy o sob& vykazuji
antibakterialni aktivitu. Vzhledem k omezenému Casu zahranicni staze, bohuzel nebylo

mozné v této studii dale pokraovat a zaméfit se vice na pochopeni mechanismu ucinku.
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7 ZAVER

Prvni studie hodnotila fotodynamicky ucinek porfyrinovych PS (TMPyP
a ZnTPPS4) na vybranych bunécnych liniich (HeLa a G361). Vyrazngjsi fotodynamicky
efekt byl dosazen u obou bunécnych linii po aplikact TMPyP v porovnani se ZnTPPS4,
zaroven citlivgjsi linii vici TMPyP byly HelLa bunky. V ramci testovanych plosnych
hustot energie 1ze konstatovat, ze vyssi fototoxicita u obou bunéénych linii a testovanych

PS byla pozorovéna po ozafeni 25J/cm?>.

Vysledky ziskané v in vitro studii ukazuji, ze TPP-NP nezpusobuje cytotoxicitu
bez ozareni v zadné ze studovanych bunécnych linii. Sulfonované polystyrenové NP se
zapouzdienym TPP mély cytotoxicky efekt na nadorové HelLa a G361 buiiky.
U bunécnych linii HelLa a G361 byla zjisténa téméf identicka ucinnost TPP-NP, ktera
byla nezéavisla na koncentraci a plosné hustoté energie (plati pro 5 a 10 min ozafovani,
respektive 16,2 a 32,4 J/cm?) a také zplisobily nejvétsi cytotoxicitu. Vyrazné nizsi
cytotoxicky ucinek TPP-NP zprostfedkovaného PDT byl pozorovan u nenadorové
bunécné linie NIH3T3. Nejvyraznéjs§i cytotoxicita u NIH3T3 byla pozorovana pii
koncentraci TPP-NP 1,5x10"® NP/ml a dobé& ozafovani 10 min. Méfeni AFM také ukazalo
podstatné morfologické a tvarové zmeény spojené s bunécnou smrti po PDT.
Lze predpokladat, ze fotosenzitivni TPP-NP muze najit uspésné uplatnéni ve

fotodynamické terapii.

Posledni ¢ast disertacni prace prezentuje vysledky ziskané v prubéhu zahrani¢ni
staze na univerzité v Milan¢, ktera byla vénovana ptipravé PLGA MP. Mikrocastice
PLGA pfipravené emulsi, byly nasledné zcharakterizovany pomoci optického
mikroskopu a byla stanovena velikostni distribuce MP ve vzorku. Modifikované PLGA

MP s ruznou velikosti povrchového naboje mély i rozdilny vliv na G* a G~ bakterie.
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Nejveétsi  antibakterialni  efekt byl pozorovan po aplikaci  chitosan@PLGA
u Staphyloccocus aureus. Antibakterialni Gfinek muze byt vysledkem vlivu zeta
pontencialu PLGA MP nebo pouzitych polymert (PLL, polyDDA, chitosanu), nicméné
nemuzeme vyloucCit ani synergicky ucinek obou zminénych moznosti. Pro uplné
vysvétleni podstaty antibakterialniho efektu testovanych PLGA MP je nezbytné nutné

provést dalsi testy.
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