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SOUHRN

DizertaCni prace je zaméfena na studium ucinkd fotodynamické terapie
v podminkach in vitro. Fotodynamicka terapie (PDT) je neustale se vyvijejici
diagnosticka a lIéCebna metoda, jez je vyuzivana zejména pro lécbu zhoubnych
i nezhoubnych nadorovych onemocnéni, avSak nachazi vyuziti i v terapii
nékterych nenadorovych onemocnéni (napf. v dermatologii pfi 1éCbé akné a
lupénky). Princip terapie spociva v podani fotosenzitivni latky, ktera je
aktivovana svétlem pfrislusné vinové délky, coz ma za nasledek produkci
kyslikovych radikall, prostfednictvim kterych dochazi k naslednému poskozeni

a destrukci bunky.

V teoretické Casti dizertani prace jsou shrnuty poznatky o dostupnych
fotosenzitivnich latkach, mechanismech fotodynamické terapie, vlivech
fotodynamické reakce na zakladni bunélné pochody (napf. lipidovy
metabolismus a buné¢na adheze) a také je zde popsana funkce proteinu, které
jsou zapojeny v reakci bunky na oxidativni stres, jakozto hlavniho Cinitele

pfi destrukci bunék po fotodynamickeé terapii.

V experimentalni ¢asti byla v in vitro podminkach ovéfovana ucinnost
PDT s pouzitim dvou senzitizéru a to nekovového (2HPc) a zine€natého (ZnPc)
derivatu ftalocyaninu. V ramci dizertaéni prace byl analyzovan vliv
fotodynamické terapie (PDT) s vyuzitim téchto fotosezitizérG na pokles
zivotnosti u 2 nadorovych (MCF7 — adenokarcinom prsu, HeLa — karcinom
délozniho Cipku) a 2 nenadorovych bunéénych linii (BJ — lidské fibroblasty,
HaCat — keratinocyty) a byla stanovena hodnota EC50 (koncentrace, pfi niz
dochazi ke snizeni Zivotnosti 0 50 %) pro kazdou buné&cnou linii i fotosenzitivni
latku. Z vysledkd in vitro analyz zmén zivotnosti vyplyva, ze obé fotosenzitivni
latky zpusobovaly Uhyn bunék po 5 Jcm? fotodynamické terapii, pficemz
fotosenzitivni latka obsahujici ve své struktufe atom zinku byla v porovnani
s nekovovym derivatem ftalocyaninu mnohem ac&inn&jSi na v3ech bunéénych
liniich. ZineCnaty derivat vykazoval nejvétsi u€innost na bunééné linii karcinomu
délozniho Cipku, a to jak v porovnani s nenadorovymi bunécnymi liniemi HaCat

a BJ, tak i s linii nadorovou MCF7, u niz byl naopak ucinek nejmensi.



Na zakladé predchozich analyz byla pro dalsi in vitro experimenty
vybrana bunécna linie karcinomu délozniho ¢&ipku, zine€naty derivat
ftalocyaninu (koncentrace EC50 = 30 nM) a plosna hustota svételné energie 5
Jem? (5 Jecm? ZnPc PDT), jelikoz se tato kombinace jevila jako velmi
perspektivni. Byla provedena in vitro analyza vlivu této terapie na bunéénou linii
karcinomu délozniho Cipku (HelLa) z hlediska jejiho ucinku na cytoskeletalni
strukturu, na mitochondrialni membranovy potencial, na miru fragmentace DNA
a na produkci kyslikovych radikall, které vznikaji I. a Il. typem fotodynamické
reakce. Pro tyto analyzy byly pouzity techniky mikroskopie atomarnich sil,
konfokalni mikroskopie, fluorescencni spektrofotometrie (s pouzitim JC-1,
SOSG and CM-H2DCFDA fluorescencnich sond) a kometové analyzy. Kapilarni
chromatografii a tandemovou hmotnostni spektrometrii s ESI ionizaci byla ve
tfech ruznych Casovych odstupech (0, 4 a 24 hodin) po terapii provedena
analyza zmén proteinového aparatu, ktera byla zaméfena na detekci zmén
mitochondrialnich a cytoskeletalnich proteint, proteini zapojenych v burice
v reakci na oxidativni stres a opravy DNA, a dale na zmény proteinového

aparatu z hlediska bunécné lokalizace a molekularni funkce proteinu.

PFfi méfeni produkce kyslikovych radikald bylo zjisténo, Ze pfi in vitro 5
Jcm? ZnPc PDT s EC50 30 nM dochéazi k vyraznému narlstu kyslikovych
radikall, avSak hladiny proteint zapojenych v reakci buriky na oxidativni stres
se kromé superoxid dismutazy nezvysily, coz je pravdépodobné jednou z pficin
zvySené citlivosti HeLa bunék na oxidativni stres. Dale bylo zjisténo, Ze po této
terapii dochazi k poSkozeni mitochondrialni membrany, kdy byla detegovana
zména membranoveho potencialu v porovnani s kontrolnimi burfikami o 65 % a
pokles hladiny mitochondrialniho napétové fizeného kanalového proteinu. Bylo
pozorovano i  naruSeni  organizovanosti  cytoskeletalniho  aparatu
pravdépodobné v dasledku poklesu hladiny proteinu ARPC2 zodpovidajiciho
za polymerizaci aktinové struktury. Dale zvySena mira fragmentace DNA
v burice, patrné souvisejici se snizenim hladiny proteinu DDB1, ktery zodpovida
za udrzovani genomové integrity a u€astni se spousténi DNA opravnych drah a
pfi jehoz nedostatku dochazi k hromadéni fragmentd DNA v burice. Z vysledku
analyzy zmén molekularni funkce proteinG po 5 Jocm? ZnPc PDT

s EC50 =30 nM byl pozorovan postup UCink( in vitro terapie na zakladni



pochody v burice (zmény poctu proteint zapojenych napf. v tvorbé ATP, adhezi
bunék, transkripci a translaci, elektron transportnim fetézci) ve tfech rdznych

Casovych odstupech (0, 4 a 24 hodin) po terapii.

Na zakladé téchto zjisténi je mozno oznalit zineCnaty derivat
ftalocyaninu za potencialné perspektivni pro analyzu in vivo ucinkl na karcinom
délozniho Cipku na zvifecich modelech, popf. pro jeho zafazeni do klinickych

studii.



SUMMARY

This thesis focuses on the effects of in vitro photodynamic therapy.
Photodynamic therapy is a constantly evolving diagnostic and therapeutic
method that is used mainly for the malignant and non-malignant tumours
treatment as well as for treatment of certain non-cancerous diseases (e.g. for
the acne and psoriasis treatment in dermatology). The principle of the therapy is
to administrate a photosensitive substance activated by light of the appropriate
wavelenght. This results in production of reactive oxygen species through which

a cell is subsequently damaged and destroyed.

The theoretical part of the thesis summarizes knowledge of the available
photosensitive substances, mechanisms of photodynamic therapy, effects of a
photodynamic reaction on the fundamental cell processes (e.g. lipid
metabolism, cell adhesion) and description of the function of the proteins
involved in cell response to oxidative stress as a major agent in cell destruction

after photodynamic therapy.

In the experimental part, the in vitro efficacy of the PDT using two
sensitizers, a non-metallic (2HPc) and a zinc (ZnPc) phthalocyanine derivatives,
was evaluated. Effects of these therapies on cell viability on two non-tumoural
(BJ — human fibroblasts, HaCat — human keratinocytes) and two tumoural
(MCF7 — breast adenocarcinoma, HeLa — cervical carcinoma) cell lines were
analysed and EC50 values (the concentraction causing the cell viability
decrease by 50 %) for each photosensitizer and cell line were detected.
The results showed that both photosensitizers caused cell death after 5 Jcm
ZnPc PDT, where the zinc photosensitizer was much more effective on all cell
lines compared to the non-metallic photosensitizer. The zinc phthalocyanine

photosensitizer showed the greatest efficacy on the cervical cell line.

Based on previous analyzes a cervical cancer cell line and zinc
phthalocyanine derivative (EC50 = 30 nM) were selected for further in vitro
experiments at light dose of 5 Jcm™ (in short 5 Jcm2 ZnPc PDT), since this
combination seemed to be very promising. In vitro analyses of the effect of this
therapy in terms of its impact on cytoskeletal structure, on the mitochondrial



membrane potential, on the degree of DNA fragmentation and on the production
of oxygen radicals produced by I. and II. type of photodynamic reaction were
performed. For these analyses the atomic force microscopy, confocal
microscopy, fluorescence spectrophotometry (using JC-1, SOSG and CM-
H2DCFDA fluorescent probes) and Comet Assay were used. Capillary
chromatography and ESI lon tandem mass spectrometry was used to find
the differences in proteome at three incubation time intervals (0, 4 and 24
hours) after therapy. This analysis aimed at detecting changes of mitochondrial
and cytoskeletal proteins, proteins involved in the cell response to oxidative
stress and DNA repair, as well as proteome changes in terms of cellular

localization and molecular function.

The results showed that in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT at EC50
concentraction caused a significant increase of reactive oxygen species, but
the levels of proteins involved in cell response to oxidative stress did not
increase except for superoxid dismutase. Furthemore, it was found that this
therapy also damaged mitochondrial membrane which was proven by voltage-
dependent channel protein 1 level decrease and also by 65% change
of mitochondrial membrane potential compared to the control cells. Disruption
of the cytoskeletal apparatus, probably due to decrease of the ARPC2 protein
responsible for actin structure polymerization, was also observed.
The increased level of the DNA fragmentation was detected, possibly related to
the decreased level of DDB1 protein which is responsible for maintaining
genomic integrity and involved in triggering the DNA repair pathways. Proteome
analysis in terms of molecular function after therapy showed its in vitro effect on
the fundamental processes in the cell (changes in amount of protein involved
e.g. in cell adhesion, transcription and translation, electron transport chain)

in three different time intervals (0, 4 and 24 hours) after the therapy.

Based on the results the zinc phthalocyanine derivative tested can be
considered as potentially perspective for in vivo analysis on animal models or

for its inclusion into clinical trials for cervical cancer treatment.



1 CILE PRACE

e Shromazdit dostupné literarni zdroje a vypracovat literarni resersi

na téma dizertacni prace.

e Studium ucinku dvou fotosenzitivnich latek (zineCnatého a nekovového

derivatu ftalocyaninu) na pokles Zivotnosti u bunéénych linii.

e In vitro stanoveni optimalni kombinace koncentrace a ploSné hustoty

svételné energie u vybrané bunécéné linie a fotosenzitivni latky.

e Analyza uc€inkd in vitro fotodynamické terapie na zakladni bunécné

pochody u kombinace vybrané bunécné linie a fotosenzitivni latky.



2 UvVOoD

Fotodynamicka terapie (PDT) je minimalné invazivni, velmi ucinny
zplUsob 1éEby nadorovych onemocnéni. Mize byt provadéna pfed nebo
po chemoterapii, ozafovani ionizujicim zafenim ¢i chirurgickém vykonu
bez toho, aby danou metodu Ié€by omezila &i byla omezena sama. Mira a délka
odezvy na l|éCbu jsou v pfipadé PDT stejné, ne-li lepSi, jako u bézné
pouzivanych metod. Navic je zde mensSi mira morbidity a vySSi kosmeticky i

funkcni vysledek (Hopper, 2000).

Fotodynamicka terapie je zaloZzena na podani fotosenzitivni latky, ktera je
lépe zadrZzovana v nadorové tkani nez ve tkani nenadorové, nasledované
ozarenim mista svétlem prislusné vinové délky. Fotosenzitivni latka absorbuje
energii ze zareni a nasledné indukuje produkci reaktivnich kyslikovych radikalu
v okoli cilové oblasti, coz vede ke kaskadé dalSich udalosti vedoucich
k destrukci nadorovych bunék (Sibata et al., 2001).

Reaktivni kyslikové radikaly jsou molekuly generované v burikach
v prubéhu metabolismu kysliku. Stresové situace mohou vést k dramatickému
narustu téchto radikald a mohou zpUsobovat zavazné poskozeni bunécnych
struktur. Cilem hydroxylovych radikalt jsou vSechna aminokyselinova residua
proteind, nicméné nejvice preferovanymi cili jsou tyrosinova, tryptofanova,
histidinova a fenylalaninova residua. Navic pfi anaerobnich podminkach
radiolyticky generované volné radikaly zna¢né podporuji tvorbu protein — protein
cross-linkll a —S-S- a —Tyr—Tyr- vazeb, zatimco v pfitomnosti Oz radiolyza vede

ke znacné fragmentaci polypeptidového fetézce (Liu et al., 2016).

Ftalocyaniny jsou slibnymi fotosenzitivnimi latkami druhé generace
fotosenzitivnich latek. Jsou Fazeny do skupiny tetrapyrolovych makrocyklt
pfibuznym porfyrindm. V porovnani s porfyrinovym cyklem maji ftalocyaniny
Pcs 18 tr-elektronovou strukturu se ¢tyfmi benzenovymi jednotkami pfipojenymi
v B —pyrolovych pozicich a s dusikovymi atomy v mezo — pozicich. Strukturalni
znaky davaji ftalocyaninm fadu vlastnosti, jako jsou napfiklad silna absorpce a

emise v Cervené oblasti svétla, vysoka stabilita a vysoce ucfinna produkce
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kyslikovych radikalt, vhodnych pro aplikaci v biologii, mediciné a dalSich
odvétvich (Liu et al., 2016; Ongarora et al., 2014).

Hlavnimi problémy spojenymi s pouZitim ftalocyaninovych derivati jsou
nizka rozpustnost v biologickych médiich a Spatna specifita ve vychytavani

nadorovou tkani.

Tato prace se zabyva in vitro analyzou ucinku fotodynamické terapie
vyuZzivajici nekovovy a zineCnaty derivat ftalocyaninu a dale mirou poskozeni
jednotlivych bunécénych organel a protein vzniklych plsobenim 5 Jcm?
fotodynamické terapie vyuzivajici zinéCnaty derivat ftalocyaninu v koncentraci
EC50.
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3 Teoreticka cast

3.1 Fotodynamicka terapie (PDT)

Uginky svétla jsou vyuzivany v lé&bé& rlznych chorob jiz od dob antiky.
Ve starovéké Indii, Cing i Egypté se svétlo v kombinaci s rostlinnymi extrakty
vyuzivalo pro IéCbu napfiklad lupenky, vitiliga a koznich nadort (Kudinova et
Berezov, 2009). Fotodynamicka terapie (PDT) jako takova byla vynalezena
pfed vice nez sto lety, kdy Hermann von Tappeiner pomoci bilého svétla
odstranil neoplastickou kozni l|ézi obsahujici pfedem aplikovany eozinovy
roztok. Tento pokus byl zaloZen na pozorovani studenta mediciny pracujiciho
ve stejné laboratofi, ktery popsal letalni uc€inky svétla na bakterie oSetfené
akridinem. Ackoliv toto pozorovani otevielo dvefe vedouci k moderni PDT, tato
terapie zUstava dodnes z velké Casti neprozkoumana. V roce 1961 Lipson et al.
publikovali pfipravu netoxického hematoporfyrinového derivatu, ktery mél sklon
k akumulaci v neoplastické tkani (Lipson et al. 1961 a, b). Nicméné
ke klinickému vyuziti pro odstrafiovani nadort doSlo az po roce 1970. Od té
doby, diky neustale probihajicim laboratornim vylepSovanim pfipravy léCiv a
svételnych  zdrojli, =zaCala byt fotodynamicka terapie povazovana
za perspektivni metodu pro léc¢bu rakoviny u lidi. V souCasné dobé je
fotodynamicka terapie vyuzivana hlavné pfi 1éEbé koznich lézi, prekanceréz
(napf. Barettlv jicen) a nékterych forem pokrocilych rakovin. U pokroc€ilych
stadii rakovin, u nichZz nejsou ostatni metody ucinné, umoznuje diky malé
invazivité¢ opakovanou lécbu. Navic nebrani ve vyuziti konvenénich vice
agresivnich metod v dobé&, kdy bude pacient z hlediska svého zdravotniho stavu

na IéCbu pfipraven (Palumbo, 2007).

Nedostate¢na efektivita v sou€asnosti vyuzivanych terapeutickych metod
pro léCbu malignich nadorG vedla k extenzivnimu hledani novych ucinnych
metod. TradiCni |é€by nadorovych onemocnéni jako chirurgické odstranéni,
radioterapie C€i chemoterapie jsou malo selektivni pro nadorové tkané, coz
limituje jejich ucinnost v praxi. Z toho ddvodu je velmi dualezity vyvoj metod,
které by byly vice selektivni pro cilovou nadorovou oblast. Fotodynamicka

terapie je minimalné invazivni a slibna |éCebna metoda v boji s nadory.
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Tato metoda zahrnuje podani netoxického IéCiva nebo barviva (fotosenzitizéru)
pacientim s lézemi, pficemz toto podani fotosenzitivni latky muze byt bud
systémove, nebo lokalni. Po uplynuti pfislusné inkubacni doby je fotosenzitivni
latka ozafena svétlem specifické vinové délky, pficemz v pfitomnosti kysliku
zpusobi produkci reaktivnich kyslikovych radikalt s naslednou buné&nou smrti
a poskozenim tkané. Délka inkubacCni doby a vinova délka pouzitého zareni
zavisi na typu fotosenzitivni latky (Robertson, 2009). Klinické studie odhalily, ze
fotodynamicka terapie muze prodlouzit délku Zivota pacienta trpicich
neoperovatelnymi formami rakoviny a zlepSit kvalitu jejich Zivota. Bohuzel i
presto, Ze fotodynamicka terapie byla FDA (Ufad pro kontrolu potravin a 1égiv,
USA) schvalena pfed pfiblizné dvémi dekadami let, je dosud klinicky malo

vyuzivana (Agostinis et al., 2011; Allison et Sibata, 2010).

3.1.1 Mechanizmy fotodynamické reakce

Pro zahajeni fotodynamické terapie musi barvivo, resp. fotosenzitivni
latka, absorbovat zafeni (splnéni podminek prvniho fotochemického zakona —
fotochemickou reakci latky mize vyvolat pouze svétlo ji absorbované). Navic,
fotony musi mit dostateCnou energii k produkci elektronické excitace molekul,
coz je mechanismus pretrzeni chemické vazby, kdy je energie dopadajiciho
zafeni (fotonu, elektronl) pouzita na excitaci vazebného elektronu
do protivazebného orbitalu. Toto vyzaduje energii v ultrafialové (UV), viditelné
(VIS) ¢i blizké infraCervené (NIR) oblasti spektra, jelikoz zafeni s kratSi vinovou
délkou (vySSi energie) je ionizujici a delSi vinové délky sice vibraCni stavy
zpusobuji, ale energie je nedostateCna pro vznik elektronické vibrace.
Pro aplikaci ve tkanich, kde se bere ohled na hloubku penetrace, je UV zafeni a
modré svétlo méné ucinné nez pfi povrchové aplikaci. Z toho ddvodu je
vhodné&jsi vyuzit barviva absorbujici v Cervené a blizké infralervené oblasti, ale
je tfeba zvolit takovou vinovou délku, kdy budou mit fotony stale dostate¢nou
energii pro vyvolani elektronické excitace nezbytné pro fotodynamicky proces
(Redmond, 2008).
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Stejné jako vétSina molekul ma fotosenzitivni latka parové elektrony
s opacnym spinem v nizkoenergetickych molekulovych orbitalech. Absorpce
svétla pfislusné vinové deélky fotosenzitivni latkou vede k excitaci elektronu
z nejvysSiho obsazeného molekulového orbitalu (HOMO) do nejnizSiho
neobsazeného molekulového orbitalu (LUMO), zatimco spin zUstava béhem
tohoto procesu nezménén. Tento stav, znamy jako excitovany singletni stav
(S1), ma relativné kratkou Zivotnost (nanosekundy) a fotosenzitivni latka muze
ztratit svou energii pfi navratu do zakladniho stavu pomoci uvolnéni energie
ve formé zafeni (fluorescence) ¢&i tepla. Jinou variantou je, Ze excitovany
elektron zméni svlj spin (vnitini pfeuspofradani), coz je u vétSiny organickych
latek relativné dlouhy proces vyzZadujici relativné dlouhotrvajici singletni stav.
Tripletovy stav ma mnohem delSi Zivotnost (mikrosekundy), jelikoZ excitované
elektrony maji paralelni spin Kk jejich parovému, neexcitovanému elektronu.
Z tripletového stavu se excitovany elektron nemuze jednoduSe vratit do svého
zakladniho stavu, nebot’ by doS$lo k poruseni Pauliho vylu€ovaciho principu. Je
to pravé tento dlouhotrvajici tripletovy stav, ktery umozniuje fotosenzitivni latce
reagovat s kyslikem a dava fotodynamické terapii jeji zakladni charakteristicky
rys — oxidativni poSkozeni. Obrazek &. 1 zobrazuje obé tyto reakce dohromady
s naslednymi fotochemickymi reakcemi a zminénymi mechanismy poskozeni

riznych bunécénych organismu a struktur (Sharma et al., 2012; Benov, 2015).
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Obr. €. 1: Jablonského diagram zobrazujici fotochemické reakce.
Fotochemicka reakce |. typu muze vést k produkci hydroxylovych radikald.
Fotochemicka reakce Il. typu produkuje singletni kyslik ucinny zejména
v destrukci nadorovych bunék, zatimco peroxynitril (tvofeny ze superoxidu a
oxidu dusného) muaze byt ucinny v poskozovani cévniho zasobeni nadoru
(Hamblin et al., 2015).

3.1.1.1 Fotochemicka reakce I. typu

Pfi reakci I. typu jsou reaktivni kyslikové radikaly (ROS) tvofeny pomoci
pfenosu elektronu. H202, jez je sam o sobé relativné stabilni, reaguje
s pikogramovou koncentraci napf. Zelezitych iontl vreakci odvozené
od Fentonovy reakce, coz vede k produkci hydroxidového iontu a OH- pomoci
homolytického $tépeni —O—O- vazby v molekule peroxidu vodiku (Fe3* + H202
— Fe?* + HOOe<+ H*). H20:2 je schopen difundovat skrz plazmatickou

membranu, coz vede k nasledné devastaci vnitiniho prostfedi prostfednictvim
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generovani OH- v cytoplazmé zpusobujici destrukci proteind nezbytnych

pro udrzovani homeostazy.

V aerobnich podminkach dochazi k prfenosu elektronu z PS-radikalu
na kyslik za tvorby superoxidového radikalu (*Oz™ ). Superoxidovy radikal maze
dale vystupovat jako jednomocny oxidant nebo reduktant. MGze oxidovat malé
molekuly jako jsou sulfity, tetrahydroflaviny, leukoflaviny, katecholaminy apod.,
nicméné nereaguje pfimo s nukleovymi kyselinami, lipidy i karbohydraty.
Superoxidovy radikal naopak reaguje s dalSimi biologicky relevantnimi radikaly
uvoliujicimi pro bunku potencialné toxické produkty jako napf. hydroperoxidy.
Mezi takové radikaly patfi napfiklad oxid dusnaty (NO-) a fenoxylové radikaly
generované pii jednoelektronové oxidaci fenollu. V biosystémech je nejvice
zastoupenym fenolem aminokyselina tyrosin. Tyrosilové radikaly reaguji se
superoxidem s konstantni rychlosti 1,5.10° M-1sl. Bylo zjisténo, Ze vodikové
vazby na aminoskupinu zvysuji elektrofilni vlastnost ‘Oz a reduk¢ni potencial
02/°0Oz2 paru, coz vede k vyraznému zvySeni "Oz reaktivity. Superoxidovy radikal
muze také reagovat s oxidem dusnym za vzniku vysoce reaktivnich peroxinitritt
OONO'. Navic superoxidovy radikal mize byt dismutovan pomoci superoxid
dismutazy (SOD), coz vede ktvorbé peroxidu vodiku a O2. Superoxidovy
radikal je, vedle reakce s ostatnimi volnymi radikaly, schopen oxidovat
proteinové klastry. Tyto proteiny patfi Casto mezi dehydratazy a také enzymy
Krebsova cyklu. Destrukce téchto proteinll ma pro bufku zhoubné nasledky.
PFi inaktivaci enzym( Krebsova cyklu dochazi k naruSeni tohoto cyklu, a tedy
k naruSeni aerobni produkce energie v bunice a také fady biosyntetickych drah
zavislych na téchto enzymech (Mroz et al., 2009; Fridovich, 1998; Winterbourn
et Kettle, 2003; d"Allessandro et al., 2000; Nagy et al., 2009).

3.1.1.2 Fotochemicka reakce II. typu

Pfi reakci Il. typu pfedava excitovana fotosenzitivni latka svou energii
pfimo na molekularni kyslik, ktery je sdm o sobé v tripletovém zakladnim stavu.
Tato energie vede nejen k pfenosu jednoho nebo dvou neparovych elektronu

302 (tripletni kyslik) do orbitalu o vy$si energii, ale také ke zméné jejich spinu
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vedouci k pfeméné zakladniho stavu molekulového kysliku na stav singletni
102. Pritomnost elektront s opacnymi spiny c¢ini singletni kyslik vysoce
reaktivnim. Singletni kyslik rychle reaguje s nenasycenymi —C-C— vazbami a
neutralnimi nukleofily jako napf. sulfidy a aminy za vzniku peroxidd.
V biologickych systémech je Zivotnost 'Oz limitovana jak fyzikalnimi, tak
chemickymi zhasegi. Zivotnost 102 v &isté vodé je vlivem fyzikalniho zhaseni asi
4 us, v burikach je toto Cislo jesté nizsi, a to vzhledem k pfispévku chemickych
zhasedl, diky cemuz je maximalni délka dosahu *O2 150 nm. Toto je extrémné
kratka vzdalenost a je mnohem mensi nez pramérna velikost sav¢i bunky (10—
30 ym), a dokonce i vétSiny bunéénych organel. Vzhledem ke kratké zivotnosti
102 se tedy bunécéna lokalizace akumulace fotosenzitivni latky stava klicovym
faktorem pro urCeni, které organely budou poSkozeny a tudiz pro celkovy
ucinek PDT.

Pfenos energie pro zisk 02 (Typ Il) soupefi s elektronovym pfenosem
(Typ 1) a vétSina fotosenzitivnich latek zpusobuje oba typy reakci (schématické
znazornéni obou typu reakci je uvedeno na obrazku &. 2). Jelikoz pFenos
energie na kyslik Oz probiha rychleji (k = 1-3.10° M s?) nez elektronovy
transfer (napf. v pfipadé tvorby Oz "« je odhadovana rychlostni konstanta
k<1.10" M1 s1) a 'O2 je vice reaktivni nez Oz ", je singletni kyslik povazovan
za primarni Cinitel pfi PDT indukovaném bunécném poskozeni (Sharma et al.,
2012; Benov, 2015; Misiaszek et al., 2004; Huie et al., 1993; Lymar et Hurst,
1995; Medinas et al., 2007; Imlay, 2013).

Excitovany
singletni ﬁﬂ po o — QR Vnitfni Radikaly Oz Produkty T
ata N N reusporadam @é oxidace 1. typu

\’“

Excitovany Excitovany
tripletovy O- P singletni stav — Produkty
stav 105 oxidace

Reakce
1. tvpu

ZaKladni stav_ e Fluorescence  Teplo Fosforescence@ Zakladni tripletovy stav

v\'w 202

Svétlo

Obr. €. 2: Schématické znazornéni fotodynamické reakce I. a Il. typu
(Soukos et Goodson, 2011).
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3.1.2 Fotosenzitivni latky

Fotosenzitivni latky funguji ve fotodynamické terapii jako nosicCe, které
umozAiuji pfenos a pfeménu svételné energie na uziteCnou ve fotochemické
reakci Il. typu. Reaktivni koncové produkty této drahy zpusobuiji rapidni cyto- a
vaskularni toxicitu. Existuje mnoho syntetickych i pfirodnich barviv, které mohou
byt pouzity pfi PDT. V prubéhu testovani bylo zjisténo, Ze fotosenzitizéry
vykazuji odliSné farmakologické a fotochemické vlastnosti, z nichz
(Castano et al., 2005). Obecné lze fici, ze hlavni poZzadovanou vlastnosti vSech
PS je schopnost preferenéni akumulace v nemocné tkani s naslednou produkci
cytotoxickych produkti a indukci pozadované biologické odezvy (Zimc&ik et
Miletin, 2004).

Prvni fotosenzitivni latkou, ktera byla studovana pro klinické vyuZiti
pfi fotodynamické terapii, byl hematoporfyrinovy derivat (HpD) a jeho
purifikovana verze Photofrin®. Bohuzel nevyhodou téchto latek je, Ze jsou
produkovany jako smés velkého mnozstvi monomerd, dimerl a vyS$Sich
oligomert, dale dlouhotrvajici kozni senzitivita a fototoxicita u pacientu. Jelikoz
bylo potfeba eliminovat tyto vedlejSi ucinky, byl vyzkum zaméfen na nové typy
fotosenzitivnich latek a byla vyvinuta druha generace fotosenzitivnich latek,
do niz jsou zahrnovany napf. chloriny, bakteriochloriny a ftalocyaniny. Nékteré
z nich, jako napf. porfyrinové latky Levulan®, Radachlorin®, Visudin ® a
Foscan®, jsou schvaleny fadou zdravotnickych organizaci pro 1é€bu rakovinych
a nerakovinnych onemocnéni. Radachlorin® spole¢nosti Radapharma (Rusko),
ktery absorbuje zareni pfi 662 nm, byl v Rusku studovan jako latka pro lécbu
riznych malignich onemochéni. Visudin® spolecnosti Novartis
Pharmaceuticals, znamy také pod nazvem Verteporfin™, je velmi efektivné
vyuzivan pfi |éCbé s vékem spojené makularni degenerace (AMD). Foscan® je
chlorinovy fotosenzitizér (Aex = 652 nm) v Evropé schvalen pro léEbu nadoru
hlavy, krku a prostaty.

V pribéhu  vyvoje novych fotosenzitivnich  latek  vyuzitelnych

pro fotodynamickou terapii byly formulovany vlastnosti idealni fotosenzitivni
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latky. Do soucasné doby ovS8em nebyla nalezena latka, ktera by splfiovala
vSechny idealni vlastnosti. SouCasné vyvijené latky se idealni latce snazi

alespon co nejvice priblizit.

3.1.2.1 Vlastnosti idealni fotosenzitivni latky (Zim€ik et Miletin, 2004; Ethirajan,
2008; Allison et al., 2004)

e |dedlni fotozenzitizér (PS) by mél byt schopen ucinné produkce
singletniho kysliku, jelikoz ten a Il. typ fotochemické reakce jsou
zodpovédné za vétSinu lézi produkovanych béhem fotodynamické
terapie.

e PS by mél vykazovat silnou absorpci s vysokymi extinénimi koeficienty
pfi delSich vinovych délkach (650-800 nm), jelikoz pfi téchto vinovych
délkach je schopnost praniku svétla do tkani nejvyssi a energie je stale
dostateCna pro vyvolani fotochemické reakce. Latka by vSak idealné
nemeéla absorbovat v rozmezi 300 az 600 nm, kde je intenzita slunecniho
zarfeni maximalni, aby se tak redukovalo potencialni nebezpeci kozniho
poskozeni slunenimi paprsky na minimum.

e PS by nemél byt toxicky nebo resp. byt minimalné toxicky ve tmé. Dale
by se v pribéhu metabolismu PS nemély vytvaret nové toxické vedlejsi
produkty.

e PS by mél byt ztéla po terapii rychle eliminovan pro co nejrychlejsi
odstranéni vedlejSich ucinkl (napf. fotosenzitivita). Vylouceni z téla by
meélo trvat fadové hodiny ¢i dny, ne tydny a mésice. Rychlé odplaveni
latky z téla umozniuje opakovanou aplikaci terapie.

e PS by se mél selektivné akumulovat v cilové tkani.

e PS by mél byt chemicky Cista latka definované struktury.

e Distribuce fotosenzitizéru je pro PDT velmi dulezitd a je ovlivhéna
chemickou strukturou fotosenzitizéru. Velkou vyhodou je, pokud je
molekula PS amfifilni, coz usnadnuje prlichod skrz membranu.

e Idealni PS by mél byt vyuzitelny ve spojeni s dalSimi typy |éCby jako je
chirurgické odstranéni, radioterapie a chemoterapie.

e Fotosenzitizér by mél byt finanéné dostupny a snadno chemicky
modifikovatelny ve farmakokinetickych parametrech.
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3.1.2.2 Klasifikace fotosenzitivnich latek

Fotosenzitizéry mohou byt klasifikovany nékolika riznymi zpasoby (dle
Cistoty, buné&ného zacileni, chemické struktury a generace), avSak vSechny
maji sva ur€itd omezeni. Obecné je nejpouzivanéjsi klasifikace dle generaci

fotosenzitivnich latek.

3.1.2.2.1 Fotosenzitivni latky |. generace — derivaty hematoporfyrinu

Hematoporfyrinovy derivat (HpD) je smés produktd, které vznikly
z hematoporfyrinu izolovaného z hemu. Prvni generace fotosenzitizérl byla
vyvinuta v 70. a na zacCatku 80. let 20. stoleti. Zahrnuje hematoporfyrinovy
derivat (HpD) a jeho analogy. Tyto slouCeniny byly podrobeny mnoha
rozsahlym studiim a vyuzity k experimentalnim klinickym pracim. Jejich
nevyhodou je pomérné nizka selektivita nadorové tkané, jelikoz pouze necela
3 % mnozstvi injektovaného fotosenzitizéru selektivné napadaji nadorovou tkar
(Dumoulin, 2012).

Purifikaci a manipulaci s hematoporfyrinovym derivatem vznikly
komeréni produkty s rdznymi nazvy napf. Photosan, Protocan a Photofrin®
(obr. €. 3 — chemicka struktura photofrinu). Tyto latky se skladaji z riznych
frakci porfyrinovych monomeru, dimerd a oligomeru, které jsou potifebné

pro uspésnou terapii (Allison et Sibata, 2010).

Photofrin® spole€nosti Axcan Pharma, Inc. je nejdéle vyuzivanou
fotosenzitivni latkou v PDT (v Kanadé schvalen v roce 1993, FDA schvalen
v roce 1995). Tato latka je kombinaci monomer(, dimerU a oligomeru ziskanych
chemickymi dpravami hematoporfyrinu. V rdznych obménach je znam
pod jinymi nazvy po celém svété. V USA je Photofrin® schvalen FDA pro |é¢bu
Casného a pozdniho stadia endobronchialnich Iézi, Barrettova jicnu a
ezofagealnich obstrukénich I1ézi. V riznych Castech svéta je schvalen pro IéCbu
mnoha dalSich onemocnéni jako napf. karcinom mocového méchyre, kozni

léze. Photofrin® Ize aktivovat svétlem o vinové délce 630 nm (tato vinova délka
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pronika ve tkani asi do hloubky 5 mm) (Agostinis et al., 2011; Castano et al.,
2004; Yano et al., 2011, Zimcik et Miletin 2004).
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Obr. €. 3: Chemicka struktura Photofrinu® (Simplicio et al., 2002).

3.1.2.2.2 Fotosenzitivni latky Il. generace

Fotosenzitivni latky druhé generace byly vyvinuty na zakladé nedostatkl
pfedchozi generace. Tyto latky se vyznacuji tim, Ze jsou jiz chemicky jednotné
a lehce charakterizovatelné. Jejich vyhodou je, Ze se rychleji eliminuji z obéhu,
resp. z kiize, a z tohoto divodu neni nutné, aby byl pacient dlouhodobé (nékolik

tydnu) chranén pred slunecnimi paprsky.

Druha generace zahrnuje nékteré latky ze skupiny porfyrind a od nich
odvozenych ftalocyanint, dale chloriny, bakteriochloriny, barviva a dalSi. Jejich
vyhodou je schopnost ucinné produkce 'O2 a nizka toxicita v nepfitomnosti

svétla (Nyman et Hynninen, 2004; Kessel, 2004).

3.1.2.2.2.1 5 - aminolevulinova kyselina (ALA)

Tato fotosenzitivni latka se na trhu objevuje pod rlznymi nazvy napf.
Levulan®, Hexvix®, Benzvix® a Metvix®. ALA je endogenni latka, ktera se

v zZivych organismech enzymaticky pfemeénuje na protoporfyrin I1X (PplX), ktery
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je uCinnym fotosenzitizérem (Tvorba PplX z ALA je zobrazena na obr. €. 4).
PplX je prekurzorem hemu a nasledné se na né&j preménuje. Mira tvorby PplX
zavisi na mife syntézy ALA zglycinu a sukcinylCoA, jez je zavisla
na koncentraci volného hemu. Toho se vyuZziva pfi PDT, jelikoZ po vyuZiti vSech
volnych molekul hemu se PplX zacne hromadit v organizmu. Selektivni
akumulace v nadorové tkani je dana fadou faktorli, které zahrnuji napfiklad
zvySenou permeabilitu abnormalniho keratinu, sniZzenou koncentraci zeleza,
snizenou aktivitu ferrochelatazy, ktera katalyzuje pfeménu PplX na neaktivni
hem apod. Tyto faktory poté vedou ke hromadéni PplIX v cilové tkani. Levulan®
je fotosenzitivni latka od firmy DUSA Pharmaceuticals, ktera byla v roce 1999
Americkym ufadem pro kontrolu potravin a lé€Civ schvalena pro 1é€bu aktinézni
keratozy. Pacientovi je pfi 1é€bé podan 20% roztok ALA s 1-4 hodiny dlouhou
inkubacni dobou (v zavislosti na lokalizaci v téle) a nasledné je misto ozafovano
svétlem o vinové délce 415 nm po dobu 15 minut. Pacienti by se nasledné méli
48 hodin vyhybat slune¢nim paprskim. Levulan® se dale vyuziva pro IéCbu
Barettova jicnu, ktera byla FDA schvalena v roce 2007 (O"Connor et al., 2009;

www.drugs.com; www.dusapharma.com).

Vzhledem k nizké lipofilité kyseliny 5 - aminolevulinové se do terapie
dostavaji také jeji estery, které lépe pronikaji do tkani (zejména pfi aplikaci
na kuzi) a po hydrolyze uvolriuji volnou ALA. Metvix® je metyl ester kyseliny 5 -
aminolevulinové, ktery je od roku 2001 povolen pro |éCbu aktinozni keratozy a
pozdéji také pro IéCbu karcinomu bazalnich bunék kuze. Hexylaminolevulinova
kyselina (HALA) je vyuzivana pro fotodetekci karcinomu mocového méchyre,
kdy po nahromadéni k nadorové tkani svou fluorescenci upfesnuje misto
mozné resekce. HALA byla vroce 2010 schvéalena americkym Ufadem
pro kontrolu potravin a IéCiv k [éCbé rakoviny moCového méchyfe. V pfipadé
Benzvixu® se jedna o benzyl ester kyseliny 5 - aminolevulinové a vyuziva se
pro léCbu gastrointestinalniho traktu (Robinson et al., 2015; Ormond et
Freeman, 2013; Castano et Hamblin, 2008).

Vedle onkologickych malignit je ALA také hojné vyuzivana
v dermatologii. Bylo prokazano, Ze po oSetfeni kiize pomoci ALA — PDT je

pokozka méné vrascita. ALA se k omlazeni kuze vyuziva celosvétové a zda se
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byt perspektivni latkou pro budouci neonkologické pouZziti (Allison et Sibata,
2010).

HOOC COOH
PpIX

Obr. €. 4: Tvorba PpIX z ALA (Gola et al., 2016).

3.1.2.2.2.2Chloriny a bakteriochloriny

Porfyrinové jadro absorbuje svétlo kratSich vinovych délek (Amax = 405
nm), které neumoznuji hlubSi penetraci do tkané. Redukci pyrolové dvojné
vazby na periferii porfyrinu vznika chlorinové jadro a dalSi redukci druhé dvojné
vazby na periferii chlorinu vznika bakteriochlorin (obr. €. 5 — chemicka struktura
porfyrind, chlorind a bakteriochlorini). Obé tyto skupiny molekul maji pasmo
absorpcniho maxima v delSich vinovych délkach (Amax = 650-670 nm
pro chloriny a Amax = 730-800 nm pro bakteriochloriny) nez porfyriny, pfiCemz
stale zlstavaji dostatecné efektivni v tvorbé 1O2. Klinicky vyuzivanymi IéCivy,
ktera patfi do téchto dvou skupin, jsou Verpeporfin, Visudyne®, Foscan®,
Purlytin™, Talaporfin, apod. (Ormond et Freeman, 2013; Detty et al., 2004;

www.visudyne.com; www.bioletcpharma.com).
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Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin

Obr. & 5: Chemicka struktura porfyrint, chlorind a bakteriochlorin(

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Porphyrin, _chlorin, _bacteriochlorins.p

ng).

3.1.2.2.2.3 Ftalocyaniny

Ftalocyaniny jsou fotosenzitivni latky, které jsou strukturalné podobné
porfyrinim. Na kazdou pyrolovou jednotku je pfipojen benzenovy kruh. DalSim
rozdilem je to, ze porfyrinové jednotky nejsou spojeny methylovymi mustky, ale
atomy dusiku (obr. &. 6 - chemicka struktura ftalocyaninut). Dullezita pro vlastni
ucinek PDT je pfitomnost chelatovanych centralnich kovd a polokovu, z nichz
nékteré (napf. Zn, Al, Si) prodluzuji trvani tripletového stavu a tim zvySuji
ucinnost PDT. Maximalni absorpcni vinova délka je u téchto latek posunuta
k Cervené Casti spektra (nejCastéji 670-700 nm) a diky zesilené absorpci
pfitéto vinové délce (emax az 200 000 M-1cm) predstavuji potencidlné
perspektivni latky pro vyuziti pfi fotodynamické terapii. V porovnani s HpD se
podavaji ve vyrazné nizSich koncentracich, coz umozrniuje minimalizovat kozni
senzitivitu. Nevyhodou nékterych ftalocyaninu je jejich velice Spatna rozpustnost
nejen ve vodé, ale také v organickych rozpoustédlech, coz zpuUsobuje
problematickou aplikaci. Tuto negativni vlastnost Ize odstranit pomoci jejich
modifikace na periferii, popf. inkorporaci do lipidovych vezikul. Pfidani dalSiho
benzenového jadra na periferii ftalocyanind vede k vytvofeni latek typu
naftalocyanin. Naftalocyaniny absorbuji pfi velmi dlouhych vinovych délkach

29


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Porphyrin,_chlorin,_bacteriochlorins.png
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Porphyrin,_chlorin,_bacteriochlorins.png

(okolo 770 nm), coz umoziiuje zvySeni hloubky penetrace do cilové tkané, diky
¢emuz jsou vyuzitelné pro IéCbu i velmi pigmentovanych nadoru
(napf. melanom) (Zimcik et Miletin, 2004; Nyman et Hynninen, 2004; Allison et
Sibata, 2010; Josefsen et Boyle, 2008).
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Obr. €. 6: Chemicka struktura ftalocyanin( — skelet.

(https:/lwww.iic.cas.cz/cz/vyzkum_fotofyzika_fotochemie_molekularni_skladack

y).

Mezi vyznamné ftalocyaniny patfi AIPcSa, ktery ma Amax= 676 nm. Tato
latka je celosvétové znama pod nazvem Photosens® (obr. €. 7 — chemicka
struktura Photosensu®) a je napf. v Rusku vyuzivana pro IéCbu rakoviny
zaludku, kuze, rtu a prsu. Nevyhodou Photosensu® je dlouhotrvajici kozni

fotosenzitivita, ktera trva nékolik tydnu (Ormond et Freeman, 2013).

Photosens

Obr. &. 7: Chemicka struktura Photosensu® (Ormond et Freeman, 2013).
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Vy8e zminéné fotosenzitivni latky patfi mezi nejvyznamnéjsi zastupce
skupin fotosenzitivnich latek vyuzivanych pro fotodynamickou terapii. Vedle
téchto latek je laboratorné testovana rfada dalSich latek jako napf. methylénova
modF (Amax = 668 nm), jez se vyuziva pro dekontaminaci Cerstvé zmrazené
plazmy, ucinné inaktivuje extracelularné pfitomné viry a vykazuje pro ¢lovéka
prakticky nulovou toxicitu. Bohuzel vzhledem k enzymatické redukci methylové
modfi na fotodynamicky neaktivni leukoformu v zivych bunkach je jeji pouziti
in vivo limitovano a je potfeba vyvinout mechanismy, které by tuto latku
pred enzymy uchranily. Dale jsou to napfiklad hypericin (Amax = 590 nm),
safyriny (Amax = 650nm) a porfyceny (Amax = 600-650 nm), které patfi mezi
nejrychleji vychytavané fotosenzitivni latky vabec (pfi in vitro podminkach).
Porfyceny se aplikuji pouze povrchové a pouzivaji se napf. pro 1éEbu lupenky a

nemelanotického karcinomu kize (Zimcik et Miletin, 2004).

3.1.2.2.3 Fotosenzitivni latky Ill. generace

Skupina fotosenzitivnich latek tfeti generace se sklada z latek, které patfi
do skupiny fotosenzitizérd Il. generace, jez jsou urCitym zplsobem
modifikovany za ucelem zvyseni jejich specifického vychytavani konkrétni tkani
(napf. prostfednictvim navazani specifickych protilatek), popf. jsou uzavieny
v nosicich, kterymi mohou byt napfiklad lipozomy, micely a nanoc¢astice (Lamch
et al., 2014; Bazylinska et al., 2017; Kataoka et al., 2017).

3.1.2.3 Bunécna lokalizace fotosenzitivni latky

Vychytavani fotosenzitivni latky nadorovymi a ostatnimi burikami je
klicové pro uspésnou fotodynamickou terapii. ROS maji kratkou Zivotnost a
reaguji pouze v blizkosti mista jejich vzniku. Porozuméni principim lokalizace
fotosenzitivni latky je tedy velmi dllezité pfi vybéru nejefektivnéjsi fotosenzitivni
latky pro kazdy konkrétni pfipad. V sou€asné dobé se zadny dosud schvaleny

nebo testovany fotosenzitizér neakumuluje pouze v jednom misté. Dualezitymi
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vlastnostmi, které ovliviiuji misto akumulace jsou (1) celkovy naboj, ktery se
muUze pohybovat v rozmezi od -4 do +4, (2) stupen hydrofobicity vyjadfeny jako
logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda, a (3) stupen asymetrie
v molekule. PS, které jsou hydrofobni a maji dva a méné zapornych naboju,
mohou difundovat skrz plazmatickou membranu a poté se pfemistit do dalSich
struktur. Tyto PS maji tendenci byt nejvice burikou in vitro vychytavany,
zejména pokud jsou v médiu pfitomny v malych koncentracich (<1uM).
Fotosenzitizéry, které jsou méné hydrofobni a maji vice nez 2 negativni naboje,
jsou pfilis polarni pro difuzi skrz plazmatickou membranu, a proto byvaji
vychytavany endocytézou. Neékteré fotosenzitivni latky jsou distribuovany
v Sirokém spektru bunécnych struktur. Napfiklad pyrofeoforbid, metyl ester,
ktery byl u NCI-h446 bunék objeven v endoplazmatickém retikulu, Golgiho
aparatu, lysozomech i mitochondriich (Castano et al., 2004; Sun et Leung,
2002; Oleinick et al., 2008).

3.1.2.3.1 Mitochondrie

Obecné plati, ze IéCiva, ktera narusuji funkci mitochondrii, maji vétsi
ucinnost v destrukci nadorovych bunék nez ta, které mitochondrie nezasahuiji.
Obdobné je tomu i u fotodynamické terapie. PosSkozeni mitochondrii vede
k tvorbé ROS, zméné mitochondrialniho membranového potencialu a uvolnéni
proapoptotickych faktori jako napf. Smac/Diablo, AIF a cytochromu c
do cytozolu. Nasledna aktivace kaspaz v pfitomnosti ATP vede
k apoptotickému typu bunééné smrti. Pfikladem muaze byt na mitochondrii cilici
fotosenzitizér Pc4. Pomoci konfokalni mikroskopie bylo zjisténo, Ze se Pc4
kumuluje pfevazné v membranach, zejména v mitochondrii. Tvorba
mitochondrialnich ROS nastava fadové v minutach po aplikaci svétla na buriky.
Nasledkem je permeabilizace vnitini membrany, mitochondridlni depolarizace a

otok, uvolnéni cytochromu ¢ a apoptéza (Oleinick et al., 2008).

Mitochondrialni disfunkce mize po PDT nastat nékolika mechanismy.
Jeden z modeltl (MPT — mitochondrial pore transition model) napf. naznacuje,

Ze za uvolnéni mitochondrialnich protein(, které se nachazi v mezimebranovém

32



mitochondrialnim prostoru, je zodpovédné otevieni mitochondrialnich
permeabilnich péru (PT). U jiného modelu se pfedpoklada, Ze je tvorba PT poru
poskozena, rozlozené membranové proteiny poté agreguji na hydrofilnim
povrchu za tvorby vodnich transmembranovych kanalt. CypD (cyklofilin D) a
dalSi molekularni chaperony v blizkosti PT po6rd chrani mitochondrii pred
depolarizaci a otokem. CypD udava citlivost k Ca?*, pficemz zvySeni
koncentrace Ca?* v matrix vede k otevieni pérl — antagonicky pusobi CsA.
Pokud jsou nové vznikajici PT pory tvofeny zrozloZzenych proteinovych
agregatll a je prekonana chaperonova regulace, nastava neregulované
otevirani PT pérh, které jsou necitlivé k CsA inhibici a nepotiebuji Ca?*

pro otevieni (Oleinick et al., 2008).

3.1.2.3.2 Lysozomy

Lysozomy jsou vyznamnou organelou v intracelularni lokalizaci PS.
Nicméné studie ukazaly, Ze ackoliv PS akumulujici se vlysozomech
zpusobovaly po ozareni smrt bunék, jejich relativni uc¢inek byl v porovnani s PS
akumulujicimi se v mitochondriich nebo jinych organelach nizsi. Mlaze to byt
zpusobeno tendenci fotosenzitizért s vyS§Sim stupném agregace akumulovat se
v lysozomech. Plsobeni i jen malého mnozstvi svétla muze zpuUsobit zménu
lokalizace u fotosenzitizérd primarné akumulovanych v lysozomech. Bylo
zZjiSténo, ze vystaveni bunék s inkubovanym aniontovym porfyrinem svétlu vedlo
k relokalizaci fotosenzitizéru z lysozomU do cytoplazmy, resp. do jadra. Toto
chovani je pfipisovano fotodynamické permeabilizaci lysozomalni membrany
umozniujici malym molekuldm véetné PS uniknout do cytoplazmy (Castano
et al., 2004).

Lysozomy jsou také kliCovymi mediatory finalnich stadii autofagie.
Autofagozomy, které uzaviraji organely a jejich cytoplazmatické slozky,
neobsahuji nezbytné hydrolytické enzymy pro Stépeni jejich obsahu, misto toho
fuzuji s lysozomy. Lysozomalni enzymy jsou pak zodpovédné za likvidaci
autofagozomalniho obsahu — bud recyklaci, nebo vylou¢enim. VétSina studii

zabyvajicich se PDT — indukovanou autofagii se zaméfuje na pocatecni stadia
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autofagie — na proces tvorby autofagozomu. Zjisténi, Zze se autofagozomalni
komponent LC3-Il v burfikdch akumuluje jako odpovéd na PDT muize
naznacovat, ze dalSi formovani autofagozomu je inhibovano PDT -
indukovanym poskozenim lysozomd nebo faktorl potfebnych pro lysozomalni
stadia autofagie. DalSi studie by mély byt zaméfeny i na tuto problematiku
(Oleinick et al., 2008).

3.1.2.3.3 Endoplazmatickeé retikulum

Fotosenzitivni latky maji tendence se akumulovat, vedle mitochondrialni
membrany, také v membranach endoplazmatického retikula (ER). Oxidace
proteind ER po PDT muze zpusobit dvé hlavni zmény v ER funkci: (1) zmény
v ER Ca?" homeostaze a (2) agregaci nesloZzenych a $patné slozenych
proteinl. ER je hlavnim intracelularnim zdrojem Ca?*. Intracelularni uvolfiovani
inozitol trifosfatu (IP3) z plazmatické membrany zplsobuje IP3-indukované
uvolnéni Ca?* z ER do cytozolu. Ca?* jsou vraceny do lumen ER pomoci
sarko/endoplazmatickych Ca?* pump (SERCA). Koordinovana regulace
mechanismu uvolnéni a vychytavani Ca?* udrzuje za fyziologickych podminek
hladinu volnych Ca?* na hodnoté ~ 500 uM. Jakékoliv poruchy v uvolfiovani
nebo vychytavani Ca?* nakonec vedou k ovlivnéni koncentraci Ca?* v cytozolu.
Vedle funkce udrzovani hladiny Ca?* je ER zodpovédné také za skladani,
upravu a tfidéni nové syntetizovanych protein. Jakékoliv poSkozeni téchto
vitalnich buné&nych funkci vede k ER stresu, které mulze nakonec vést
k bunécné smrti (Oleinick et al., 2008).

3.1.2.3.4 Jadro

Diky tendenci  hydrofobnich  fotosenzitizérd  akumulovat se
v cytoplazmatickych membranach a membranovych organelach a sklonu
vyluCovat se z jadra je v porovnani s ostatnimi organelami relativné malo studii

zameérujicich se na poskozeni DNA po PDT. Navic prvotni studie zaméfujici se
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na opravené defekty DNA v bunkach poskytly dikaz, ze vétSina poSkozeni DNA
po PDT byla pro uhyn bunék v porovnani s poSkozenim membran méné
dulezita. Kultivované savci burky vystavené PDT s porfyrinem a porfyrinovymi
derivaty vytvarely DNA jednofetézcové zlomy a alkalicka labilni mista,
neopravitelné DNA-protein cross-linky a mutace. V jinych pfipadech vSak
k mutaci nebo produkci chromozomalnich aberaci a mikrojader nedoslo. Z toho
vyplyva, ze mutagenni potencial se liSi v zavislosti na typu bunék a odrazi
rozdily ve schopnostech oprav mezi nimi. PDT tedy muze zpUsobit DNA bazové
oxidativni poskozeni, cross-linky a zlomy fetézcl, nicméné vétdina zlomd DNA
fetézcu zplusobenych nizkodavkovou PDT je obvykle opravena (Castano et al.,
2005; Oleinick et al., 2008).

3.1.3 Svétlo, jeho zdroje a zplUsoby aplikace ve fotodynamické terapii

Pro uspésné provedeni fotodynamické terapie je nezbytné zajistit
dostateCné osvétleni postizenych oblasti. Toto vyzZaduje porozuméni tomu,
jakym zpusobem svétlo prochazi riznymi tkanémi a relativni ucinky absorpce a
rozptylu. Pro fotodynamickou terapii je nezbytnosti schopnost predpovédét
prostorové rozlozeni svétla v cilové tkani. Po vstupu do tkané je svétlo bud
rozptyleno, nebo absorbovano, pficemz rozsah obou procesl zavisi na typu

tkané a vinové délce pouzitého svétla (Robertson et al., 2009).

Tkanova optika zahrnuje méfeni prostorové/ ¢asové distribuce, rozdéleni
tkanovych struktur dle velikosti a jejich absorpCni a rozptylové vilastnosti. Toto
se provadi zejména v pfipadech, kdy je biologicka tkafi nehomogenni a jsou
v ni pfitomny mikroskopické nehomogenity (napf. makromolekuly, bunécné
organely, organizovana bunééna struktura, intersticialni vrstvy), které ji Cini
zakalenou. Mnohocetny rozptyl uvnitf zakalené oblasti vede k Sifeni svételného
paprsku a ztraté smérovosti. Absorpce je z velké ¢asti zplsobena endogennimi
tkaniovymi chromofory, jako je hemoglobin, myoglobin a cytochromy (Juzeniene
et Moan, 2007).
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3.1.3.1 Zdroje zareni

Vybér optimalniho zdroje svétla by mél byt zaloZzen na vlastnostech
fotosenzitivni latky, charakteru IéCené tkané (velikost, lokalizace a pfistupnost
postiZzené oblasti), na hloubce priniku do tkané a v neposledni fadé na financni

nakladnosti.

V minulosti byla aktivace fotosenzitivni latky provadéna prostfednictvim
riznych svételnych zdroju jako napfiklad barvivo/ argonové lasery, lasery
vyuzivajici pary kovl (Au, Cu, Hg) apod. Jednim z nejrozSifenéjSich laseru je
laser argonovy poskytujici kontinualni zafeni s A = 630 nm v rozmezi 1-7 W.
Od tohoto laseru se v souCasné dobé ustupuje. Laser vyuzivajici pary kovu
(nejcastéji Au a Cu) je oproti kontinualnimu argonovému laseru pulzni s dobou
trvani pulzu 10-50 ns a pulzni frekvenci 1 kHz. Lasery vyuzivajici pary kovu
jsou vyuzivany zejména pfi terapii nadoru hlavy, jicnu, plic, krku a mocového
méchyfe. Tyto lasery se Casto vyuzivaji i pro terapii velkych nadord na kazi

(Brancaleon et Moseley, 2002).

Mezi zdroje zareni, které jsou velmi atraktivni pro klinickou praxi, patfi
diky jednoduché ovladatelnosti a prenositelnosti diodové lasery. Tyto lasery
jsou obvykle spojeny s optickymi viakny a predstavuji idealni zdroje zareni
pro vyuziti pfi endoskopické PDT. Lasery tvofené polovodi€i jsou extrémné
kompaktni, a pfitom si zachovavaji vysoky vykon. Jsou velmi univerzalni diky
tomu, Zze mohou byt pouzity jak v kontinualnim, tak i v pulznim moddu.
Nevyhodou téchto laseru je, Ze maji obvykle vystup pouze v jedné vinové délce,
avSak jsou vyvijeny i systémy se zaménitelnymi laserovymi moduly pro vice
vinovych délek. Diodoveé lasery jsou obvykle v klinické praxi vyuzivany pfi 1éEbé
s vékem spojené makularni degenerace, karcinomu hypofyzy, |ézi na kizi a

v dutiné ustni (Brancaleon et Moseley, 2002).

DalSimi zdroji zafeni jsou lampy, které radime mezi nelaserové zdroje.
V porovnani s lasery emituji zafeni v SirSim spektralnim rozmezi a musi byt
tedy kombinovany s filtry pro co nejvétsi eliminaci infraCerveného zafeni. Toto
zareni zpUsobuje zvySeni teploty v léCené oblasti a tim zpusobené bolesti.

Nevyhodou lamp je nemozZnost spojeni s optickymi vlakny — toto propojeni by
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vedlo kvelkym ztratam vykonu. Ztohoto divodu se lampy nepouzivaji
v endoskopii ale spiSe pfi [é€bé koznich nadoru. Fluorescenéni lampa, ktera se
pro PDT soucCasné dobé vyuziva, je Blu-U® (Dusa), jejiz emisni pik je v oblasti
Soretova piku (417 £ 5 nm), coz je vhodné pro kombinaci s porfyrinovymi

fotosenzitizéry (Brancaleon et Moseley, 2002).

V souCasné dobé jsou jednim z nejvyuzivanéjSich zdroju zafeni LED
diody, u nichZ je svétlo produkovano pfi procesu zvaném elektroluminiscence
s emisni vinovou délkou vrozmezi 350-1100 nm (UVA - IR). Maximalni
emitovana energie je u tohoto zdroje zafeni vysilana ve sméru kolmém
na ozafovanou plochu a LED diody jsou schopny dosahnout hustoty vykonu az
150 mWcm2. Mezi hlavni benefity LED diod patfi nizka cena, vSestrannost,
diky napajeni bateriemi pFfenosnost a uspofadatelnost do rGznych
geometrickych kombinaci umoznujicich kompenzaci obtizné anatomické oblasti
(napf. oblast obli¢eje) (Erkiert-Polguj et al., 2016; Hempstead et al., 2015;
Mang, 2004).

3.1.3.2 ZpuUsoby aplikace svétla pouzivané pfi fotodynamické terapii

V soucCasné dobé se v klinické praxi vyuziva k ozareni nadoru, respektive
k aktivaci fotosenzitizéru, nékolik odliSnych technik a volba vhodné techniky

zalezi zejména na velikosti nadoru a jeho lokalizaci.

3.1.3.2.1 Superficialni (povrchova) PDT

Superficialni PDT lze vyuzit u nador(l, které jsou snadno dostupné a
nachazi se na povrchu kiize nebo oralni mukoézni vrstvy, jejichz tloustka neni
vétSi nez hloubka penetrace svétla (zavisi na pouzité vinové délce). Svétlo
potfebné pro ozareni nadoru a prilehlého okoli je dodavano prostifednictvim
vlakna s mikro€o¢kami na konci. Pfi béZném chirurgickém zakroku je pokladano

za bezpec€nou rezervu odstranéni pfiblizné 0,5 az 1 cm zdravé tkané obklopuijici
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tkan nadorovou (Kubler, 2005). Princip aplikace svétla pfi superficialni PDT je

zobrazen na obr. ¢&. 8.

.,g.s& \‘&g’\ﬂ
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nador

Obr. €. 8: Princip aplikace svétla pfi superficialni PDT (Kubler, 2005; Cole
et al., 2016).

3.1.3.2.2 Intersticialni PDT

V pfipadé, ze je tloustka nadoru vétsSi nez 1 cm, coz predstavuje limitni
penetraCni hloubku svétla do lidské tkané, je vyuzivana intersticialni
fotodynamicka terapie (obr. €. 9: Princip aplikace svétla pfi intersticialni PDT).
Pfi této technice je optické vlakno opatfeno difuzorem na jeho konci a
implantovano do nadorové tkané. Laserova vlakna maji podobu prachozi jehly,
jejiz vlozeni do nadoru muze byt fizeno pomoci zobrazovacich technik jako
napf. CT, MR ¢&i UZV (obr. €. 10). V pfipadé velkych nadord je mozno vytvorit
mrizku, ve které jsou tato vlakna ulozena ve vzdalenosti 1-2 cm od sebe, a
ozafit cely objem nadoru. Intersticidlni technika ozafeni tkdné umoznuje vyuZzit
PDT pfi lé€bé rozsahlych a hluboko umisténych nador(. Dale je intersticialni
PDT velmi vyznamna pfi Ié€bé nadoru, u nichZ by chirurgické odstranéni mohlo
zpusobit rozsahlé resekce, & pro nadory neoperovatelné. Kvuli obtizné a
nepfesné dozimetrii v nadorové tkani je tato technika vyuzivana zejména

pfi [éCbé paliativni.
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difuzor

Obr. €. 10: Priklady aplikace optickych viaken do nadoru (Juries et al.,
2010).

(A) Aplikace Fizena ultrazvukem, (B) aplikace fizena laryngoskopem, (C) mfizka

s optickymi vlakny, (D) aplikace fizena magnetickou rezonanci
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3.1.3.2.3 Intraoperativni PDT

Fotodynamické terapie Ize byt vyuzita také intraoperativné (obr. €. 11 -
Princip aplikace svétla pfi intraoperativni PDT). Pfi této metodé je fotosenzitivni
latka pacientovi podana nékolik dni pfed operaci v zavislosti na typu
fotosenzitivni latky, respektive rychlosti jeji akumulace v cilové tkani.
Po uplynuti pfislusné doby je tumor chirurgicky odstranén a nasleduje
intraoperativni PDT. Cilem této terapie je odstranéni tézko chirurgicky
odstranitelnych zbytk( nadorové tkané, diky ¢emuz muze byt odstranén cely
nador, a to i vanatomicky sloZitych oblastech. Nezadouci aplikaci svétla
na fotosenzititivni latky svétly nad operacnim stolem Ize eliminovat filtry, které
odfiltruji vinové délky svétla aktivujici fotosenzitivni latku. V sou€asnosti je tato
metoda vyuzivana v experimentalnich klinickych podminkach pro lé€bu nador
hlavy a krku (Kubler, 2005; Lyons et al., 2012).

nador

Obr. €. 11: Princip aplikace svétla pfi intraoperativni PDT (Klbler, 2005).

3.1.3.2.4 Intrakavitarni PDT

Tato metoda vyuziva specialnich intrakavitarnich svételnych difuzord,
kdy se kombinuje prostorovy vyhledavac slouzici pro ur€eni polohy svételného
aplikatoru a 3D zobrazeni pro znazornéni davky svétla (obr. €. 12 — osvétlovaci

profil aplikatoru po pfipojeni na laser). Metoda byla vyvinuta pro |é¢bu nadorq,
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které se nachazi uvnitf dutych organd, jako jsou napf. pradusky, déloha ¢i jicen
(Lyons et al., 2012).

650 mW/em?*

F

B
Obr. €. 12: Osvétlovaci profil aplikatoru po pfipojeni na laser (3 W)
(Betrouni et al., 2017).

3.1.4 Mechanismy destrukce nadoru

Jsou znamy 3 hlavni mechanismy, prostfednictvim kterych je v pribéhu
PDT fizena destrukce nadoru: (1) pfimy cytotoxicky efekt volnych radikald a
produktl oxidace na nadorové buriky, (2) poSkozeni cévniho systému nadoru a

(3) aktivace imunitni odpovédi organizmu proti nadorovym burikam.

3.1.4.1 Pfima cytotoxicita

Rozsah fotopoSkozeni a cytotoxicita zavisi na typu fotosenzitivni latky, jeji
intra- a extracelularni lokalizaci, podavané davce, celkové davce zareni,
dostupnosti kysliku a ¢asovym intervalem mezi podanim léCiva a ozafenim.
PDT indukované cytotoxické radikaly maji kratkou Zivotnost a jsou schopny
ucinku pouze na kratkou vzdalenost. V pfipadé singletniho kysliku je poloCas
Zivotnosti méné nez 40 ns, diky ¢emuz je jeho dosah pfiblizné 20 nm. Toto tedy

poukazuje na skuteCnost, ze pro cytotoxicky efekt fotodynamické terapie je
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lokalizace fotosenzitivni latky kliCova, napfiklad fotoperoxidace membranového
cholesterolu a nenasycenych fosfolipidi vede ke zménam v propustnosti
membrany, ztraté pruznosti, cross-linku aminolipidd a polypeptidi a inaktivaci
enzymU a receptorl asociovanych s membranou. Inaktivace membranového
transportniho systému, depolarizace plazmatické membrany a inhibice enzymu
zajistujicich opravu DNA, muze predchazet inaktivaci mitochondrialnich
enzymu, coz byva kli¢ovym dé&jem vedoucim k buné&né smrti. Dale napfiklad
lipofilni fotosenzitivni latky mohou penetrovat do jadra a zpUsobovat poskozeni
DNA a membrany jadra. Toto je spojeno s uvolnénim laktat dehydrogenazy a
imunitnich mediatoru. VSechny imunitni modulatory maji rychly nastup ucinku a
vedou k rozvoji PDT — indukovaného cévniho poskozeni, které je popsano nize
(Kudinova et Berezov, 2009; Huang et al., 2008; Bisland et al., 2004).

3.1.4.1.1 Typy bunécné smrti

Ackoliv muze fotodynamicka terapie indukovat mnoho bunécnych a
signalizacnich pochodl v burice, jejim hlavnim cilem je indukovat buné&cnou
smrt. Morfologicky miazeme rozliSit 3 formy programované bunétné smrti:
apoptézu, nekrézu a autofagii. Hlavnimi faktory, které urcuji, jaky typ smrti
nastane, jsou typ bunky, bunécna lokalizace fotosenzitivni latky a plosna
hustota svételné energie. Pfedpoklada se, Ze pfi niZzSich davkach PDT dochazi
s vétSi pravdépodobnosti k apoptdze, pfi vysSich k nekréze. Obecné plati, ze
fotosenzitivni latky, které se prednostné akumuluji v mitochondriich (napf.
porfyrinové PS) ¢i v membranach bunéénych organel (napf. hypericin) vedou pfi
urCitt mife oxidacniho stresu k apoptdéze. Latky, které se akumuluji
v plazmatické membrané&, mohou zpuUsobit rychly zvrat ve prospéch nekrozy
pravdépodobné diky ztraté integrity plazmatické membrany a rapidnimu
vyCerpani intracelularnino ATP. Né&které kationické porfyriny se béhem
ozafovani presunuji z plazmatické membrany do cytozolu, coz vede
ke specifické fotoinaktivaci prokaspazy 9 a 3 a inhibici apoptézy ve prospéch
nekrozy, avSak tento mechanismus je stale nejasny (Buytaert et al., 2007;
Robertson et al., 2009; Agostinis et al., 2004).
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Nekrdza je, na rozdil od apoptézy, vzdy patologicky proces, pfi némz
dochazi k nasilné a rychlé destrukci, ktera se rychle v bunécné populaci Sifi. Je
charakterizovana procesy, mezi které patfi bobtnani cytoplazmy, devastace
organel a narusSeni plazmatické membrany vedouci k uvolnéni intracelularniho
obsahu do okolniho prostfedi a v in vivo podminkach k zanétu. Nekréza muze
byt zpusobena rdznymi vlivy jako napf. pokles hladiny ATP, zvySeni
koncentrace ROS a vapniku v cytoplazmé, enzymatické a mechanické
posSkozeni bunék (Necas et al., 2009; McCall, 2010).

Apoptdza neboli aktivni buné€na smrt mize byt popsana jako regulovana
bunéfna sebevrazda, ktera je spousténa extra- i intracelularnimi faktory.
Apoptéza vede kifadé charakteristickych morfologickych, biochemickych a
energetickych zmén, jejichz vysledkem je systematicka a kontrolovana bunécna
destrukce a tvorba apoptotickych télisek s bunénymi organelami uvnitf, které
jsou nasledné fagocytovany. Diky tomu je, na rozdil od nekrézy, zabranéno
nekontrolovanému uniku intracelularniho materialu do okoli, a tudiz nedochazi
k masivnimu poSkozeni okolnich bunék a zanétu. Pfi apoptdéze tedy dochazi
k smrsténi bunky a dalSim vyraznym zménam, jako jsou kondenzace
chromatinu v jadfe, fragmentace jadra a nasledna segregace bunky
do jednotlivych apoptotickych télisek (Plaetzer et al.,, 2003; Byutaert et al.,
2007; Robertson et al., 2009).

Pfi apoptdéze dochazi k aktivaci cysteinovych proteaz zvanych kaspazy,
které koordinuji proces bunétné destrukce a buné&tnou smrt. Tyto kaspazy
mohou byt aktivovany dvéma rlznymi mechanismy, vnéjSi a vnitini
apoptotickou drahou. VnéjsSi apoptoticka draha je iniciovana vazbou faktoru
smrti (napf. FasL, TNF-a, TRAIL) na pfislusny receptor smrti (DR — death
receptor) na povrchu buiky. Tento proces indukuje klastrovani DR a
intracelularni tvorbu komplexu DISC (,death — inducing signaling complex®),
ktery aktivuje enzymy kaspazu 8 a 10. Tyto enzymy dale Stépi a aktivuji
efektorové prokaspazy 3 a 7. Vnitfni apoptoticka draha je spousténa raznymi
extracelularnimi a intracelularnimi stresovymi faktory a vyvojovymi podnéty a
vyZzaduje permeabilizaci vnéjsSi mitochondrialni membrany vedouci k uvolnéni
apoptotickych molekul jako napf. cytochrom c do cytoplazmy. Cytozolarni
cytochrom ¢ se vaze na Apaf-1, ktery v pfitomnosti ATP vede k aktivaci
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prokaspazy 9 a spolu tvofi oligomerni komplex zvany apoptozom, ktery méni
prokaspazu 9 na kaspazu 3, ktera funguje jako efektorova proteaza, ktera
nasledné Stépi dalSi proteiny metabolické drahy, coz vede k bunécné smrti
(Agostinis et al., 2004).

Autofagie je bunélny program pro recyklaci bunécnych komponent
béhem hladovéni nebo pro odstranéni poskozenych organel a podporu preziti
buriky. V pfipadé, Ze je poSkozeni rozsahlé, pfedstavuje autofagie dalSi typ
bunécné smrti. Autofagie je katabolicky mechanismus, ktery burice umozniuje
udrzovat rovnovahu mezi syntézou, degradaci a recyklaci bunécnych produktu.
Existuje mnoho autofagialnich procest a vSechny zahrnuji lysozomalni
degradaci bunélnych organel a proteind. VétSina znamych mechanismu
postupuje nasledujicim zpUusobem: dvoumembranova struktura zvana
autofagozom obklopi cilovou oblast a wvytvofi vacek, ktery oddéli obsah
od zbytku cytoplazmy. Tento vacek je nasledné transportovan k lysozomu a
fuzuje s nim, coz vede k vytvofeni struktury zvané autofagolysozom, jehoz
obsah je nasledné degradovan lysozomalnimi hydrolazami. Vedle usnadnéni
likvidace nezadoucich proteinli, organel a mikroorganismd umoznuje autofagie
bunice preskupit zZiviny z vedlejSich do pro zivot nezbytnych procest béhem
hladovéni. Stale neni jasné, jakym zpusobem autofagie ovliviiuje vysledek PDT.
Obecné sav€i bunky vyuzivaji autofagii jako obranu proti ROS — fizenému
poskozeni pomoci odstranéni poskozenych organel. V zavislosti na typu ROS a
stupni oxidativniho poSkozeni mize PDT stimulovat autofagii, ktera bud reaguje
cytoprotektivné nebo indukuje bunéénou smrt. Autofagie maze hrat roli i v PDT-
indukované apoptéze, tyto dva procesy vSak mohou nastavat nezavisle jeden
na druhém (Mroz et al., 2011; Kessel et al., 2006; Reiners et al., 2010; Scherz-
Shouval et al., 2007; Sasnauskiene et al., 2009; Kessel et Oleinick, 2009).

3.1.4.2 Poskozeni cévniho systému nadoru

Rozvoj cévniho poskozeni byl v minulosti podrobné popsan u Fady
fotosenzitivnich latek v€etné Photofrinu 2, purpurinli, ftalocyanini a NPe6.

Casovy interval mezi iniciaci poSkozeni a vaskularni okluzi se li§i nador
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od nadoru a také mezi fotosenzitizéry. Ozareni fotosenzitivni latky, ktera bud
cirkuluje v krevnim fecisti akumulovana v endotelialnich bunkach nebo je
navazana na stény cév, vede ke kolateralnimu poskozeni endotelialnich bunék,
které je charakterizovano ztratou tésnych spoju mezi bufikami a obnazeni
vaskularnich bazalnich membran. Toto primarni poSkozeni uvnitf lumenu cév
vede k tvorbé trombogennich mist a iniciaci kaskady fyziologickych reakci napf.
agregaci trombocytu, uvolnéni vazoaktivnich molekul, adhezi leukocytd, zvySeni
vaskularni permeability a konstrikci cév. Mikrovaskularni kolaps, omezeni
prutoku krve a hemoragie mohou vést k trvalé post-PDT nadorové hypoxii a
pozitivnimu efektu na IéCbu nadoru. Fotosenzitivni latky navazané na nosic
(albumin, LDL, HDL) maji vysSi afinitu k endotelialnim burikam a nadorovému
mikrovaskularnimu endotelu diky pfitomnosti velkého mnoZstvi specifickych
receptord v nich. Tato skute€nost mize byt aditivnim faktorem ve vychytavani
fotosenzitivni latky a retenci v nadorové tkani. Ackoliv by se dalo oCekavat, Ze
pritomnost fotosenzitivni latky v cévnim systému i cilovém bunééném
kompartmentu povede ke zvySenému kombinovanému efektu, bylo zjisténo, Ze
odpovéd na kombinovanou cévni — bunénou PDT nekoreluje s koncentraci
fotosenzitivni latky v burikach nadoru. Z tohoto duvodu by pfi této PDT muselo
byt svétlo aplikovano béhem podavani fotosenzitizéru a pokraCovat i
po dokonceni podavani fotosenzitizéru, diky ¢emuz by bylo pravdépodobné
dosazeno maximalniho u€inku PDT (Huang et al., 2008; Henderson et Fingar,
1987; Fingar, 1996; Abels, 2004; Huang et al., 2005). Schematické znazornéni
PDT pfi akumulaci fotosenzitivni latky v bunice a v cévach je zobrazeno na

obrazku ¢&. 13.
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Obr. €. 13: Bunéc¢na vs. Vaskularni PDT (Huang et al., 2008).

A — dlouhy interval mezi podanim l|éCiva a ozafenim (DLI, >24 h)
umoznuje fotosenzitivni latce akumulaci v cilové oblasti a diky tomu zpUsobovat

intracelularni poskozeni.

B — Pfi kratkém DLI (< 30 min) fotosenzitivni latka pfi ozareni stale

cirkuluje v krevnim fecisti a zpusobuje zejména cévni poskozeni.

3.1.4.3 Imunitni odpoveéd

PDT - indukovana imunitni odpovéd a CasteCna protinadorova specificka
imunita byla studovana na rlznych zvifecich modelech. Za urcitych
experimentalnich podminek PDT zpuUsobuje vyrazné, avSak kratce trvajici a
reverzibilni potlaceni imunitniho systému. Nicméné na rozdil od chemoterapie a
radiaCni terapie PDT nezplsobuje zavazné negativni ucinky na hostitelském
imunitnim systému. Vyzkumy ukazaly, Ze protinadorové-specificky imunitni
proces a posileni hostitelského imunitniho systému muze hrat dulezitou roli
v sekundarni cytotoxicité, v ziskani dlouhotrvajici kontroly nad nadorem nebo
kompletni nadorové reakci na PDT, a to i prestoZe tyto procesy nejsou
pro vSechny buriky nezbytné letalni, popf. relevantni pro zahajeni eliminace
nadoru. Studie na zvifatech ukazuji, Ze v bunéfnych membranach vznikaji
zanétlivda poSkozeni a stény cév I|éCenych oblasti zainaji po PDT
shromazdovat neutrofily, zirné buriky a monocyty. Tyto bufiky mohou také
uvolnovat dalSi zanétlivé mediatory umoznujici masivni shromazdovani bunék
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imunitniho systému v oblasti nadoru. Tyto imunitni bufiky a nespecifické
imunitni efektory maji velky dopad na destrukci nadord. PDT mulze také
aktivovat expresi a produkci nékolika cytokinl jako napf. IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10
a TNF-a. Ty mohou hrat dulezitou roli v regulaci hostitelské imunitni odpovédi
zahrnujici jak lymfoidni, tak nelymfoidni burnky. Soucasné klinické studie
naznacCuji, ze PDT muUze zvySit vychytavani nadorovych antigenu
prostfednictvim s nadorem asociovanych antigen prezentujicich bunék (APC) a
zajistit zapojeni lymfocytl. Studie také naznacuji, ze bunécné lyzaty PDT —
lé€enych bunék mohou slouzit jako uc€inné vakciny, nicméné mechanismus
zesileni hostitelské protinadorové imunitni odpovédi na PDT — vakcinu je stale
nejasny. Tyto pokroky pfi porozuméni PDT — fizené imunitni odpovédi mohou
vést k pokusim o optimalizaci PDT - Fizenych protinadorovych metod
prostfednictvim modulace dulezitych zanétlivych/ imunitnich mediatoru
(Korbelik, 1996; Canti et al., 2002; van Duijnhoven et al., 2003; Nowis et al.,
2005; Yamamoto et al., 1991; Krosl et al., 1995; Gollnick et al., 2003; Castano
et al., 2006; Abdel-Hady et al., 2001; Korbelik et al., 2004).

3.1.5 Fotodynamicka reakce v téle

Béhem fotodynamické terapie se fotosenzitivni latka, jejiz zplsob podani
zavisi na lokalizaci nadoru, selektivné akumuluje v nadorové tkani, a to diky
fyziologickym rozdilm mezi nadorovou a zdravou tkani. Akumulace v nadorové
tkani a dosazeni maximalniho poméru koncentraci nadorova/ zdrava tkan muze
trvat od 3 do 96 hodin v zavislosti na pouzité fotosenzitivni latce a druhu
nadoru. Fluorescence pfi fotodynamické terapii muze byt nasledné vyuZzita
pro lokalizaci a diagnostiku nadorové tkané. BunéCna destrukce muze nastat
nékolika rdznymi drahami, pfi€emz jedna z nich zplUsobuje poskozeni cévniho
zasobeni pomoci edému a dalSi z nich vede k pfimé bunéfné smrti pomoci
nekrézy. Uvnitf téla reaguje fotosenzitivni latka s nadorovymi burfkami
pravdépodobné prostfednictvim LDL (low-density lipoprotein) receptoru.
Nadorové bunky maji vysSi hladiny LDL receptoru, a tak je LDL-fotosenzitizér

komplex malignimi bunkami preferenéné endocytovan. Dale je selektivni
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akumulace fotosenzitivni latky nadorovou tkani zpisobena pravdépodobné diky
jinému intracelularnimu  pH (u nadorovych bunék nizsi), defektnimu
mikrovaskularnimu komplexu, Spatnému systému pro odvod lymfy
u nadorovych bunék, relativné velkému mnozstvi nové syntetizovaného
kolagenu a veétSimu intersticialnimu objemu (Ormond et Freeman, 2013;
Chowdhary et al., 2003; Moan et Peng, 2003).

3.1.5.1 Reakce na bunédéné urovni

Vigvivs

po PDT je propojeni znalosti bunétné biologie a drah pFfenosu signall
s transkripénimi faktory, regulaci bunécného cyklu, zanétlivymi reakcemi a
bunéCnou smrti, jelikoz nékteré drahy pfenosu signalu jsou aktivovany PDT.
Zkoumani a porozuméni efektim PDT na drahy pfenosu signalu a odpovédi
buriky na stres (hypoxie a angiogeneze) mohou umoznit optimalizaci PDT a tim
studia patfi analyza vlivu PDT na zmény hladin vapniku, jeji efekt na lipidovy
metabolismus a proteiny v burice (exprese tyrozinkinaz, transkripnich faktor(

apod.), ¢i zmény v adhezi buriky a cytokin (Robertson et al., 2009).

3.1.5.1.1 Vapnik

Pfi in vitro PDT se zjistilo, Zze v bunkach dochazi k nartstu hladiny
celkového intracelularnino vapniku, coz je spojeno bud s bunénou smrti Ci
za urcCitych podminek s buné€nym prezitim. Narust intracelularnich koncentraci
Ca?* se zfejmé déje prostrednictvim pfilivu Ca?* skrz iontové kanaly uvolnénim
Ca?* ulozeného v endoplazmatickém retikulu a mitochondrii a aktivaci
mechanismu vymény iontl. Vzhledem k tomu, Ze Ca?* predstavuje dulezité
propojeni mezi mnoha drahami aktivovanymi pfi PDT a ma tedy zasadni vliv
na jeji efekt, je Ca* jednim z dulezitych cil vyzkumG (Nowis et al., 2005; Haqq
et al., 2005).
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3.1.5.1.2 Lipidovy metabolismus

V burice existuje mnoho vzajemné propojenych drah mezi Ca?* a
lipidovym metabolismem. Rychlé uvolnéni metabolitl kyseliny arachidonové
bylo pozorovano v mnoha pfipadech po PDT, které muze byt zplsobeno
aktivaci fosfolipazy A2 (PLA2), coz je membranovy enzym aktivovany Ca?*, a
muUze vést k apoptéze. Ceramid je stresem indukovany sekundarni messenger
(druhy posel), ktery se tvofi ze sfingofosfolipidi (jsou souc€asti bunééné
membrany) sfingomyelinazami. Tyto enzymy S$tépi sfingofosfolipidy jako je
sfingomyelin na fosforylcholin a ceramid. Navic muze byt ceramid tvofen
de novo syntézou pusobenim enzymu ceramid syntazy. Bylo zjiSténo, ze
sfingolipid ceramid funguje jako ucinna sekundarni efektorova molekula, ktera
reguluje rdzné bunécné procesy vc€etné apoptdzy, senescence, bunécného
cyklu a bunécéné diferenciace. Ceramid také aktivuje fadu enzymu zapojenych
v odpovédi bunky na stres, a to vCetné protein kinaz a protein fosfataz.
Ve vétsiné bunék se obecné hladiny ceramidu v bunkach po PDT zvySuji, coz
vede k bunécné smrti (Nowis et al., 2005; Haqq et al., 2005; Castano et al.,
2005).

3.1.5.1.3 Proteiny

Diky jejich hojnosti a relativné vysokym konstantam rychlosti pro reakce
s 102 a dal$imi reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS) jsou proteiny povazovany
za hlavni cil fotodynamické reakce. Jednotliva aminokyselinova rezidua se
v rychlosti reakce s 'O2 dramaticky lisi, coz vede k selektivnimu poskozeni
konkrétnich bo€nich aminokyselinovych fetézcl. P¥i fyziologickych podminkach
reaguji cystein, methionin, tyrozin, histidin a tryptofan s 1Oz rychlosti >10’'M* s,
Tato aminokyselinova rezidua jsou primarnim mistem oxidativnich modifikaci
proteind. Cystein a methionin jsou oxidovany zejména na sulfoxidy, histidin
poskytuje tepelné nestabilni endoperoxid, tryptofan produkuje  N-
formylkynurenin a tyrosin podstupuje fenolické oxidativni parovani. V rozmezi

pH 7,0-8,5 jsou nejvice citlivé na fotooxidaci bilkovinné sulfurhydrylové skupiny
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nasledované histidinem, tryptofanem a tyrozinem. Odstranéni vodikovych
atomU z cysteinovych rezidui vede k produkci thiolovych radikald, které

podstupuji cross-link s druhym thiolovym radikalem a vytvari disulfidové mustky.

V kontrastu s vySe uvedenym hydroxylovy radikal reaguje s vétSinou
aminokyselin rychlosti odpovidajici rychlosti difuze. Z tohoto divodu zavisi
poSkozeni proteint prostfednictvim HOe+ na koncentraci cilovych sloucenin a
reaktivitt primarné tvofenych produktd. Napfiklad oxidace tyrozinu
hydroxylovym radikalem vede k vytvofeni tyrosylového radikalu. Tento typ
reakce vede bud k regeneraci tyrozinu nebo pfidavkem Oz "+ k vytvofeni tyrozin
hydroperioxidu. V proteinech je tvorba tyrozin hydroperoxidu upfednosthiovana
v pfipadé, Zze se tyrozin nachazi na N-konci. Vodikové vazby Oz
s aminoskupinami podporuji adi¢ni reakce, a tudiz i tvorbu tyrozin
hydroperoxidu. A tak i bez pfimé reakce s aminokyselinovymi residui Oz
pFispiva k posSkozeni proteinl prostfednictvim uvolfovani Fe z [4Fe-4S] klastru
ucastnicich se reakci s meziprodukty reakci volnych radikald a tvoficich
peroxynitrit (ONOO"). Peroxynitrit reaguje pfimo se siru-obsahujicimi
aminokyselinami a je zdrojem vysoce oxidativnich uhli¢itanovych radikall
(Davies, 2005; Garrison, 1987; Winterbourn et al., 2004; Das et al., 2010;
d’Alessandro et al., 2000; Nagy et al., 2009).

Vedle fotooxidace aminokyselinovych reakci mohou probihat i dalSi
reakce. Ty zahrnuji vazbu fotosenzitizér — protein a proteinovy cross-link
prostfednictvim parovani 2 tyrozinovych jednotek. Kovalentni cross — link, ktery
je povazovan za sekundarni reakci mezi produkty fotooxidace
aminikyselinovych rezidui s dalSimi skupinami v proteinu, vede k tvorbé
molekulovych agregati. Napfiklad PDT s mitochondrialnimi fotosenzitivnimi
latkami vede k efektivnimu cross-linku STAT3 proteinu (z ang. "Signal
Transducer and Activator of Transcription”) a menSimu mnozstvi STAT1 a
STAT4 proteinu. Zajimavé je, Ze tyto proteiny byly nalezeny v cytosolarnich a
jadernych  bunélnych frakcich, tudiz v signifikantni vzdalenosti od
mitochondrialni produkce Oz -« béhem PDT. Z tohoto duvodu se zda, ze se této
reakce UCastni i dals$i ROS ¢&i 'Oz generované radikaly. Vedle toho je znamo
mnoho dalSich proteinovych cross-linkG: multimerizace proton — translokujici

ATPazy na vnitini strané mitochondrialni membrany, cross-link membranovych
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proteinu v lidskych erytrocytech, tvorba multimernich komplext hem-vazebnych
protein. Kvuli mnozZstvi potencialnich mechanismi je mechanismus
urcit. Napfiklad karbonylové skupiny oxidovanych proteinG mohou reagovat
s N&- amino skupinami lyzinovych derivatl v okoli proteinu, oxidace dvou
cysteind muze vést k intramolekularnim disulfidovym derivatiim, apod. (Benov
et al., 2012; Afonso et al., 1999; Benov, 2015).

Modifikace jednotlivych proteinl nezavisi pouze na obsahu citlivych
aminokyselinovych zbytkl, ale také na jejich pozici ve slozeném proteinu.
Z tohoto duvodu se proteiny podstatné [iSi v citlivosti na poSkozeni
prostfednictvim fotodynamické terapie. DalSim faktorem, ktery ovliviuje
poSkozeni po PDT je blizkost fotosenzitivni latky k nachylnym mistim, coz
souvisi s lokalizaci fotosenzitivni latky. Napfiklad PDT s rodaminovymi derivaty
vede k oxidaci NAD(P)H, avSak tento jev neni pozorovan v pfipadé PDT
vyuzivajici Photofrin, Verteporfin, AIPcS4, TPPS4 a to i pfesto, Ze byly tyto latky
nalezeny v mitochondriich také. Tato pozorovani naznacuji, Zze i presto, ze cili
na stejnou organelu, jsou rizné fotosenzitizéry lokalizovany v blizkosti jinych
biologickych cili a podporuji koncept mistné specifického efektu vyvolaného

pomoci *O2 fizené oxidace (Nowis et Golab, 2008).

Jako dusledek foto — indukovanych modifikaci ztraci protein svou
katalytickou, signalizaéni nebo jinou esencialni funkci. Jelikoz je vétSinou
oxidativni poSkozeni protein neopravitelné, vede k bunétné smrti (Pattison
et al., 2012; Benov et al., 2012; Al-Mutairi et al., 2007).

3.1.5.1.3.1Intracelularni proteiny zapojené v reakci bunky na reaktivni kyslikové
radikaly

3.1.5.1.3.1.1 Superoxid dismutaza (SOD) (Nowis et Golab, 2008)

Produkce superoxidu v eukaryotnich bunkach predstavuje potencialné
velkou hrozbu. Podle odhadli se denni produkce superoxidu pohybuje okolo
1.10° radikald za den, coz pro 75 kg vaziciho Clovéka predstavuje 2 kg
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superoxidu za rok. Z tohoto divodu si burniky vyvinuly efektivni mechanismus,
ktery jim umozniuje se s tim vyrovnat. Superoxid dismutaza katalyzuje dismutaci

superoxidovych radikalt na peroxid vodiku a molekularni kyslik:
_ 50D
207 +2H =3 H:0:+0:

V pfirodé nachazime 3 rozdilné izoformy superoxid dismutazy: (1)
mangan obsahujici (Mn), ktera se nachazi v mitochondridlni matrix a je znama
pod nazvem SOD2, dale (2) méd - zinek obsahujici (Cu, Zn), ktera je
exprimovana v cytozolu s nazvem SOD 1, a (3) extracelularni izoforma enzymu
(EC-SOD). V burikach je nejvice zastoupena izoforma SOD1 v relativhé
konstatni hlading, naproti tomu je exprese SOD2 indukovana riznymi okolnimi
stresovymi podnéty. EC-SOD je exprimovana zejmeéna v extracelularnich

tekutinach jako je napf. lymfa, synovialni tekutina a plazma.

3.1.5.1.3.1.2 Katalaza (CAT) (Nowis et Golab, 2008)

Kataldza se ucastni reakce pfemény peroxidu vodiku na vodu a
molekularni kyslik a spole¢né s gluthation peroxidazou hraje kliCovou roli

v odstranovani peroxidu vodiku:

m:0: ATy wo0+0,

Katalaza je hlavnim enzymem odstranujicim peroxid vodiku pfi jeho
vysoké intracelularni koncentraci. Jeji tzv. scavengerova aktivita je jednou
z nejvyssich u dosud znamych enzymu — kazdou minutou degraduje vice nez
6.108 H202 molekul. Savéi katalaza ma také omezenou peroxidazovou aktivitu,
avSak rychlost této reakce je relativné mala. Zda se, Ze pfi nizkych
koncentracich H202 pfevlada peroxidazova aktivita, zatimco pfi vysSich
koncentracich H20: pfevlada Kkatalyticka aktivita. Katalaza se vyskytuje

v riznych organelach (napf. v mitochondriich, endoplazmatickém retikulu),
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pficemz vétSina je exprimovana v peroxizomech. Katalaza mlze také hrat

cytoprotektivni roli v PDT — ovlivnénych bunkach.

3.1.5.1.3.1.3 Gluthation (GSH) (Nowis et Golab, 2008)

Glutathion je tripeptid (y-L-Glutamyl-L-cysteinylglycin), ktery se
v bunkach vyskytuje v milimolarnich koncentracich (-1-10 mM). Obsahuje
neobvyklé peptidové spojeni mezi aminoskupinou cysteinu a karboxylovou
skupinou glutamatového postranniho fetézce. Gluthation se vyskytuje
v cytozolu, mitochondriich a jadfe. Obecné =zavisi antioxidacni charakter
thiolovych skupin na iontu siry, ktery se mize jednoduSe vyrovnat se ztratou
jednoho elektronu. Redukovany gluthation reaguje s radikalem (Re) za tvorby
thyilového radikalu (GSe), ktery dale dimerizuje a vede k tvorbé neradikalového

produktu — gluthation disulfidu:

GSH+R+ ——> GS++RH

GS*+GSe —> GSSG

Nasledné je GSSG redukovan zpét na GSH v reakci katalyzované gluthation

reduktazou v pritomnosti NADPH:
GSSG + NADPH + H* —> 2GSH + NADP*

Draha, ktera prevlada pfi znovuobnoveni GSH, je de novo syntéza.
Pomér GSH ku gluthation disulfidu (GSSG) je kriticky pro udrzovani bunééné
redoxni rovnovahy. Za fyziologickych podminek ma intracelularni prostfedi
redukéni potencial a GSH/GSSG pomér dosahuje hodnot 100 a vice. Z tohoto
divodu predstavuje GSH/GSSG systém hlavni cytosolovy redoxni pufr.
Zvysujici se mnozstvi GSSG je obvykle pfechodné, jelikoz je GSSG gluthation

reduktazou rychle redukovan na GSH.

Vaigvivs

mechanismu uvnitf bufky. Jeho cytoprotektivni role je zavisla na nékolika
unikatnich znacich této molekuly. Gluthation funguje jako kofaktor nékolika

natioxidativnich enzymu (napf. gluthation peroxidazy, gluthation —S— tranferazy
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apod.). Navic gluthation se sam o sobé zapojuje do pfimého odstranéni
hydroxylového radikalu a singletnino Kkysliku a prostfednictvim reakce
s gluthation peroxidazou pomaha v eliminaci vodiku a lipidovych peroxidu.
Gluthation je také schopen regenerace vitaminu C a E zpét na jejich aktivované

formy.

3.1.5.1.3.1.4 Thioredoxin (Nowis et Golab, 2008)

Thioredoxin (TX) je maly (10-12 kDa) multifunkéni disulfid obsahujici
redoxni protein, ktery obsahuje 2 redoxné aktivni cysteiny na své konzervativni
aktivni strané. Thioredoxin, obdobné jako gluthation, podstupuje reverzni
oxidacné/ redukéni cykly obou cysteinovych skupin. Redukovany thioredoxin
[TX-(SH)2] redukuje oxidované proteiny a pfechazi na oxidovanou formu [TX-
(S-S)]. Oxidovany thioredoxin se vraci zpatky na redukovanou formu v NADPH
— dependentni reakci katalyzované thioredoxin reduktazou (TRX). Hladiny
thioredoxinu jsou stokrat az tisickrat nizSi nez v pfipadé gluthationu.
Thioredoxin slouzi jako antioxidant zejména tak, Ze je donorem elektron
pro peroxiredoxin (viz nize). Redukce thiredoxin peroxidazy obnovuje
monomerickou a aktivni formu tohoto enzymu. Navic thioredoxin indukuje

expresi thioredoxin peroxidazy.

Thioredoxin reduktazy (TRXs) jsou selenoproteiny, které obnovuji
redukované formy thioredoxinu s vyuzitim NADPH produkovaného zejména
v pentéza fosfatovém cyklu. TRXs podstupuji reverzibilni oxidacné&/ redukéni
cykly. Thioredoxin reduktazy vyuzivaji thioredoxin jako kofaktor pro redukci
dalSich proteinu jako inzulin nebo dalSi malé molekuly jako napfiklad oxidovany

askorbat nebo peroxid vodiku.

3.1.5.1.3.1.5 Peroxiredoxiny (PRX) (Nowis et Golab, 2008)

Peroxiredoxiny patfi do skupiny proteint, které katalyzuji redukci

peroxidu vodiku pomoci thiolovych sloucenin. Nékdy byvaji zmihovany také
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pod nazvem thioredoxin peroxidazy. V jejich enzymaticky aktivnim misté mivaiji
obvykle cystein, popf. selen. Posloupnost PRX katalyzovanych reakci je

nasledujici:

H202 + PRX-Se* —> OH- + PRX-SOH

PRX-SOH + GSH —> PRX-SSG + H20

PRX-SSG + GSH —> PRX-S* + GSSG

V sav€ich bunkach je exprimovano 6 rliznych izoforem peroxiredoxina,
které se dale rozdéluji do 3 podskupiny (2—Cys, atypické 2-Cys a 1-Cys) na
zakladé poctu a pozice cysteinovych rezidui, které se ucCastni katalyzy. Do
skupiny 2-Cys patfi peroxiredoxiny I-IV. Tyto proteiny obsahuji N- i C- koncova
konzervativni cysteinova rezidua a pro katalytickou funkci vyzaduji zapojeni
obou. Atypické 2-Cys proteiny (peroxiredoxiny V) obsahuji pouze N-koncovy
cystein, av8ak pozaduji zapojeni dalSiho nekonzervativniho cysteinového
rezidua. 1-Cys proteiny (peroxiredoxiny VI) obsahuji pouze N-koncovy cystein,

ktery staci pro jejich katalytickou funkci.

PRX izoformy se nachazi v burice na riznych mistech. PRX | a Il se
nachazi v cytozolu, PRX Ill v mitochondriich, PRX IV v extracelularnim

prostoru, PRX V v mitochondriich a peroxizomech a PRX VI v cytozolu.

Relativni mnozstvi peroxiredoxinovych enzym( v savéich burikach
zifejmé chrani bunécéné slozky pomoci redukce nizkych hladin hydroperoxidi a
peroxinitritd, které jsou produkovany v pribéhu normalniho buné&ného
metabolismu. Bunky samy produkuji H202 pro ucely bunécné signalizace. Tato
tzv. messengerova funkce vyZaduje, aby jeho koncentrace rapidné narostla
nad zakladni hladinu a vyzaduje také urCité obranné mechanismy
pred destrukci cytozolarnimi peroxiredoxiny. V burice jsou pravdépodobné 2
rozdilné mechanismy, které mohou byt zodpovédné za docasnou inaktivaci

peroxiredoxinl | a Il:

1) Fosforylace pomoci Cdk2, ktera je aktivovana béhem pfechodu z G2 — M

faze bunécného cyklu.
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2) Hyperoxidace aktivniho mista cysteinu na cystein sulfinovou kyselinu
reverzni reakci katalyzovanou sulfiredoxinem. Hyperoxidace byla
pozorovana také u bunék, které byly vystaveny velkému oxidacnimu

stresu.

3.1.5.1.3.151 Peroxynitritova reduktazova aktivita peroxiredoxin(

Radikal oxidu dusného (NO-) a superoxidovy radikal (O2 ), které jsou
v bunkach Casto produkovany soubézné, rychle reaguji za tvorby peroxynitritu
(ONOO"). Peroxynitrit je pro buriku extrémné toxicky, jelikoZz se snadno
pfeménuje na dva radikaly HO+ a NOz prostfednictvim hemolytického rozkladu
nebo na COs ° pfi rychlé reakci s CO2. Bohuzel obranny mechanismus proti
témto dusikovym oxidantiim neni prozatim znam. Obdobné jako v pfipadé
peroxidu vodiku, peroxynitrit oxiduje thioly ve dvouelektronovém procesu, coz
vede ke tvorbé kyseliny dusité a kyseliny sulfitove, které v pfitomnosti
dostupnych thiolovych skupin vytvafi disulfid (Radi et al., 1991; Bryk et al.,
2000; Wong et al., 2002; Dubuisson et al., 2004; Peshenko et Shichi, 2001;
Comtois et al., 2003).

3.1.5.1.3.1.6 Tyrozin kinazy

Systém pFenosu signalu umoziuje bufikam obdrzet externi podnét a
odpovédét na né&j odpovidajicim zpusobem. Mitogenem aktivované protein
kinazové (MAPK) signalni drahy hraji dilezitou roli v pfenosu signalu
u eukaryotnich bunék, kde reguluji mnoho bunéénych procest a molekul véetné
extracelularnich signalem regulovanych kinaz jako napf. ERK-1/2. Byla
studovana role téchto kinaz v bunécéném preziti po PDT, pfiemz bylo zjisténo,
Zze exprese ERK-1/2 byla u bunék po PDT signifikantné nizZsi se zvysujici se
mirou bunécné smrti, diky Cemuz se pfedpoklada, ze jsou tyto dva procesy

propojeny (Santonocito et al., 2005).

Receptor epidermalniho rustového faktoru (EGFR) je tyrozin kinaza

zapojenda v iniciaci a rozvoji ruznych druhd rakoviny. Bylo zjisténo, ze PDT
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muze indukovat kompletni ztratu EGFR z bunécné membrany a tim indukovat
anti-proliferativni buné€nou odpovéd. Bylo také zjisténo, Ze je zde narust down-
regulace exprese a fosforylace EGFR, coz vede k apoptéze a ustupu

nadorovych metastaz (Santonocito et al., 2005; Huang et al., 2008).

3.1.5.1.3.1.7 Transkripcni faktory

Transkripcni faktory jsou proteiny, které se vazi do tzv. enhancerovych
oblasti genu a interaguji tak, ze transkripce nastava pouze z malé skupiny
promotort. Transkripéni faktory pusobi jako intracelularni poslové, ktefi
propojuji signaly generované receptory s aktivaci asociované zmeény genove
exprese, Casto formujici velké transkripéni komplexy s fadou dalSich
transkripénich faktord a pomocnych proteinl, které jim umoznuji modulaci
transkripce genu. PDT studie ukazaly, Ze promotorové oblasti mnoha genu,
které jsou zapojeny do regulace bunécné proliferace, jsou aktivovany fadou
fyzikalnich a chemickych stresovych faktorl a jsou tedy spojeny jak s indukci,
tak prevenci apoptézy. Z tohoto divodu muize byt PDT vyuzita pro lécbu
nadoru, nebot ma schopnost bud deaktivovat nebo spoustét rizné signalni
drahy, zpomalovat pochody vedouci k pfeziti bunky a vyvolavat tak apoptoticky
stav (Castano et al., 2005; Pazos et Nader, 2007; Davids et al., 2008).

3.1.5.1.3.1.8 Cytokiny

Cytokiny jsou proteiny, které zprostfedkovavaji a reguluji imunitu,
zanétlivé reakce a hematopoézu. Tyto proteiny jsou syntetizovany de novo
v reakci na podnét. Pasobi prostfednictvim vazby na specifické membranové
receptory, které poté burice prostfednictvim sekundarnich prenasecu (Casto
tyrozin kinaz) urCuji, Ze ma byt zménéno chovani, resp. genova exprese.
Odpovédi na cytokiny zahrnuji zvySeni nebo sniZzeni exprese membranovych
proteind (vCetné cytokinovych receptoru), proliferace a sekrece efektorovych

molekul. Ve vétSiné pfipadd mdaze PDT indukovat over— nebo under-expresi
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cytokinll, ktera je Casto spojena s regresi nadoru a jeho moznym vymycenim
(Castano et al., 2005; Buytaert et al., 2005; Santonocito et al., 2005; Roland
et al., 2007).

3.1.5.1.4 Zmény v bunécné adhezi

SavCi buriky adheruji k extracelularni matrix a ostatnim bufkam
prostfednictvim specifickych membranovych receptorl. Tyto receptory patfi
do nékolika skupin: integriny, imunoglobulin G skupiny, selektiny a kadheriny.
Mezi zastupce kadherinové skupiny Ize zafadit napfiklad intracelularni bunécna
adhezni molekulu 1 (ICAM-1) a vaskularni adhezni molekulu 1 (VCAM-1). Tyto
specifické membranové proteiny funguji jako signalni transdukcéni receptory
spoustéjici fadu intracelularnich signalnich drah, které napfiklad reguluji
chovani bunky, vyvoj, zanétlivé reakce ve tkani atd. Zmény adheze
rakovinovych bunék patfi mezi nejvyznamnéjsi dusledky PDT. Tyto zmény jsou
z velké c&asti zplsobeny poSkozenim adheznich molekul lokalizovanych
v bunécné membrané a bylo zjisténo, Zze pokles adheze bunék pfimo koreluje

s poklesem metastatického potencialu nadorovych bunék (Roland et al., 2007).

3.1.5.1.5 Stresové faktory

Jako odpovéd na mnoho stresovych faktoru vcetné tepla, oxidacnich
podminek a toxické latky produkuje burika fadu tzv. heat shock proteint (Hsp) a
glukézou regulovanych proteind (Grp). VétSina Hsp jsou molekularni
chaperony, které vazi, stabilizuji a chrani proteiny ve fazich mezi skladanim,
translokaci pfes membrany a degradaci. Transkripce genu patficich do Hsp
skupiny je pfi stresovych podminkach regulovana mechanismem zahrnujicim
vazbu heat shockovych faktord (HSF) ke specifickym heat shockovym
elementim (HSE). Fotodynamicka terapie mize byt svétlem aktivovany cileny
induktor specifické genové exprese (napfiklad sebevrazedné geny), pokud by
prislusny gen byl spojen sHsp nebo Grp promotory, a tudiz by mohl
zpusobovat bunécnou smrt nebo naopak rezistenci na PDT fizenou laserovou
terapii (Robertson et al., 2009).
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3.1.5.1.6 Hypoxie a angiogeneze

Hypoxie nadorl je spojena s malignim vyvojem, rezistenci
na chemoterapii, PDT a radioterapii, spoleCné se zvySujicim se
metastazovanim a Spatnou prognézou. Mnoho z téchto u€inkd hypoxickych
nadorovych bunék je fizeno kyslikem regulovanou transkripcni aktivaci
specifického setu genu, jejichz vztah k rezistenci na terapii je zatim malo
pochopeny. Hypoxii indukovany faktor HIF-1 je hlavni transkripéni aktivator
kyslikem regulovanych genu, které jsou zapojeny v anaerobnim energetickém
mechanismu, angiogenezi, buné&tném preziti, bunéfné invazi a rezistenci
na lécCiva. Vzhledem k tomu, Zze je PDT schopna rapidni spotfeby tkafiového
kysliku a také uzavirani pfivodu krve prfenasejici kyslik do nadorové oblasti,
muze samotna IéCba vyvolat silnou hypoxii. Z tohoto divodu je vysoka uroven
HIF-1 exprese asociovana s nizkou celkovou bunéfnou odpovédi na PDT
(Robertson et al., 2009).

3.1.5.1.7 Poskozeni DNA

Pfi fotodynamické terapii dochazi také k poSkozeni molekul DNA,
nicmeéneé toto poskozeni nema vétSinou letalni charakter. Po PDT vétSinou
dochazi k oxidativnimu poskozeni DNA bazi, zlomim fetézcu a cross-linkim.
Mutagenni potencial se mezi jednotlivymi druhy bunék li§i, coz miUze odrazet
rozdily v reparaCnich mechanismech. MGzeme tedy fici, Ze DNA poskozujici
efekt PDT je zavisly nejen na typu PDT, ale také na bunéénych mechanismech
opravy DNA a preziti. Pfi fotodynamické terapii je poSkozeni DNA v porovnani
s jinymi metodami IéEby nadord mensi. Ackoliv je syntéza DNA, RNA a proteinu
po PDT ovlivnéna, dochazi k postupné obnové, coz naznacuje, Zze poskozeni
DNA nemusi byt pro bufiku nutné smrtelné (Robertson et al., 2009; Miller et al.,
2007; Kolarova et al., 2000; Ketabchi et al., 1998; Buggiani et al., 2008).
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4 EXPERIMENTALNi CAST

41 MATERIAL A METODY
4.1.1 Material

V této praci byl sledovan ucinek nekovového a zineCnatého derivatu
ftalocyaninu (obr. €. 14 — chemicka struktura pouzitych fotosenzitizért, graf €. 1
— absorpcéni spektra pouzitych fotosenzitizéru), jenz byly nové syntetizovany A.
Cidlinou (2011). Tato fotosenzitivni latka neagreguje ve vodé diky pfitomnosti
osmi substituentl v non-perifernich pozicich. Pfed pouzitim byly fotosenzitizéry

rozpustény v 1x fosfatovém pufru (PBS).

S
8 S X=N¥CHs)I
X

X M —2H, Zn

Obr. €. 14: Chemicka struktura pouzitych fotosenzitivnich latek (ZnPc,
2HPc).

ZnPc - jodid 2,3,9,10,16,17,23,24 oktakis [2(triethylamonio)ethylsulfanyl]ftalocyaninato
zine€Cnatého komplexu

2HPc —jodid 2,3,9,10,16,17,23,24 oktakis [2-(triethylamonio)ethylsulfanyl]ftalocyanin
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Graf €. 1: AbsorpCni spektira pouzitych fotosenzitivnich latek
v koncentraci 0,05 pM: A — nekovovy derivat ftalocyaninu (2HPc); B — zineCnaty

derivat ftalocyaninu (ZnPc).

4.1.2 Bunééné linie a kultivaéni podminky

V této praci byl pozorovan vliv zineCnatého a nekovového derivatu
ftalocyaninu na nadorovou linii karcinomu délozniho Cipku HelLa a dale
na nadorovou bunécnou linii MCF7 (adenokarcinom prsu) a dvou nenadorovych
liniich BJ (lidské fibroblasty) a HaCat (lidské kozni keratinocyty). Tyto bunééné
linie pochazeji z Evropské sbirky bunéénych kultur ECACC a Americké sbirky
bunéénych kultur ATCC (bunéc¢na linie BJ). Bunky byly vpocétu 1.104
inkubovany s fotosenzitivni latkou po dobu 24 hodin ve tmé v kultivacnim médiu
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) pfi 37 °C a 5% CO..

4.1.3 Zdroje zareni a ozarovaci protokol

Pro aplikaci svételného zareni byl pouzit zdroj zareni sloZzeny z LED diod,

ktery byl sestrojen za uCelem ozafeni experimentalnich mikrodesti¢ek. Tento
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zdroj zafeni je patentovan pod cCislem CZ302829B6 (obr. ¢. 15 — specifikace

pouzitého ozafovaciho zafizeni).

Buriky byly ozafeny svétlem o vinové délce 660 nm po dobu 5 mina 33 s
(odpovidajici ploSné hustoté svételné energie 5 Jcm?) a po dobu 66,7 s

(odpovidajici 1 Jcm?). Hustota vykonu zafice byla 15 mWcm™.

Intenzita [AU]

T T ¥ T o
400 00 00 700 800

Vinova délka [nm]

Obr. &. 15: Specifikace pouzitého ozarovaciho zafizeni: A) homogenita

svételného pole; B) emisni spektrum zafice (FWHM — 20 nm).

4.1.4 Metody

41.4.1 MTT test zivotnosti

MTT test se fadi mezi kolorimetrické metody pro hodnoceni metabolické
aktivity. NAD(P)H-dependentni oxidoreduktaza mulze za urcitych podminek
odrazet mnozstvi pfitomnych Zivych bunék. Tyto enzymy jsou schopné
redukovat  tetrazolové barvivo MTT  (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid) na fialovy nerozpustny formazan (obr. ¢. 16 —
znazornéni reakce zmény MTT na formazan). Redukce MTT, které ma Zlutou
barvu, na fialovy formazan probiha pouze v zivych burnkach. Tato redukce
probiha pomoci rozpoustédla (napf. dimetylsuloxid — DMSQO). Po pfidani
rozpoustédla dochazi ke zméné barevnosti roztoku v zavislosti na mnozstvi
tvofeného nerozpustného formazanu. Vysledna absorbance je nasledné

méfena pomoci spektroskopie pfi vinovych délkach 570 a 690 nm.
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3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (E,2)-5-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-1,3-difenylformazan

Obr. €. 16: MTT reakce (http://www.dojindo.com/store/p/302-MTT.html).

Bunky byly inkubovany s fotosenzitivni latkou v pfislusné koncentraci
po dobu 24 hodin. Nasledné bylo kultivaéni médium DMEM nahrazeno
fosfatovym pufrem 1x PBS a bunky byly ozafeny. Bezprostfedné po ozareni
bylo PBS nahrazeno kultivanim médiem DMEM s naslednou inkubaci po dobu
24 hodin. Po 24 hodinach byly jamky dvakrat proplachnuty pomoci 1x PBS a
inkubovany s 50 pl roztoku MTT rozpusténého ve fosfatovém pufru 1x PBS
v koncentraci 0,5 mgml? po dobu 4 hodin. Po inkubaci byl roztok MTT nahrazen
100 ul dimetylsulfoxidu (DMSO) pro rozpusténi krystald MTT. Vysledna

absorbance byla méfena pomoc Tecan Infinite 200Pro readeru.

4.1.4.2 Méfeni produkce reaktivnich kyslikovych radikald

Produkce kyslikovych radikald vznikajicich reakci 1. i Il. typu byla

méfena pomoci dvou fluorescenénich sond a to CM-H2DCFDA a SOSG sond.

4.1.4.2.1 Méfeni reaktivnich kyslikovych radikald, vznikajicich fotodynamickou
reakci I. typu

5-(and-6)-chlorometyl2’,7’-dichlorodihydrofluorescein  diacetat  (CM-
H2DCFDA, Life Technologies, obr. ¢. 17 — chemicka struktura) je chlormetylovy
derivat H2.DCFDA, ktery slouzi jako indikator mnozstvi reaktivnich kyslikovych
radikall a to zejména peroxidu vodiku a jeho downstreamovych produktl. Tato
sonda pasivné difunduje do bunék, kde dochazi k deacetylaci, kdy jsou jeji

acetatové skupiny Stépeny intracelularnimi  esterazami za  vzniku
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nefluorescentniho produktu CM-H2DCF, ktery reaguje s kyslikovymi radikaly

uvnitf buiky za vzniku vysoce fluorescentniho barviva CM-DCF.

Obr. C. 17: Chemicka struktura 5-(-6)-chlorometyl2’,7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetatu (www.thermofisher.com).

Buriky byly inkubovany s fotosenzitivni latkou po dobu 24 hodin.
Nasledné bylo médium nahrazeno 1x PBS pufrem s fluorescen¢ni sondou CM-
H2DCFDA o vysledné koncentraci sondy 10 uM a buriky byly inkubovany
po dobu 20 minut ve tmé. Po této dobé byly bunky ozafeny po dobu 5 min a
33s (5 Jcm™@). lhned po ozéareni byl méfen narast fluorescence pomoci
fluorescenéniho readeru Tecan Infinite 200pro (Tecan Group, Svycarsko).
ExcitaCni vinova délka CM-H2DCFDA sondy je 495 nm a emisni vinova délka
520 nm.

4.1.4.2.2 Méfeni reaktivnich kyslikovych radikald, vznikajicich fotodynamickou
reakci Il. Typu

Singlet oxygen sensor green reagent (SOSG, Life Technologies) je
fluorescencni sonda, ktera je vysoce selektivni pro singletni kyslik, avsak
nevykazuje prakticky Zzadnou citlivost pro hydroxylové a superoxidové radikaly.
V pfitomnosti singletniho kysliku emituje silnou fluorescenci v zelené oblasti

svétla.

Buriky byly inkubovany s fotosenzitivni latkou po dobu 24 hodin.
Nasledné bylo médium nahrazeno roztokem 1x PBS pufru s fluorescenéni

sondou SOSG o vysledné koncentraci sondy 2 uM a bunky byly inkubovany po
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dobu 20 minut ve tmé a nasledné ozareny. lhned po ozareni byl méfen narlst
fluorescence pomoci fluorescenéniho readeru Tecan Infinite 2000pro (Tecan
Group, Svycarsko). Excitaéni vinova délka SOSG je 500 nm a emisni vinova
délka 525 nm.

4.1.4.3 Méfeni mitochondrialniho membranoveého potencialu

5,5,6,6’tetrachloro-1,1°,3,3’ tetraetylbenzimidazolylkarbocyanine chlorid
(JC-1, Biotium, obr. & 18 — chemicka struktura) je karbocyaninové barvivo,
které vykazuje akumulaci v mitochondriich zavislou na potencialu, ktera je
indikovana pomoci emisniho posunu ze zelené fluorescence (~525 nm)
do Cervené oblasti (~590). JC-1 se vyskytuje ve formé& monomeru, ktery
vykazuje zelenou fluorescenci. Ve vysSich koncentracich této latky nebo pfi
vyS$Sim membranovém potencialu dochazi k tvorbé takzvanych J-agregat,
které vykazuji Cervenou fluorescenci. Pomér zelené k Cervené fluorescenci je
zavisly pouze na membranovém potencialu, a ne na dalSich faktorech jako

velikost mitochondrie, tvar atd.

. CHy
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Obr. ¢&. 18: Chemicka struktura 5,5’,6,6’tetrachloro-1,1’,3,3’
tetraetylbenzimidazolylkarbocyanin chlorid (JC-1, Biotium).

Buriky byly s fotosenzitivni latkou inkubovany po dobu 24 hodin.
Nasledné bylo médium nahrazeno fosfatovym pufrem (1x PBS) a buriky byly
ozareny. Bunky byly po ozéafeni inkubovany v kultivaénim médiu po dobu 24
hodin. Poté bylo médium nahrazeno roztokem sondy JC-1 rozpusténé v 1x
PBS pufru na vyslednou koncentraci 2 ug/l a burnky byly inkubovany 20 minut

ve tmé. Po inkubaci byla méfena fluorescence pfi 530, resp. 590 nm
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pfi excitatni vinové délce 490 nm. Fluorescence byla méfena pomoci

fluorescenéniho readeru Tecan Infinite 200pro (Tecan Group, Svycarsko).

4.1.4.4 Kometova analyza (Comet assay)

Kometova analyza se vyuziva pro hodnoceni miry fragmentace DNA.
Tato metoda je =zalozena na schopnosti negativné nabitych fragmentl
pohybovat se v agar6zovém gelu.

Na HelLa bunécnou linii byla aplikovana 5 Jcm2 ZnPC PDT pii EC50,
poté byly buriky ponechany v inkubaénim médiu DMEM k inkubaci po dobu 24
hodin pfi37 °C a 5% CO2. Byla pfipravena sklicka pro naslednou
elektroforetickou separaci, kdy bylo kazdé potazeno 1% standardni (HMP —
high melting point) agarézou rozpusténou v destilované vodé a po uschnuti
vloZeno do susarny na 60°C po dobu 30 minut. Na takto pfipravené skli¢ko bylo
pfidano 85 pl 1% HMP agarézy v 1x PBS a ihned prekryto krycim sklickem.
Skla byla dana ke ztuhnuti do lednice na dobu 30 minut. Po inkubaci byly bunky
s médiem v mikrotitrani desce vystaveny ucinku TrypLE pro jejich uvolnéni ze
dna desky, pfesunuty do mikrozkumavky a centrifugovany v médiu po dobu 2
minut na 150 g. Pelet bunék o objemu 25 pl byl smichan s 85 pl 1%
nizkotuhnouci agarézy (LMP — low melting point) v 1x PBS s teplotou 37 °C.
Smés LMP agardozy a bunék byla pipetovana na policka s HMP agar6zou a
prekryta krycim sklickem. Poté byla skla vlozena na 15 minut do lednice. Po 15
minutach byla odstranéna kryci sklicka, skla byla viozena do kyvety se 100 ml
lyza¢niho roztoku smichaného s 1 ml Tritonu X, vloZena na 60 minut do lednice
a ponechana k lyzaci. Po lyzaci byla skla vioZzena do elektroforetického pufru na
dobu 40 minut. Po 40 minutach byla provedena elektroforeticka separace, ktera
probihala po dobu 20 minut pfi napéti 0,8 Vcm™* a proudu 350 mA. Po
elektroforetické separaci byla skla vloZzena do kyvet a promyvana vychlazenym
neutralizacnim roztokem po dobu 3 x 5 minut. Po promyti byla skla ponechana
k usuSeni a nasledné barvena 20 ul roztoku fluorescenéniho barviva SYBR®
Green (1:10 000) po dobu 15 minut. Nasledné byla skla vyhodnocovana pomoci

fluorescencniho mikroskopu a programu CometScore 1.5 (TriTec, USA).
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4.1.4.5 Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Pro experimenty s vyuZzitim mikroskopu atomarnich sil byly pouzity
specialni Petriho misky o priméru 50 mm se sklenénym dnem WillCo. Do nich
bylo vyseto 1.10° bunék s 2 ml kultivaéniho média DMEM. Snimani bunék
probihalo pfi pokojové teploté s Cerstvé vyménénym kultivaCnim meédiem
pomoci mikroskopu atomarnich sil Bioscope Catalyst od firmy Bruker. Obraz
topografie byl ziskan pomoci PeakForce QNM (Quantitative Nanomechanical
Mapping, Bruker Daltonics, Némecko) skenovaciho modu pfi rychlosti snimani
0,1 — 0,2 Hz a s PeakForce amplitudou 1000 nm. Pro zobrazovani byl pouzit
hrot z nitridu kfemiku s rezonan¢ni frekvenci 16—28 kHz a nominalni hodnotou
konstanty tuhosti 0,12 Nm™. Obrazy ze systému AFM byly zpracovany v
programu Gwyddion 2.40 (Cesky metrologicky institut, Ceska republika).

4.1.4.6 Sledovani zmén aktinové struktury pomoci fluorescenéni mikroskopie

Bunky pro fluorescenéni barveni byly adherované na krycich sklech.
Sterilizované kryci sklo bylo viozeno do Petriho misek o priméru 35 mm a
na né vyseto 5.10* bunék. Adheze bunék probéhla prfes noc. Po adhezi byl
k bunkam pfidan fotosenzitizér v koncentraci EC50 (30 nM) s naslednou
inkubaci 24 hodin ve tmé pfi 37 °C a 5% CO2. Po 24 hodinach byly buriky
ozareny a ponechany k inkubaci 24 hodin ve tmé pfi 37 °C a 5% CO2. Nasledné
byly buriky fixovany 4 % p-formaldehydem po dobu 1 h pfi pokojové teploté.
Bunécna sténa byla permeabilizovana 0,1 % Tritonem X-100 po dobu 10 min
pfi pokojové teploté. Fluorescentné byl znaCen cytoskelet — aktin.
Pro vizualizaci aktinu byla pouzita fluorescencni sonda Alexa Fluor 532
Phalloidin po dobu 1 h v koncentraci 1:200 pfi 37°C. Po kazdém kroku barveni
byly bufky dvakrat proplachnuty fosfatovym pufrem (1x PBS). Fluorescencni
znaceni bylo vyhodnocovano pomoci konfokalni mikroskopu Axio Observe Z1
(Zeiss, Némecko) doplnéného o rotujici disk Yokogawa CSU X1 (Yokogawa,
Japonsko). Byl pouzit imerzni objektiv 63x s 1,4 NA, excitace fluorofort
probéhla systémem laserl, jenz nabizi excitatni vinové délky 405, 488,
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532/561 a 639 nm. Zpracovani fluorescencnich obrazt probéhlo v programu

ImageJ (Wiskonzinska Univerzita, USA).

4.1.4.7 Proteomicka c¢ast

Pracovni postup byl zvolen dle standardnich metod vyuzivanych
na pracovisti Oddéleni biochemie proteind a proteomiky, Pfirodovédecké

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (Petfik, 2013).

4.1.4.7.1 Fotodynamicka terapie

Buriky HelLa byly vpocétu 1.107 inkubovany s fotosenzitivni latkou
o koncentraci EC50 (30 nM) po dobu 24 hodin. Poté byly buriky ozafeny
podobu 5 min a 33 s (odpovida 5 Jcm™?). Nasledné byly burky sbirany
v pfislusném Casovém odstupu — ihned po ozafeni, po 4 hodinach a po 24
hodinach. Bunky byly centrifugovany po dobu 2 minut pfi 1500 rpm.

Supernatant byl odebran a pelet bunék zamrazen pfi -80 °C.

4.1.4.7.2 Lyze bunék

K peletu bunék z jedné kultivacni desky bylo pfidano 100 ul lyza¢niho
pufru. Pomoci Hamiltonovy pipety byla suspenze nékolikrat (alespori desetkrat)
rozsuspendovana. Nasledné bylo pfidano 200 jednotek benzoazy (4 pl). Poté
byla suspenze promichana a inkubovana 15 minut na ledu. Po 15 minutach
byla suspenze centrifugovana po dobu 15 minut pfi 4 °C a 15000 g.
Supernatant byl prepipetovan do Cc&isté mikrozkumavky a nasledné opét
centrifugovan po dobu 30 minut pfi 4 °C a 30000 g.
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4.1.4.7.3 Stanoveni koncentrace proteint pomoci 2-D QUANT-IT Kitu

2-D Quant-iT Kit (Invitrogen™, USA) je kit slouzici pro presné uréeni
koncentrace protein ve vzorku. Tato metoda je zalozena na specifické vazbé
iontd médi na proteiny. Precipitované proteiny jsou resuspendovany v roztoku
obsahujicim méd a nasledné je kolorimetricky méfeno mnozstvi médi, ktera
zustala nenavazana. Intenzita barvy je nepfimo umérna mnozstvi proteint ve

vzorku.
SloZeni kitu:
Precipitant: zpusobuje nerozpustnost proteina.

Ko-precipitant: tento roztok obsahuje Cinidla, ktera koprecipituji s proteiny a

zvySuji u€innost jejich extrakce z roztoku.
Roztok médi: precipitované proteiny jsou resuspendovany s timto roztokem.

Barevné Cinidlo A: toto Cinidlo je smichano s barevnym cinidlem B pro vytvoreni

smeési pouzivané pro méfeni nenavazanych iontd médi.

Barevné Cinidlo B: toto Cinidlo je smichano s barevnym cCinidlem A pro vytvoreni

smeési pouzivané pro méfreni nenavazanych iontd meédi.

Roztok bovinniho sérového albuminu (BSA): roztok pouZzivany pro pfipravu

standardni kfivky.

Nejprve byla vytvofena koncentracni fada bovinniho sérového albuminu
(BSA) s koncentraci zasobniho roztoku 2 mgml?, ktera slouzila jako standard
pro ureni koncentrace protein ve vzorku. KoncentraCni fada je uvedena

v tabulce €. 1.
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Cislo

zkumavky

Mnozstvi
BSA o
1 Ofu] S [ul] 10 [pl] 15 [ul] 20 [ul] 25 [ul]
koncentraci

2 mg/ml

Mnozstvi
proteinut 0 10 20 30 40 50

[ng]

Tabulka €. 1: KoncetraCni fada bovinniho sérového albuminu vytvofena

pro stanoveni koncentrace proteinu v analyzovanych vzorcich.

Nasledné byly pfipraveny mikrozkumavky obsahujici 7,5 pl vzorku. Poté
bylo do kazdé mikrozkumavky pfidano 500 pl precipitantu (v€etné
mikrozkumavek obsahujicich danou koncentraci BSA). Mikrozkumavky byly
kratce zvortexovany a inkubovany 2-3 minuty pfi pokojové teploté. Poté bylo
pfidano 500 pl koprecipitantu do vSech zkumavek v€etné koncentraCni fady,
opét kratce zvortexovano a inkubovano 2-3 minuty pfi pokojové teploté.
Nasledné byla smés centrifugovana pfi 10000 g po dobu 5 minut pro vytvoreni
sedimentu proteind. Po centrifugaci byl pozorovan pelet proteini. Supernatant
byl dekandovan. Ke kazdému peletu bylo pfidano 100 pl roztoku médi a 400 pl
destilované vody. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan 1 ml smési barevnych
Cinidel A a B a vzorky byly promichany. Poté byly vzorky inkubovany pfi
pokojové teploté po dobu 15 minut. Po inkubaci byla méfena absorbance
jednotlivych vzorku pfi vinové délce 480 nm a byla vytvofena standardni kfivka
BSA, na zakladé které byla nasledné vypocitana koncentrace proteind

v jednotlivych vzorcich.

4.1.4.7.4 Precipitace proteinQ

K lyzatu bunék o pfislusném objemu (stanoven tak, aby bylo ve v3ech
vzorcich stejné mnozstvi proteind) byl pfidan vychlazeny aceton

ve Ctyfnasobném objemovém nadbytku, smés byla dikladné promichana a
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inkubovana pfi -20 °C pfes noc. Poté byly vzorky promyvany v Cistém acetonu,
kdy byl precipitat nejprve centrifugovan pfi 4 °C, 20 000 g po dobu 15 minut.
Nasledné doslo k odstranéni supernatantu, promyti peletu 0,5 ml Ccistého
acetonu a centrifugaci vzorku pfi 4 °C, 20 000 g po dobu 10 minut (dvakrat
zopakovano). Od precipitatu bylo opatrné odpipetovano asi 80 % objemu

acetonu a zbytek byl odparen na vakuové odparce.

4.1.4.7.5 Stépeni protein

K proteinovému peletu byl pfidan mocovinovy pufr o objemu 20 ul
na kazdych 100 pg proteinu. Proteiny byly rozpoustény za neustalého michani
(1200 rpm a 25 °C) 2 hodiny. K proteinim bylo pfidano redukéni Cinidlo TCEP
ve vysledné koncentraci 5 mM a vzorky byly inkubovany 45 min ve tmé
pfi pokojové teploté. Po inkubaci bylo ke vzorkiim pfidano alkylaéni Cinidlo IAM
ve vysledné koncentraci 55 mM a nasledovala dalSi inkubace ve tmé
pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Vzorky byly poté zfedény 170 pl
deionizované vody a jejich pH bylo zméfeno pomoci kalibrovanych pH papirku
a Vv pfipadé potfeby upraveno na hodnoty 7,5 — 8,5 pfipravkem 1M TEAB.
Ke vzorkim byl pfidan trypsin v poméru 1:20 (trypsin: proteiny) a vzorky byly
inkubovany 16 hodin pfi 37 °C.

4.1.4.7.6 Purifikace na C18 reverzni fazi

Ke vzorkim byla pfidana 30% kyselina mravenci (TFA) pro snizeni pH
vzorku na hodnotu menS$i nez 5. Byly pfipraveny Macro Spin kolony, které byly
upevnény v mikrozkumavkach o objemu 2 ml. Kolony byly promyty 60 pl
izopropanolu a centrifugovany 5 minut a 4000 rpm. Poté byly promyty 5%
kyselinou mravenci a centrifugovany 5 minut a 2500 rpm. 2ml mikrozkumavky
byly nahrazeny novymi o objemu 1,5 ml. Okyselené vzorky byly naneseny
na kolony a pomalu centrifugovany po dobu 10 min pfi 1500 rpm. Poté byly
kolony 2x promyty 5% kyselinou mraven¢i (2500 rpm, 5 minut). 1,5 ml

mikrozkumavky byly nahrazeny novymi pro zachyceni eluatd. Peptidy byly

71



eluovany pomoci 50% MeOH + 2% kyseliny mravenc¢i (1500 rpm, 10 min).

Eluaty byly vysuSeny na vakuové odparce Speed Vac a uchovany v -20 °C.

4.1.4.7.7 Znaceni peptidi pomoci dimetylace

Vzorek byl rozpustén ve 100 uyl 100mM TEAB. Nasledné bylo
zkontrolovano a popfipadé upraveno pH na hodnotu vrozmezi 5-8,5.
Ke vzorku byla pfidana bud lehka (CH20, Sigma Aldrich) nebo tézka (CD20,
Izotopové laboratofe Cambridge, UK) forma znacky, vzorek byl promichan,
sto€en, byl pfidan 0,6 M NaBH3CN a vzorky byly inkubovany na tfepacce (700
rom) pfi pokojové teploté po dobu 40 minut. Toto bylo zopakovano dvakrat.
Poté byly vzorky pfesunuty do ledu a nasledné do digestofe. Byl pfidan 1%
NH4OH pro zastaveni znaceni. Vzorky byly lehce promichany a sto¢eny. Poté
byla ke vzorkum pfidana 5% kyselina mravenci. Vzorky byly promichany a
smichany po dvojicich, které mély byt vici sobé& porovnavany. Smés byla

odpafrena na vakuové odparce.

4.1.4.7.8 LC-MS/MS analyza

Vzorky byly zméfeny pomoci systému kapilarni chromatografie a
tandemové hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS) s ESI ionizaci (UHR-QTOF
maXis, Bruker Daltonics, Némecko) na analytické koloné plnéné RP fazi
(reverzni faze C18). Sbér dat byl proveden metodou DDA (data dependent
analysis) s cyklickym sbérem MS a variabilniho potu MS/MS spekter ve 2s
cyklu. Surova data byla zpracovana pomoci DataAnalysis (Bruker Daltonics,
Némecko) a byly extrahovany MGF (soubory obsahujici seznam prekurzort a
jejich fragmentacni spektra). Pomoci ProteinScape v3.1 byla provedena
identifikace proteinu s vyuzitim softwaru MASCOT (MatrixScience, Anglie) proti
referenCni databazi HUMAN ziskané z depozitafe UNIPROT. Kvantifikace
proteint byla provedena s vyuzitim souboru nastroju firmy Bruker a vysledna

kvantitativni data byla zpracovana pomoci software Perseus v. 1.3.5 (Max-
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Planck-Institute of Biochemistry, Mnichov, Némecko). Celkové pocty

identifikovanych peptid a proteint jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Pro analyzu zmén hladin proteind byla pouzita relativni kvantifikace,
ktera byla vypocitana jako podil ploch chromatografickych pikd reprezentujicich
peptidy vzorkd znacenych jednou znackou (HeLa buriky ovlivnéné 5 Jcm? ZnPc
PDT v koncentraci EC50) vs plochy chromatografickych piku reprezentujicich
peptidy vzorkl znacenych opacnou znackou (kontrolni HeLa burnky bez ozareni
a fotosenzitivni latky). Tento pomér byl vypocitan pro vSechny detegované
peptidy daného proteinu a byla ur€ena hodnota medianu, ktera byla pouZita
v grafech prezentujich dynamiku zmén hladin proteint v jednotlivych ¢asovych

odstupech po terapii.

4.1.4.8 Statisticka analyza

Data byla analyzovana pomoci statistického software IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp. Kvantitativni
proménné byly prezentovany pomoci priiméri a smérodatnych odchylek (SD),
minimalnich a maximalnich hodnot. Rozdily mezi dvéma nezavislymi vybéry
v kvantitativnich veli¢inach byly ovéfovany dvouvybérovym t-testem. Rozdily
mezi vice nezavislymi vybéry byly hledany pomoci analyzy rozptylu (ANOVA).
Nasledné byly provedeny Dunnettovy post hoc testy, které porovnaly vSechny
vzorky vlcCi kontrole. VSechny testy byly provedeny na hladiné statistické
vyznamnosti a = 0,05. Vysledky, u nichz byla p-hodnota nizSi nez 0,05, byly

povazovany za statisticky vyznamné a jsou v grafech oznaceny hvézdi¢kou.
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4.1.5

Pouzité roztoky, média a chemikalie

DMEM - kultivacni medium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium):
Praskové DMEM (D5523-10L, Sigma); 500 ml 10% fetalniho séra
(F7524, Sigma); 100 ml 1% glutaminu (G7513, Sigma); 100 ml 1%
penicilin/streptomycin (P 4333, Sigma)

DMSO (dimethyl sulfoxid)

Lyzaéni roztok pro ELFO- 1000 ml: 146,1 g 2,5M NaCl; 29,23 g 100
mM EDTA; 1,21 g 10 mM TRIS; pH upravit koncentrovanym roztokem
NaOH na pH =10

Neutraliza€ni roztok pro ELFO- 1000 ml: 48,64 g 0,4 M Tris; upravit
koncetrovanou HCl napH =7,5

Roztok pro ELFO — 1500 ml: 18 g 300 mM NaOH; 0,438 g 1 mM EDTA,
pH =13

Roztok SYBR GREEN

PBS 10x (Phosphate Buffered Saline) — pH 7,4: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4
g KH2PO4; HCI (pro upravu kone¢ného pH); doplnit destilovanou vodou
do1ll

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) (M 5655, Sigma)

DCF  (5-(a-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetat,
acetyl ester (CM-H2DCFDA)) (C6827, Invitrogen)

Quant-iT Protein Assay kit (Invitrogen)

Lyzaéni pufr: 25mM HEPES/NaOH pH 7,5; 150mM NacCl; 1% IGEPAL
CA 630; 0,1% deoxycholat sodny; 0,1% SDS; 1mM MgCI2; 1mM DTT;
1mM PMSF; Roche EDTA free (50x); 1ImM Na3VO4; 10mM NaF; 5mM
B-glycerolfosfat, 1mM Na2MoO4; 4mM tartarat sodny; 10mM butyrat
sodny

Mocéovinovy pufr: 100mM TEAB pH 8,0, 6M mocovina; 2M
thiomoCovina

Redukéni €inidlo: 100mM TEAB pH 8,0; 25mM TCEP

Alkylaéni €inidlo: 100mM TEAB pH 8,0; 330mM IAM

Nanaseci pufr pro C18 purifikaci: 30% TFA

Promyvaci pufr pro C18 purifikaci: 0,4% FA; 2% TFA
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4.1.6

Eluéni pufr pro C18 purifikaci: 90% ACN; 50mM TEAB

Roztok pro rozpusténi peptidi pred MS mérenim: 0,5% FA
Nanaseci pufr A: 1% TFA; 30% ACN

Promyvaci pufr A1: 1% TFA; 50% ACN

Promyvaci pufr A2: 1% TFA; 75% ACN

Nanaseci pufr B: 20% AA; 420mM OSA; 50 mg/ml DHB; 0,1% HFBA
Promyvaci pufr B: 0,1% TFA; 80% ACN

Nanaseci pufr C: 2% TFA; 65% ACN; saturovana kyselina glutamova
(25 mg-mi-1)

Promyvaci pufr C1: 0,5% TFA; 65% ACN

Promyvaci pufr C2: 0,1% TFA; 65% ACN

Nanaseci pufr D: 5% TFA; 80% ACN; 1M kyselina glykolova
Promyvaci pufr D1: 1% TFA; 80% ACN

Promyvaci pufr D2: 0,1% TFA; 20% ACN

Nanaseci pufr E: 0,1% TFA, 70% (v/v) ACN, 3,33M kyselina mlé¢na
Promyvaci pufr: E: 0,1% TFA, 70% ACN

Eluéni pufr 1: 40% ACN; 1% NH40H

Eluéni pufr 2: 40% ACN; 1% NH40H; 50mM ATP

Aktivacni roztok: 100% 2-propanol

Nanaseci a promyvaci roztok: 5% FA

Eluéni roztok: 50% methanol; 2,5% FA

Pouzité laboratorni vybaveni a programy

Laboratorni vahy
Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA)
COz2 inkubator (BioTek, USA)
LED diody (Kingbright Corporation, Taiwan)
Spektrofotometr Synergy HT (Tecan, Svycarsko)
Microsoft Excel (analyza dat)
DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (National Cancer Institute
Frederick Campus, USA)
CometScore 1.5 (TriTec, USA)
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UHR-QTOF maxXis (Bruker Daltonics, Némecko)

DataAnalysis (Bruker Daltonics, Némecko)

ProteinScape v3.1 (Bruker Daltonics, Némecko)

Software MASCOT (MatrixScience, Anglie)

Software Perseus v. 1.3.5 (Max-Planck-Institute of Biochemistry,
Mnichov, Némecko)

Konfokalni mikroskop Axio Observe Z1 (Zeiss, Némecko) doplnény o
rotujici disk Yokogawa CSU X1 (Yokogawa, Japonsko)

Mikroskop atomarnich sil Bioscope Catalyst (Bruker Daltonics,
Némecko)

AFM program Gwyddion 2.40 (Cesky metrologicky institut, CR)
Thermomixer (Eppendorf)

Thermostat (Eppendor)

Sonifikacni lazen (Kraintek)

Centrifuga IEC CL31R Multispeed (Conquer scientific, USA)
Spektrofotometr Synergy H4 Hybrid reader (BioTek)

76



5 VYSLEDKY

5.1 Méreni zmén zivotnosti — MTT test

MTT test je zaloZzen na enzymatické redukci zZlutého rozpustného 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny
formazan, ktery vytvafi fialové zbarvené krystaly hvézdicového tvaru. Mira
konverze MTT na formazan je umérna % zivych bunék. Krystaly formazanu jsou
nasledné rozpustény silnym detergentem (DMSO) a vznikly roztok je
spektrofotometricky méfen. Vysledné hodnoty absorbance byly nasledné
pfevedeny na procenta a vztazeny ke kontrolam v kazdé desce, kdy primérné
hodnoty z kontrolnich jamek pfedstavovaly zivotnost 100 %. Vysledky jsou
uvedeny v grafech €. 2-6. Z vypocitanych hodnot byla nasledné stanovena
hodnota EC50 (tabulka €. 2) v programu Phototox 2.0.

5.1.1 Nenadorové bunécné linie
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Graf &. 2: Zavislost zivotnosti bunék linie BJ na koncentraci fotosenzitivni
latky (A) BJ buriky po 5 Jem2 2HPc PDT, (B) BJ buriky po 5 Jcm2 ZnPc PDT.
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Graf ¢&. 3: Zavislost Zivotnosti bunék linie HaCat na koncentraci

fotosenzitivni latky (A) HaCat buriky po 5 Jcm2 2HPc PDT, (B) HaCat burky
po 5 Jcm2 ZnPc PDT.

5.1.2 Nadorové bunécéné linie
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Graf &. 4: Zavislost zivotnosti bunék linie MCF7 na koncentraci

fotosenzitivni latky (A) MCF7 burnky po 5 Jcm2 2HPc PDT, (B) MCF7 burky
po 5 Jcm2 ZnPc PDT.
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Graf ¢&. 5: Zavislost zivotnosti bunék linie HeLa na koncentraci

fotosenzitivni latky (A) HelLa buriky po 5 Jcm? 2HPc PDT, (B) HelLa buriky po 5
Jecm ZnPc PDT.
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Graf &. 6: Zavislost zivotnosti bunék linie HelLa na koncentraci
fotosenzitivni latky pfi 1 Jcm? ZnPc PDT.
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Bunécna linie EC50 [uM] ZnPc EC50 [uM] 2HPc
BJ 0,09 £+ 0,02 0,86 + 0,14
HaCat 0,17 £ 0,03 > 10
MCF7 0,45+ 0,17 >10
HelLa 0,03 £ 0,01 0,90 £ 0,13

Tabulka €. 2: Hodnoty EC50 pro jednotlivé nadorové i nenadorové

bunécné linie pfi 5 Jem2 ZnPc a 5 Jcm2 2HPc fotodynamickeé terapii.

Fotodynamicka terapie vyuzivajici zine€naty derivat ftalocyaninu (ZnPc)
byla nejefektivnéjSi na nadorove linii karcinomu délozniho Cipku HelLa (tabulka
€. 2). Pro nenadorovou linii BJ (lidské kozni fibroblasty) byla hodnota EC50
v porovnani s linii HeLa trojnasobna. Pro nenadorovou linii HaCat (lidské kozni
keratinocyty) byla hodnota EC50 v porovnani s linii HeLa témér Sestinasobna.
U bunék adenokarcinomu prsu MCF7 byla 5 Jcm2 ZnPc PDT Uc¢inna nejméné.
V tomto pfipadé byla hodnota EC50 v porovnani s nadorovou linii Hela
patnactkrat vy$si. Hodnota EC50 pro burfiky MCF7 byla také vySSi nez
pro nenadorové bunécné linie (pétkrat vyssi v porovnani s bunécnou linii BJ a

2,6krat vysSi v porovnani s bunéénou lini HaCat).

Uginnost 5 Jcm?2 fotodynamické terapie s vyuZitim nekovového
ftalocyaninu (2HPc) byla v porovnani s terapii vyuZzivajici zineCnaty derivat
ftalocyaninu mnohem nizsi (tabulka €. 2). V pfipadé bunécnych linii BJ a HeLa
byla hodnota EC50 pro linii BJ rovna hodnoté 0,86 uM a pro bunécnou linii
HelLa hodnoté 0,90 uM. V pfipadé bunécnych linii HaCat a MCF7 byly hodnoty
EC50 dokonce vy$Si nez 10 uM.

V pfipadé buné&céné linie HelLa byla provedena také 1 Jcm2 ZnPc
fotodynamicka terapie (graf €. 6), avSak bylo zjisténo, Ze koncentrace EC50
byla vtomto pfipadé mnohonasobné vétsi (pfiblizné 127krat) v porovnani 5

Jcm2 ZnPc fotodynamickou terapii.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkim byla pro dalSi analyzy vybrana
bunécna linie karcinomu délozniho Cipku HelLa, na které byl sledovan ucinek 5

Jem 2 ZnPc fotodynamické terapie pfi koncentraci EC50. Zmény proteinového
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aparatu byly hodnoceny pomoci LC-MS/MS analyzy, jejiz souhrné vysledky

jsou uvedeny v tabulce ¢&. 3.

Celkové pocéty

Oh 4h 24 h
Proteinu 1491 1220 742
Peptidu 11977 9676 5918
PSM (spekter)* 67225 54377 42045
Kvantifikace (pocet PSM) 23733 20119 17521
Celkovy pocet posbiranych
spekter 297251 283728 245738

*PSM — pfifazena peptidova spektra (angl. peptide spectral match)

v

Tabulka €. 3: Celkovy souhrn vysledkl identifikace proteint a peptida
z LC-MS/MS analyzy.

5.2 Méreni produkce reaktivnich kyslikovych radikald a dynamika zmén
hladin vybranych proteint zapojenych v burce v reakci na oxidaéni
stres

V ramci dizertacni prace byly sledovany zmény v produkci kyslikovych
radikalt vznikajicich I. a Il. typem fotodynamické reakce (viz str. 17-19) po 5
Jecm? ZnPc PDT in vitro v koncentraci EC50 na Hela burikdch pomoci dvou
fluorescencnich sond (SOSG a CM-H2DCFDA). Dale byla hodnocena zména
hladin vybranych proteind zapojenych v odpovédi burfky na oxidaéni stres

pomoci LC-MS/MS analyzy.

5.2.1 Meéreni produkce kyslikovych radikalt vznikajicich I. a ll. typem
fotodynamické reakce

Pro méfeni reaktivnich kyslikovych radikald vznikajicich in vitro
pfi fotodynamickych reakcich 1. i Il. typu byly pouzity dvé fluorescenéni sondy

umoznujici detekci riznych typt ROS (vysledky jsou uvedeny v grafu &. 7).

Pro méfeni reaktivnich kyslikovych radikalu vznikajicich reakci I. typu
(peroxidové radikaly, hydroxylové radikaly, peroxylové radikaly apod.) byla
pouzita sonda CM-H:DCFDA. Mérfeni produkce kyslikovych radikall touto
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metodou je zaloZeno na reakci sondy CM-H2DCFDA a reaktivnich kyslikovych
radikalll vznikajicich pfi pasobeni fotodynamické terapie na buriku za vzniku

fluorescencéniho zareni.

SOSG (Singlet oxygen sensor green) je fluorescenéni sonda, ktera neni
schopna detekce vySe zminénych radikall jako je napf. hydroxylovy radikal a
superoxidovy radikal, avSak vykazuje vysokou selektivitu pro singletni kyslik.

Excitani/ emisni maxima sondy odpovidaji hodnotam 504/ 525 nm.
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I.typ reakce ll.typ reakce kontrola

Graf €. 7: Méfeni produkce reaktivnich kyslikovych radikalt vznikajicich
in vitro 1. a Il. typem fotodynamické reakce po 5 Jcm2 ZnPc PDT v koncentraci
EC50 na bunécné linii HeLa. Vysledky jsou uvedeny jako procentudlni vyjadfeni

fluorescence, kdy kontrola pfedstavuje 100 %.

Z vysledku uvedenych v grafu €. 7 je patrné, Ze u HelLa bunék dochazi
po in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50 k narastu hladin reaktivnich
kyslikovych radikaltd vznikajicich obéma typy reakci. Vétsi produkce kyslikovych
radikall v porovnani s kontrolou byla detegovana pfi reakci |. typu, kdy byl
Zjistén primeérny narast fluorescence pfiblizné o 276 %. V pfipadé produkce
kyslikovych radikall vznikajich reakci Il. typu byl zaznamenan naruast pfiblizné
0 165 %.
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5.2.2 Dynamika zmén vybranych hladin protein( zapojenych v bunce pfi
odpovédi na oxidacni stres

V ramci dizertacni prace byla pomoci kapilarni chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie s ESI ionizaci provedena analyza zmén hladin
vybranych protein zapojenych v bufice pfi odpovédi na oxidaéni stres
zpusobeny reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS). V ramci analyzy, jejiz
vysledky jsou uvedeny v grafu & 8, byly sledovany hladiny nasledujicich

proteinU:

PRDXn (P32119, P30044, P30041) — peroxiredoxiny; tvofi zaklad
redoxni regulace bunék, slouzi k redukci a eliminaci peroxidu vytvarenych

metabolismem, reguluji vnitrobuné¢nou koncentraci peroxidu vodiku v burfikach.

SOD1 (P00441) — superoxid dismutaza 1; ucinné zhasi superoxidovy

radikal a pfeménuje jej na méné toxicky peroxid vodiku.

TXN (P10599) — thioredoxin; participuje v fadé redoxnich reakci, hraje
dulezitou roli v reverzibilni S-nitrosylaci cysteinovych cilli, pfispiva k regulaci
NO v bunkach, zapojuje se v mezibunétné komunikaci a v redukci oxidovanych

peroxiredoxind.

Pozn.. V zavorce jsou uvedena Cisla pro identifikaci v UniProtu

(http://www.uniprot.org/).
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Dynamika zmén hladin protein( zapojenych v odpovédi buniky
na oxidacni stres

1,4 -

1,2 -
]
g 1-
X
=
N t
z —@—PRDX5
€ 06 PRDX6
% 04 —SO0D1
x —3#=TXN

0,2

0

0 4 24
Casovy odstup po PDT [h]

Graf €. 8: Dynamika zmén hladin vybranych proteint zapojenych v burice
pfi odpovédi na oxidacni stres v riznych ¢asovych odstupech po in vitro 5 Jcm?
ZnPc PDT HelLa burikach. Relativni kvantifikace pfedstavuje podil medianové
hodnoty ploch chromatografickych pika reprezentujicich peptidy daného
proteinu ve vzorku bunék ovlivnénych 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50

vUuci vzorku kontrolnich bunék.

Bezprostfedné po ozareni doslo v porovnani s kontrolou k nartstu pouze
hladiny proteinu superoxid dismutaza 1, pfi¢emz v dalSich ¢asovych odstupech
po terapii byl v porovnani se vzorkem bunék sesbiranych bezprostifedné
po terapii (v ¢ase 0) pozorovan prudky pokles hladiny tohoto proteinu, kdy
po 24 hodinach doslo k poklesu na méné nez polovinu. Pokles hladiny byl
pozorovan také u proteinu peroxiredoxinu 2. U proteind thioredoxin a

peroxiredoxin 5 k vyraznéj§im zménam hladin nedoslo.
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5.3 Zmeény v bunice na cytoskeletarni urovni

V ramci dizertaCni prace byly sledovany zmény na cytoskeletarni urovni
po 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50, kdy byla sledovana zména aktinové
struktury pomoci konfokalni mikroskopie, zména vySkového profilu pomoci
mikroskopie atomarnich sil a zména hladin vybranych cytoskeletarnich proteina

pomoci LC-MS/MS analyzy.

5.3.1 Detekce zmén vyskového profilu HeLa bunék pomoci mikroskopie
atomarnich sil

Pro detekci vlivu in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT na zmény vySkového profilu
bunék HelLa byla vyuZita mikroskopie atomarnich sil, coz je mikroskopicka
technika vyuzivajici se pro 2D a 3D zobrazovani povrchl. Obraz je sestavovan
postupné bod po bodu, diky ¢emuz je mozno dosahnout vysokého rozliSeni.
Na obrazku ¢&. 19 je pfiklad 2D skenu vySkového profilu, ze kterého byl

nasledné vytvofen pomoci programu NanoScope Analysis 3D profil.
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Obr. & 19: 2D (A) a 3D (B) vyskovy profil kontrolnich HeLa bunék

vizualizovany pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM).
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Graf €. 9: Statisticka analyza vysky 50 HelLa bunék. ZnPc pfedstavuje
HelLa bunky vystavené in vitro 5 Jcm? ZnPc fotodynamické terapii
pfi koncentraci EC50, kontrolu pfedstavuji Hela buriky bez ozafeni a

fotosenzitivni latky.

Pfi sledovani zmén maximalni vySky v ramci vySkového profilu HelLa
bunék po 5 Jem2 ZnPc PDT (graf ¢. 9) byl prokazan signifikantni rozdil (p =
0,011) mezi medidnem kontroly a bunék vystavenych 5 Jcm2 ZnPc PDT
v koncentraci EC50.
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5.3.2 Vizualizace aktinové struktury HeLa bunék pomoci konfokalni
mikroskopie

Pro vizualizaci aktinovych vlaken cytoskeletalni struktury kontrolnich
HelLa bunék a HeLa bunék vystavenych 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50,
jejiz vysledky jsou zobrazeny na obr. €. 20, byla vyuzita fluorescenéni sonda
Alexa Fluor 532 Phalloidin. Jedna se o mykotoxin, ktery je schopen vazby

na F — aktin.

Obr. €. 20: Cytoskeletalni aktinova struktura HeLa bunék. A — kontrolni

buriky bez ozareni a fotosenzitivni latky; B — buriky vystavené in vitro 5 Jcm?
fotodynamické terapii s vyuzitim ZnPc v koncentraci EC50 v odstupu 24 hodin

po terapii.

Po 5 Jecm? ZnPc PDT bylo v porovnani s kontrolou pozorovano
preskupeni aktinové struktury, kdy po terapii byly patrné zmény v uspofadanosti

cytoskeletalni struktury.
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5.3.3 Detekce zmén hladin vybranych cytoskeletarnich proteint

Pro analyzu zmén vybranych cytoskeletalnich proteind byla pouzita
kapilarni chromatografie a tandemova hmotnostni spektrometrie s ESI ionizaci.
V ramci analyzy, jejiz vysledky jsou uvedeny v grafu €. 10, byly sledovany

hladiny nasledujicich proteinu:

Aktiny (P60709, P63261, P47756) — globularni strukturni proteiny, které
polymeruji za vzniku dlouhych vlaken — tzv. mikrofilament. Tato vlakna tvofi
soucCast cytoskeletu, determinuji jeji tvar, umoziuji pohyby uvnitf bunék,
zpevnuji mezibunécné spoje a béhem déleni umoznuji zaskrceni a oddéleni

dcefinych bunék.

ARP2 aktin 2 homologni protein ARPC2 (015144) - jedna
z komponent komplexu Arp 2/3, ktery se podili na regulaci polymerace aktinu a

také na tvorbé rozvétvenych aktinovych siti.

Pozn.: V zavorce jsou uvedena Cisla pro identifikaci v UniProtu

(http://www.uniprot.org/).

Dynamika zmén hladin vybranych cytoskeletalnich
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Graf ¢. 10: Dynamika zmén hladin vybranych cytoskeletalnich proteind

v rliznych ¢asovych odstupech po in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT na Hela burikach.
Relativni  kvantifikace pfedstavuje podil medianové hodnoty ploch
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chromatografickych pikd reprezentujicich peptidy daného proteinu ve vzorku
bunék ovlivnénych 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50 va¢i vzorku

kontrolnich bunék.

Z vysledkl uvedenych v grafu €. 10 je patrné, Ze v pfipadé proteinl aktin
beta, aktin gama 1 a F - aktin nedo$lo vriuznych &asovych odstupech
k vyraznéjSim zménam v jejich hladinach. V pfipadé ARP2 aktin homologniho
proteinu doslo k prudkému poklesu hladiny tohoto proteinu ve vzorku a po 24
hodinach po terapii dosSlo v porovnani se vzorkem bunék sesbiranych

bezprostfedné po terapii (v €ase 0 h) ke snizeni jeho hladiny o 56 %.

5.4 Zmeény v buince na mitochondrialni urovni

V ramci dizertacni prace byly sledovany zmény na mitochondrialni urovni
po in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50 na HelLa bunkéach, kdy byla
méfena zmeéna mitochondrialniho membranového potencialu pomoci
fluorescencni spektrofotometrie a zména hladin vybranych mitochondrialnich

proteint pomoci LC-MS/MS analyzy.

5.4.1 Detekce zmén mitochondrialniho membranového potencialu

Pro detekci zmén membranového potencialu byla pouZita sonda JC-1
(5,5,6,6°-Tetrachloro-1,1°,3,3"-Tetraethyl-benzimidazolokarbocyanin lodid),
ktera umoznuje rychlou detekci jeho zmény. V neposkozenych bunkach se
vlivem elektrochemického potencialu latka koncentruje v mitochondrialni matrix.
Zde poté vytvari Cervené fluorescencCni agregaty. Pfi ztraté elektrochemického
potencialu, dojde také k rozptyleni fluorescenéni sondy po celé burice a
k preméné z dervené fluoreskujicich agregati na zelené fluoreskujici
monomery, coz umoznuje urCit rozdily mezi neposkozenou a naruSenou
(posSkozenou) burnkou. Po vlozZeni desticky do fluorescenéniho readeru byla
méfena fluorescence v zelené (530 nm) a Cervené oblasti (590 nm). Jejich
vzajemnym pomérem doSlo k ziskani hodnot, které vyjadfuji zménu

membranového potencialu. Cim vy$si je hodnota tohoto poméru, tim vice je
89



narusen elektrochemicky potencial bunék a tim vétsi je poskozeni bunék.

Vysledky analyzy jsou uvedeny v grafu €. 11.
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Graf ¢. 11: Detekce zmén mitochondrialniho membranového potencialu
po in vitro 5 Jcm? ZnPc fotodynamické terapii pfi koncentraci EC50 na Hela
burikach. Vysledek je uveden jako procentualni vyjadieni JC-1 fluorescenéniho

poméru (J-monomery: J-agregatlim), kdy kontrola pfedstavuje 100 %.

Z vysledkl uvedenych v grafu €. 11 je patrné, Ze u HelLa bunék
vystavenych 5 Jcm? ZnPc fotodynamické terapii dochazi pfi koncentraci EC50
k signifikantnim (p < 0,0001) zménam mitochondrialniho membranového
potencialu, pficemz byl pozorovan narist JC-1 poméru o 65 % v porovnani

s kontrolnimi burikami.

5.4.2 Detekce zmén vybranych mitochondrialnich proteint

Pro detekci zmén vybranych mitochondrialnich proteini byla pouzita
kapilarni chromatografie a tandemova hmotnostni spektrometrie s ESI ionizaci.
V ramci analyzy, jejiz vysledky jsou uvedeny v grafu €. 12, byly sledovany
hladiny nasledujicich proteinu:

Dynamin pribuzny protein OPA1l (0O60313) — dynamin pfibuzna
GTPaza, ktera je esencialni pro normalni mitochondrialni morfologii
prostfednictvim regulace rovnovahy mezi mitochondrialni fuzi a $t€penim. Hraje
roli pfi remodelovani krist, které zasahuji do prostoru matrix a znacné zvétsuji
povrch vnitfni membrany, diky Cemuz je zajiStén velky povrch pro syntézu ATP,
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a uvolhovani cytochromu c¢ béhem apoptdzy. Proteolytické zpracovavani
v odpovédi na vnitfni apoptotické signaly muze vést k rozkladu OPA1 oligomert
a uvolnéni kaspazového aktivatoru cytochromu ¢ (CYCS) do mitochondrialniho
mezimembranového prostoru. Hraje roli pfi udrzovani mitochondrialnich

genomu.

Napét'ové Fizeny kanalovy protein (P21796) — vytvafi kanal pfes vnéjsi
mitochondrialni membranu a také plazmatickou membranu. Kanal na vnéjsi
mitochondrialni membrané umoznuje difuzi malych hydrofilnich molekul,
v plazmatické membrané se podili na regulaci bunééného objemu a apoptoze.
Pfi nizkém nebo nulovém potencialu membrany ma otevienou konformaci a
pfi potencialu nad 30—-40 mV ma konformaci uzavienou. V otevieném stavu ma
slabou selektivitu pro anionty, zatimco v uzavieném stavu je kationt selektivni.

Muze se podilet na tvorbé permeabilnich tranzi¢nich pora (PTPC).

Pozn.: V zavorce jsou uvedena Cisla pro identifikaci v UniProtu

(http://www.uniprot.org/).

Dynamika zmén hladin vybranych mitochondrialnich
proteint
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Graf €. 12: Dynamika zmén hladin dvou vybranych mitochondrialnich
proteind v rtznych ¢asovych odstupech po in vitro 5 Jcm? ZnPc fotodynamické
terapii na HeLa burikach. Relativni kvantifikace pfedstavuje podil medianové

hodnoty ploch chromatografickych pika reprezentujicich peptidy daného
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proteinu ve vzorku bunék ovlivnénych 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50

vuéi vzorku kontrolnich bunék.

Z vysledkl uvedenych v grafu €. 12 vyplyva, Ze v pfipadé napétové
fizeného kanalového proteinu 1 doslo bezprostfedné po terapii k naristu jeho
hladiny ve vzorku (téméf o 40 % vici kontrole), pfi€emz v dalSich €asovych
odstupech po terapii byl pozorovan prudky pokles jeho hladiny v jednotlivych
vzorcich, kdy 24 hodin po terapii byl pokles hladiny toho proteinu
ve studovaném vzorku o vice nez 70 % oproti hodnoté namérfené
bezprostfedné po terapii. V pfipadé dynamin pfibuzného proteinu byl
bezprostfedné po terapii pozorovan pokles jeho hladiny o pfiblizné 20 % a

v dalSich ¢asovych odstupech k dalSimu vyraznéjSimu poklesu nedoslo.

5.5 Zmeény v bunice na urovni jadra a DNA

V ramci dizertacni prace byly sledovany zmény na urovni jadra a DNA
u HelLa bunék po in vitro 5 Jcm2 ZnPc PDT v koncentraci EC50, kdy byla mira
fragmentace DNA hodnocena pomoci kometové analyzy a zména hladin
vybranych proteinl zapojenych v opravé posSkozeni DNA pomoci LC-MS/MS

analyzy.

5.5.1 Detekce miry fragmentace DNA pomoci kometové analyzy

Kometova analyza je metoda, ktera byla publikovana v roce 1984
(Ostling et Johanson, 1984) a ktera se v praxi vyuziva pro studium poskozeni
DNA. Jedna se o metodu zalozenou na gelové elektroforetické separaci
jednotlivych bunék, resp. na schopnosti negativné nabitych fragmenti DNA
vlivem elektrického pole vycestovat z bunécného jadra a seskupit se do tvaru
obdobného kometé (Obr. &. 21 — schématické znazornéni komety). Kometova
analyza muze byt kvalitativni, kdy jsou jednotlivé komety rozdéleny dle velikosti
a tvaru komety do skupin 0—4 (0 — nepoSkozené, 4 — nejvétsSi fragmentace)
nebo kvantitativni, pfi niz jsou jednotlivé parametry komety hodnoceny pomoci
napf. programu CometScore™,1.5 (TriTec, USA). V ramci dizerta¢ni prace byla
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provedena kvantitativni analyza, pfi niz byly hodnoceny parametry Olive
moment a % DNA v ocasu komety. Pro analyzu poSkozeni DNA po terapii byla
pouzita koncentrace fotosenzitizéru EC50 (30 nM), vysledky této analyzy jsou

uvedeny v grafu €. 13.

Olive moment — intenzita tézisté (stfedni vzdalenosti) ocasu komety
vynasobena vzdalenosti tohoto bodu od stfedu jadra, vydélena celkovou
intenzitou komety

DNA v ocasu komety - 100 x (It /Ic)

It = celkova intenzita ocasu (soucet vSech pixell ocasu)

Ic = celkova intenzita komety (soucet vSech pixelld komety)

BUNKA

HLAVA OCAS KOMETY

Obr. €. 21: Schématické znazornéni komety.
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Graf €. 13: Hodnoty parametrt % DNA v ocasu (mnozstvi fragmentované
DNA) a Olive moment po in vitro 5 Jcm? ZnPc fotodynamické terapii
pfi koncentraci EC50 na HelLa burikach, kontrolu pfedstavuji bufiky bez ozareni
a fotosenzitivni latky. Uvedené hodnoty byly stanoveny jako prumér hodnot

ze tfi nezavislych méfeni. V kazdém méfeni bylo hodnoceno 80 bunék.

Z vysledk uvedenych vgrafu ¢ 13 je patmné, ze dochazi
k signifikantnimu poskozeni DNA po in vitro 5 Jcm2 ZnPc fotodynamické terapii
v koncentraci EC50 na Hela burnkach, kdy v porovnani s kontrolou byly

hodnoty mnozstvi DNA v ocasu komety 4,9krat a Olive momentu 6,8krat vétsi.
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5.5.2 Dynamika zmén hladin vybranych proteini zapojenych v opravé
poskozeni DNA

Pro detekci zmén hladin vybranych proteind zapojenych v opravé
posSkozeni DNA byla pouZita kapilarni chromatografie a tandemova hmotnostni
spektrometrie s ESI ionizaci. V ramci analyzy, jejiz vysledky jsou uvedeny

v grafu €. 14, byly sledovany hladiny nasledujicich proteinu:

Protein vazajici posSkozenou DNA DDB1 (Q16531) — protein potifebny
pro opravu DNA. Spolu s DDB2 vytvafi komplex vazajici DNA poskozenou UV
zarenim (UV-DDB komplex). Tento komplex je schopen rozpoznat poskozeni
DNA a pfipojit proteiny z drahy nukleotidové excizni opravy (NER draha)

za uCelem iniciace opravy DNA.

Poly [ADP-ribéza] polymeraza 1 (P09874) — protein zapojeny v draze
bazové excizni opravy (BER) prostfednictvim katalyzy poly-ADP-ribosylace
akceptorovych proteinl zapojenych do chromatinové architektury a DNA
metabolismu. Tento modifikaCni krok nasleduje po poskozeni DNA a je patrné

nezbytnym krokem v detek&ni/ signalni draze vedouci k opravam DNA fetézcu.

Prolifera€ni jaderny antigen PCNA (P12004) — pomocny protein DNA
polymerazy delta, ktery se podili na replikaci eukaryotni DNA prostfednictvim
zvySeni polymerazové cinnosti béhem elongace vedouciho fetézce. Diky
vhodnému umisténi na replikacni vidlicce ma klicovou roli v odpovédi
na poskozeni DNA prostfednictvim koordinace replikace s opravami DNA a
drahami tolerance poSkozeni DNA. Funguje jako platforma pro pfipojeni DDR
proteinli, coz umoziiuje kompletni DNA replikaci po DNA poskozeni a

podnécuje postreplikacni opravy.

Pozn.. V zavorce jsou uvedena Cisla pro identifikaci v UniProtu

(http://www.uniprot.org/).
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Graf ¢ 14: Dynamika zmén hladin vybranych proteinl zapojenych
vopravé DNA vriaznych d¢asovych odstupech in vitro 5 Jcm? ZnPc
fotodynamické terapii na HeLa bunkach. Relativni kvantifikace pfedstavuje podil
medianové hodnoty ploch chromatografickych pikl reprezentujicich peptidy
daného proteinu ve vzorku bunék ovlivnénych 5 Jcm ZnPc PDT v koncentraci

EC50 vidi vzorku kontrolnich bunék.

Z vysledkl uvedenych v grafu €. 14 je patrné, Ze 4 hodiny po terapii byla
v porovnani se vzorkem bunék sesbiranych bezprostfedné po terapii
pozorovana zvySena hladina proteini DDB1 (protein vazajici poSkozenou DNA)
a poly [ADP-rib6za] polymerazy 1, coz jsou proteiny zapojené v detekci a
spousténi drah vedoucich k opravam DNA, avSak 24 hodin po terapii bylo
detegovano snizeni hladin obou téchto proteini. V pfipadé proliferacniho
jaderného antigenu narust hladiny zjistén nebyl a jeho hladina v zavislosti na

Casovém odstupu po terapii klesala.
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5.6 Bunécna lokalizace a molekularni funkce degradovanych proteint

Pro vysledny pfiznivy Ié€ebny ucinek fotosenzitivni latky je dulezita nejen
davka terapie ale také misto akumulace IéCivé latky. Akumulace fotodynamické
latky je pro fotodynamickou terapii jednim z kliCovych parametrd vzhledem
k tomu, Zze dosah kyslikovych radikalt v burice je maly (napf. maximalni délka
dosahu 'O2 v burice je okolo 20 nm; schéma eukaryotni buriky je uvedeno
naobr. ¢. 22) a degradovany byvaji obvykle bunécné struktury a proteiny,
v nichz je fotosenzitivni latka akumulovana. Destrukce specifickych skupin
protein( nasledné vede k naruSeni konkrétnich bunéénych funkci, coz ma vliv

na vysledny ucinek pouzité terapie.

Obr. €. 22: Schématické znazornéni eukaryotické bunky:

(1) Nukleolus — jadérko, (2) Bunécéné jadro, (3) Ribozomy (malé body), (4)
Vezikul, (5) Drsné endoplazmatické retikulum, (6) Golgiho aparat, (7)
Cytoskelet, (8) Hladké endoplazmatické retikulum, (9) Mitochondrie, (10)
Vakuola, (11) Cytozol, (12) Lysozom, (13) Centriola

(http://lwww.gasos.cz/uploads/DUMICI/BOT/1.%20VY_32 INOVACE_BO
T.1%20%20Eukaryotick%C3%A1%20bu%C5%88ka.pptx)
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Graf €. 15: Pocty degradovanych proteint identifikovanych ve vzorcich
s 0, 4 a 24hodinovou inkubaci po in vitro 5 Jcm2 ZnPc PDT v koncentraci EC50
na HeLa burikach z hlediska bunécné Ilokalizace (GO terms). Parametry
nastaveni analyzy v programu David 6.8: count — 2; p < 0,001. Bylo vybrano 7
nejhojnéji zastoupenych skupin. Degradované proteiny byly identifikovany
na zakladé porovnani meéfeného vzorku se vzorkem kontrolnich bunék

bez ozafeni a fotosenzitivni latky.

Z vysledku uvedenych v grafu ¢. 15 vyplyva, Ze po in vitro 5 Jcm ZnPc
fotodynamické terapii v koncentraci EC50 bylo nejvice degradovanych proteind
s bunécnou lokalizaci v cytoplazmé. Nicméné ve vSech testovanych vzorcich
jsou hojné zastoupeny i skupiny degradovanych protein s buné&nou lokalizaci
napf. v cytozolu, jadfe ¢i extracelularnim exosomu. PFi sledovani zmén
v rliznych €asovych odstupech po terapii je patrné, Ze se neméni zastoupeni
jednotlivych skupin, avSak dochazi k vyraznym zménam v poctu degradovanych
proteinu, pfi¢emz je patrna vzrastajici tendence poctu degradovanych proteinu.

Pfi porovnani vzorku sinkubaéni dobou 4 hodiny od terapie se vzorkem
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sesbiranych bunék bezprostfedné po terapii neni zvyseni poc¢tu degradovanych
proteind tak vyrazné (od 9 % (membrany) do 27 % (cytoplazma)), ale
pfi porovnani vzorku sesbiranych bunék bezprostiedné po terapii se vzorkem
s inkubacni dobou 24 hodin po terapii dochazi ve vSech skupinach k vyraznému
naristu pocCtu degradovanych proteind od 75 % (jadro) do 128 %

(mitochondrie).
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Graf €. 16: Pocty degradovanych proteinli identifikovanych ve vzorcich
s 0, 4 a 24hodinovou inkubaci po in vitro 5 Jcm ZnPc PDT v koncentraci EC50
z hlediska molekularni funkce (GO terms). Parametry nastaveni analyzy
v programu David 6.8: count — 2; p < 0,001. Z vysledkl bylo vybrano 6
nejhojnéji zastoupenych skupin proteind. Degradované proteiny byly
identifikovany na zakladé porovnani méfeného vzorku se vzorkem kontrolnich,

neovlivnénych bunék.
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Z vysledkl uvedenych v grafu ¢. 16 vyplyva, ze ve v§ech analyzovanych
vzorcich tvofily nejhojnéji zastoupenou skupinu degradovanych proteinu
aminokyseliny vazebné proteiny, dale poly(A) RNA vazebné proteiny, RNA
vazebné proteiny a kadherinové proteiny zapojené v adhezi. Ve vzorku bunék
sesbiranych bezprostfedné po in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50
byla zjiSténa dale absence proteinl, které se vazi na chromatin a ucastni se
epigenetickych zmén a modulace genové exprese. Ve vzorku bunék
sesbiranych 4 hodiny po PDT byl pozorovan v porovnani se vzorkem s inkubaci
nezbytnych pro translaci, pfi niZz dochazi prepisu RNA do polypetidového
fetézce. Dale byla zjisténa absence proteinl zapojujicich se do dychaciho
fetézce a tvorby ATP (schematické znazornéni oxidativni fosforylace a proteinu,
jejichz absence byla zjisténa 4 hodiny po terapii, je zobrazeno na obr. €. 23).
ATP neboli adenosintrifosfat je dulezity nukleotid, jez ma zcela zasadni funkci
ve v8ech znamych burikach. PFfi rozkladu ATP na ADP dochazi k uvolnéni
velkého mnozstvi energie, ktera je nasledné vyuZzita prakticky ve vSech
bunéénych pochodech (napf. vnitrobunécny transport, tvorba RNA a proteind
atd.). PoSkozeni tvorby ATP ma tedy zasadni dopad na buriku a jeji pfeziti. Ve
vzorku bunék sesbiranych 24 hodin po 5 Jcm= ZnPc PDT dochazi v porovnani
se vzorkem s inkubaci 4 h po terapii k ubytku protein(, které se na ATP vazi
(ATP vazebnych proteinl), a které v burice slouzi jako vyznamné koenzymy a
enzymové regulatory (NAD kinazy, DEAD-box helikazy, adenosin kinaza (ADK),
atd.).
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Obr. €. 23: Schématické znazornéni oxidativni fosforylace* znazornuje
proteiny, jez byly identifikovany v kontrolnim vzorku, avSak ve vzorku bunék
sesbiranych 4 hodiny po 5 Jcm2 ZnPc PDT v koncentraci EC50 jiz nalezeny
nebyly. Schéma bylo vytvofeno pomoci webového rozhrani David 6.8.
(https://david.ncifcrf.gov/).

NADH dehydrogenaza (téz komplex 1) je velky enzymaticky komplex,
ktery je prvnim ¢lankem v tzv. dychacim Fetézci bunééného dychani. Hraje tedy
zasadni roli ve vytvareni tzv. protonového gradientu napfi¢ vnitfni membranou
mitochondrii, coZ nasledné umoziiuje syntézu ATP. 4 hodiny po 5 Jcm? ZnPc
PDT pfi EC50 byla zjisténa absence proteini: NADH: ubichinon
oxidoreduktazova podjednotka S1, S3, V1, V2, V3, podjednotky alfa 4, 5, 6, 7,
9; betalab.

Sukcinatdehydrogenaza (téz komplex Il) je enzymaticky komplex, ktery
katalyzuje oxidaci sukcinatu na fumarat za soucCasné redukce ubichinonu

na ubichinol. Je tedy fazena mezi oxidoreduktazy. Cely komplex je navazan
101


https://david.ncifcrf.gov/
https://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://cs.wikipedia.org/wiki/Komplexn%C3%AD_slou%C4%8Denina
https://cs.wikipedia.org/wiki/D%C3%BDchac%C3%AD_%C5%99et%C4%9Bzec
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_d%C3%BDch%C3%A1n%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Protonov%C3%BD_gradient
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vnit%C5%99n%C3%AD_membr%C3%A1na
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Oxidativn%C3%AD_fosforylace&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://cs.wikipedia.org/wiki/Komplexn%C3%AD_slou%C4%8Denina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Katalyz%C3%A1tor
https://cs.wikipedia.org/wiki/Redoxn%C3%AD_reakce
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_jantarov%C3%A1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_fumarov%C3%A1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ubichinon
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ubichinol
https://cs.wikipedia.org/wiki/Oxidoredukt%C3%A1za

na vnitfni strané vnitini membrany mitochondrii a obsahuje kovalentné
navazany koenzym FAD. FAD se diky oxidaci sukcinatu na fumarat redukuje
na FADH a nasledné vstupuje do dychaciho fetézce. Sukcinatdehydrogenaza je
tedy jednim z enzyma citratového cyklu, ale zaroven ma pravé pfimé napojeni
na dalSi faze bunéfného dychani — proto je jedinym enzymem citratového
cyklu, ktery neni volné v mitochondrialni matrix, ale na membrané. 4 hodiny
po5 Jcm? ZnPc PDT pii EC50 byla zjisténa absence flavoproteinovych
podjednotek A a B.

Cytochrom c reduktaza (téz komplex Ill) je enzymovy komplex ktery
pfijme elektrony z redukovaného CoQ a pfeda je (pfes dva cytochromy a FeS
klaster) na dal$i mobilni pfenase¢ elektronll — cytochrom c. 4 hodiny po 5 Jcm™
ZnPc PDT pfi EC50 byla zjisténa absence Rieskeho Fe-S polypetidu 1 a
cytochromu b.

Cytochrom c oxidaza (téz komplex IV nebo cytochrom aas komplex) je
enzymaticky membranovy komplex oxidujici cytochrom c a vyuzivajici energii k
tvorbé protonového gradientu. Predstavuje velmi vyznamny Cclanek tzv.
dychaciho fetézce. 4 hodiny po 5 Jcm? ZnPc PDT pfi EC50 byla zjisténa
absence proteinovych podjednotek 5A, 5B, 7A a 7C.

V-ATPaza (Vi-Vo ATPaza ¢&i téz vakuolarni H*-ATPaza) je ATPazova
pumpa vyskytujici se v burikach vSech eukaryotickych organisml. Prenasi
protony ("vodikové kationty") pfes bunéné membrany dovnitf rdznych
vnitrobunécnych vackua &i pres cytoplazmatickou membranu, ¢imz je okyseluje.
Okyseleni obsahu téchto vacku je zasadni pro spravny prubéh tzv. vackového
transportu a reguluje takové déje, jako je endocytéza, bunééna signalizace,
vymésSovani hormonu &i uvolfiovani neuropfenaseclt. 4 hodiny po 5 Jcm2 ZnPc

PDT pfi EC50 byla zjisténa absence proteinovych podjednotek A, B1 a al.

Fo-F1 ATPaza neboli ATP syntaza, je specificka pro vnitini membranu
mitochondrii. Na rozdil od ostatnich protonovych pump propousti protony
pasivné po sméru jejich gradientu, neni to tedy pumpa v pravém slova smyslu.
Energii prochéazejicich proton vyuziva k syntéze ATP. 4 hodiny po 5 Jcm™

ZnPc PDT pfi EC50 byla zjisténa absence proteinovych podjednotek B1, D a G.
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6 DISKUZE

V této dizertaCni praci byl sledovan in vitro vliv fotodynamické terapie
s vyuzitim dvou derivatl ftalocyanini na zmény Zivotnosti u nadorové linie HelLa
(karcinom délozniho Cipku) a MCF7 (adenokarcinom prsu) a nenadorove linie
BJ (lidské fibroblasty) a HaCat (lidské kozni keratinocyty). Ackoliv je téma
dizertaCni prace koncipovano jako analyza ucinku in vitro terapie na nadorové
bunécné linie, byly do analyzy vlivu terapie na zivotnosti bunék zafazeny i
nenadorové bunécné linie vyskytujici se obvykle v okoli nadorové tkané
(pojivové tkané a pokozka). Duvodem pro zafazeni téchto linii do experiment
je skute€nost, Ze jednou z hlavnich nevyhod terapie je nespecifické vychytavani
fotosenzitivni latky nenadorovymi burikami, coZz vede k poSkozeni i zdravé
tkané, pficemz jsou v soucasné dobé tendence hledat takovou latku, ktera by

zdravé tkané zasahovala co nejméné (Zhang et al., 2018).

In vitro analyza ucCinku terapie na Zivotnost bunék byla provedena
pomoci MTT testu. Z vysledkl je patrné, Ze 5 Jcm PDT vyuzivajici zine€naty
derivat ftalocyaninu je nejuc€innéjSi na bunécné linii karcinomu délozniho Cipku
HelLa, kdy hodnota EC50 je rovna hodnoté 0,03 pM. U nenadorovych
bunécnych linii byla hodnota EC50 tfikrat (BJ) respektive Sestkrat (HaCat)
vySSi. V pfipadé bunécné linie MCF7 (adenokarcinom prsu) byla stanovena
hodnota EC50 patnactkrat vysSi nez u bunécné linie Hela, pficemz tato
koncentrace je také vySSi nez u bunék nenadorovych, coZz znamena, Ze by
v pfipadé terapie tohoto druhu karcinomu mohlo dojit ve velké mife
k nespecifickému vychytavani fotosenzitivni latky nenadorovymi burfikami, a
tudiz k jejich rozsahlému poSkozeni. Z tohoto duvodu byla tato terapie na
burikach adenokarcinomu prsu vin vitro podminkach zhodnocena jako

neperspektivni.

Na v8ech bunéénych liniich byla provedena i 5 Jcm? fotodynamicka
terapie vyuzivajici nekovovy derivat ftalocyaninu (2HPc). Z vysledkd vSak
vyplyva, Ze tato fotosenzitivni latka je v porovnani se zine€natym derivatem
u vSech testovanych bunécCnych linii mnohem méné ucinna (hodnota EC50
pfiblizné tficetkrat vysSi u HeLa a desetkrat u BJ), pficemz u bunéénych linii
HaCat a MCF7 byla hodnota EC50 dokonce vysSi nez 10 uM. Toto zjisténi je
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vsouladu se zavéry Josefsenové a Boylea (2008), ktefi uvadéji, ze
fotosenzitivni latky, které maji ve své struktufe diamagneticky kov jako napf.
zinek, generuji v porovnani s nekovovymi derivaty velké kvantoveé tripletové
vytézky a velké mnozstvi singletniho kysliku, diky cemuz jsou potencialné vice

ucinné a vhodné pro fotodynamickou terapii.

Vzhledem k vySe uvedenym vysledkim byla pro dalSi analyzy vybrana
bunécna linie karcinomu délozniho Cipku HelLa. Pro tuto bunécnou linii byla
hledana optimalni kombinace koncentrace pouzitého fotosensitizéru a plosné
hustoty svételné energie. Z tohoto dlivodu byla provedena i 1 Jcm2 ZnPc PDT,
avSak dle zjisténych vysledk( pfi této terapii dosahovala hodnota EC50
v porovnani s5 Jcm? ZnPc PDT 30krat vys$Sich hodnot. Toto zjisténi je
v souladu se zavéry Castana et al. (2005), ktefi uvadéji, Ze mira destrukce
bunék pfimo souvisi s koncentraci fotosenzitivni latky a ploSnou hustotou

svételné energie.

v s

Na zakladé vySe uvedenych vysledkl byla pro podrobnégjsi in vitro
analyzu Uc¢inku vybrana 5 Jcm™? ZnPc fotodynamicka terapie karcinomu
délozniho Cipku (HelLa). Na této linii bylo pfi koncentraci EC50 provedeno
méfeni produkce reaktivnich kyslikovych radikald vznikajicich pfi reakcich I. i Il.
typu, detekce zmén cytoskeletalni struktury pomoci mikroskopie atomarnich sil
a konfokalni mikroskopie, detekce zmén mitochondrialniho membranového
potencialu pomoci JC - 1 sondy a detekce poSkozeni DNA pomoci kometové
analyzy. Dale byly studovany zmény proteinového komplexu burnky pomoci

kapilarni chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie s ESI ionizaci.

PFfi méfeni produkce reaktivnich kyslikovych radikall bylo zjisténo, ze
dochazi ke zvySené produkci kyslikovych radikalt vznikajicich zejména reakci I.
typu. Ackoliv se obecné jako primarni Cinitel fotodynamické terapie povaZzuje
singletni kyslik, ktery vznika reakci Il. typu, vétSina fotosenzitivnich latek
zpUsobuje oba typy reakci a tyto reakce spolu soupefi. V pfipadé 5 Jcm? ZnPc
PDT tedy zfejmé dochazi ve velké mife k reakci I. typu, jejimiz produkty jsou
zejména H202, superoxidovy radikal, ktery mize v burnce reagovat s oxidem
dusnym za vzniku vysoce reaktivnich peroxinitritd, apod. Toto zjisténi je
v souladu i s vysledky z analyzy zmén hladin vybranych proteini zapojenych

v odpovédi buriky na oxidacni stres, kdy po 4 hodinach po terapii bylo zjisténo
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zvySeni hladiny proteinu peroxiredoxin 6, coZ je specifickd peroxidaza
zodpovédna za redukci hydrogen peroxidu na vodu a alkohol. Bylo zjisSténo, ze
antioxidacni aktivita tohoto proteinu mize hrat hlavni roli v opravé lipidovych
peroxidaci v bunééné membrané a preziti bunky (Lien et al.,2012; Li et al.,
2015; Fisher et al., 2018). Bezprostfedné po terapii bylo zjisténo vyrazné
zvySeni hladiny proteinu superoxid dismutaza 1, coz je protein, ktery uc€inné
zhasi superoxidovy radikal a pfeméruje jej na méné toxicky peroxid vodiku.
Dale byla ve vzorku bunék sesbiranych 24 hodin po terapii detegovana zvySena
hladina proteinu thioredoxinu, coz je protein, ktery ma dualezitou roli
v reverzibilni S-nitrosylaci cysteinovych cild a také pfispiva kregulaci NO
v bunkach, diky ¢emuz muize byt v bufice regulovana reakce superoxidového
radikalu s oxidem dusnym za vzniku vysoce reaktivnich peroxinitriti (Pillay
et al., 2011; Hanschmann et al., 2013; Greetham et al., 2010).

Z vysledkli méfeni zmén hladin protein zapojenych v odpovédi buriky
na oxidacni stres je patrné, ze u ostatnich analyzovanych protein ke zvysSeni
hladiny nedoslo, resp. byly snizeny. Gille et al. (1988) a Porta C. et al. (1996)
pozorovali zvySenou citlivost HeLa bunék k oxidacnimu stresu, pficemz

vysledky z analyzy zmén hladin proteini mohou naznacovat jeji pficinu.

V této dizertaéni praci byly dale studovany in vitro G¢inky 5 Jcm= ZnPc
PDT v koncentraci EC50 na cytoskeletalni strukturu HelLa bunék. Z vysledki
topografickych zmén z AFM analyzy vyplyva, Ze dochazi k signifikantnim
zménam vySky Hela bunék po terapii. Rozdil v organizaci cytoskeletalni
struktury byl pozorovan i pfi vizualizaci této struktury pomoci Alexa Fluor 532
Phalloidinu, kdy je po terapii patrné preusporadani mikrofilamentarni struktury.
Z vysledku proteinové analyzy vyplyva, ze v pfipadé proteinU aktin beta, aktin
gama 1 a F-aktin nedoslo v ruznych C€asovych odstupech k vyraznéjSim
zménam vV jejich hladinach. V pfipadé ARPC2 aktin homologniho proteinu doslo
k prudkému poklesu hladiny tohoto proteinu ve vzorku a po 24 hodinach po
terapii doSlo ke snizeni jeho hladiny o 56 %. Z vysledku Ize tedy usoudit, ze
ackoliv hladiny proteint aktinové povahy byly zménény minimalné, hladina
proteinu ARPC2, ktery odpovida za jejich polymerizaci, byla snizena o vice nez
polovinu, a tudiz v dusledku této skuteCnosti patrné doslo ke zménam

v cytoskeletalnim aparatu. Tato zjiSténi odpovidaji zavérim nékolika autord,
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ktefi také pozorovali reorganizaci cytoskeletalniho aparatu po fotodynamické
terapii za pouziti nékolika riznych fotosenzitivnich latek (Pacheco-Soares et al.,
2014; Ferreira et al., 2004, Tsai et al., 2009; Juarranz et al., 2005; Villanueva et
al., 2003; Tsai et al., 2005). Vzhledem ke skutecCnosti, ze cytoskeletalni
struktura zajistuje v burice napft. jeji déleni, tvar, transport vezikul a bunécnych
komponent, je vyrazné naruSeni této struktury pro buriku obvykle letalni.
Destabilizace cytoskeletalniho aparatu je tudiz pravdépodobné jednim z faktort

zpusobujicich po in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT uhyn HelLa bunék.

Tvorba protonového gradientu napfi¢ mitochondrialni membranou je
zasadni udalosti pro zachovani energie, ktera kombinuje kabohydratové a
lipidové oxidace s produkci ATP. Zachovani a podpora membranového
potencialu je nezbytna pro fungovani mitochondrii a jakakoliv zména vyvolana
jakoukoliv Skodlivou pficinou, jako napfiklad zvySeni mnozstvi kyslikovych
radikall, muze poskodit jejich funkci (Wang et Youle, 2009; Postiglione et al.,
2015; Ehlers et al., 1999). V této dizertatni praci byla sledovana zména
membranového potencialu pomoci JC-1 fluorescenéni sondy. Z vysledku je
patrné, Ze 24 hodin po terapii u bunék ovlivnénych 5 Jcm? ZnPc PDT
v koncentraci EC50 doslo ke zméné JC-1 fluorescencniho poméru v porovnani
s neovlivnénymi bufikami o pfiblizné 65 %. Bylo dolozeno, Ze v bunécnych
kulturach existuje vztah mezi mitochondrialni dysfunkci a poskozenim
proteazomu. Konkrétné je proteazomova funkce ovlivnéna prostfednictvim
redukce mitochondrialné zavislych ATP syntéz. Bylo zjiSténo, ze
mitochondrialni selhani je primarni udalosti, po které nasleduje poskozeni
proteazomu (Postiglione et al., 2015; Hsieh et al., 2003; Liu et al., 2009). Tyto
skutecnosti jsou v souladu s vysledky této dizertani prace, kdy bylo zjisténo, ze
hladiny napétové fizeného kanalového proteinu byly bezprostfedné po terapii
v porovnani s kontrolnimi bufikami zvySené, avSak pravdépodobné vlivem
posSkozeni mitochondrialni membrany dosSlo v dalSich Casovych odstupech
po terapii k prudkému poklesu jeho hladin v jednotlivych vzorcich. V pfipadé
dynamin pfibuzného proteinu OPA1 byl bezprostfedné po terapii detegovan
mirny pokles (pfiblizné 20 %) hladiny ve vzorku, pficemz v dalSich ¢asovych
odstupech po terapii jiz dalSi pokles detegovan nebyl. Dynamin pfibuzny protein
OPAL1 je protein, mezi jehoz funkce patfi udrzovani integrity mitochondrialniho

genomu (Elachouri et al., 2011).
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Na zakladé téchto skuteCnosti Ize tedy usoudit, Ze v disledku in vitro 5
Jecm? ZnPc PDT v koncentraci EC50 dochazi u HelLa bunék k poskozeni
mitochondrialni membrany, nicméné k naruSeni funkce udrzovani integrity

mitochondrialniho genomu pravdépodobné dochazi zcela minimalné.

V této dizertacni praci byl sledovan vliv in vitro 5 Jcm? ZnPc PDT
v koncentraci EC50 na DNA HelLa bunék. Pfi analyze zmén hladin vybranych
proteint zapojenych v opravé DNA bylo zjisténo, Ze 4 hodiny po terapii doslo
v porovnani se vzorkem bunék sesbiranych bezprostfedné po terapii ke zvySeni
hladin protein DDB1 a poly [ADP-rib6za] polymerazy 1, coz jsou proteiny
zapojené v detekci a spousténi drah vedoucich k opravam DNA, avSak 24
hodin po terapii bylo detegovano snizeni hladin obou téchto proteinu. V pfipadé
proliferaCniho jaderného antigenu, ktery ma kliCovou roli v odpovédi
na poskozeni DNA prostfednictvim koordinace replikace s opravami DNA a
drahami tolerance poSkozeni DNA, doSlo k postupnému poklesu jeho hladiny
v jednotlivych vzorcich. Protein DDB1 je dulezity pro udrzovani genomové
intergrity, pficemz u bunék s defektnim DDB1 proteinem dochazi k hromadéni
dvouvlaknovych zlomd (Lovejoy et al, 2006; Hu et al, 2004,
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16531). Tato skuteCnost korensponduje se
zavéry z kometové analyzy, coz je metoda umoznujici detekci miry fragmentace
DNA, kdy bylo zjisténo, ze 24 hodin po této terapii doslo v porovnani s kontrolou

k narustu mnozstvi fragmentované DNA ze 6,1 na 29,6 %.

V ramci této dizertacni prace byla provedena i analyza proteinového
aparatu v rlznych ¢asovych intervalech po terapii z hlediska bunécné lokalizace
a molekularni funkce identifikovanych proteinu. V pfipadé analyzy proteinového
paratu z hlediska bunéfné lokalizace bylo hodnoceno 7 nejhojnéji
zastoupenych skupin degradovanych proteind. Z vysledkd vyplyva, ze
po5Jcm? ZnPc fotodynamické terapii v koncentraci EC50 bylo nejvice
degradovanych proteind s bunécnou lokalizaci v cytoplazmé, cytozolu, jadre,
extracelularnim exosou, nukleoplazmé, membranach a mitochondriich, a to
ve vSech testovanych vzorcich (0, 4 a 24 h inkubace po terapii). Tyto vysledky
jsou v souladu se zavéry nékolika studii ftalocyaninovych fotosenzitivnich latek,
kdy bylo zjisténo, ze se ftalocyaniny neakumuluji jen v jedné bunécné organele,
ale zasahuji vice bunécnych struktur (Dougherty et al., 1998; Wood et al.,
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1997). Vrlznych ¢&asovych odstupech dochazi pouze k naristu poctu
degradovanych protein, coZ poukazuje na skutecnost, Ze jednotlivé vzorky
byly ovlivnény pouze pouzitou terapii a kultivaCnimi podminkami, pfiCemz
pravdépodobné nedosSlo k ovlivnéni vnéjSim zasahem (napf. chybou
pfi manipulaci se vzorky, Spatnou kultivaci bunék), ktery by nebyl spojen
s pouzitou terapii. V pfipadé takového vnéjSiho ovlivnéni by pravdépodobné
dosSlo kvyraznym zménam v zastoupeni jednotlivych skupin, popfipadé
k vyraznéjSimu narlastu poctu degradovanych proteini mezi skupinami bunék
sesbiranych bezprostfedné a po 4 hodinach po terapii, a to vzhledem
ke skuteCnosti, Ze reakce bunky na stres a spousténi obrannych a reparacnich
mechanismu, popf. apoptdzy probiha v del§im ¢asovém useku (napf. apoptoza
trva 6—24 hodin v zavislosti na typu bunék) (Saraste, 1999). Tyto skuteCnosti
jsou v souladu s vysledky dizertatni prace, kdy se pocCet degradovanych
proteinl v pfipadé vzorku bunék sesbiranych bezprostfedné a po 4 hodinach
od terapie zvySil malo (od 9 % (membrany) do 27 % (cytoplazma)), av8ak po 24
hodinach po terapii jiz byl patrny vyrazny narlst poctu degradovanych proteint
od 75 % (jadro) do 128 % (mitochondrie) v porovnani se vzorkem bunék

sesbiranych bezprostfedné po terapii.

Dale byly sledovany zmény 6 nejvétSich skupin degradovanych protein(
v riznych c¢asovych odstupech po 5 Jcm? ZnPc PDT v koncentraci EC50
na HelLa bunkach z hlediska jejich molekularni funkce. Bezprostfedné po terapii
bylo detegovano napfiklad poskozeni nukleotid a chromatin vazebnych protein(
ucastnicich se epigenetickych zmén a modulace genové exprese. Ve vzorku
s inkubacéni dobou 4 hodiny po terapii byla v porovnani s kontrolou zjiSténa
absence proteinl zapojenych v elektron — transportnim fetézci a tvorbé ATP
(pfenasecCu elektronu), které slouzi jako zdroj energie pro téméf vSechny
bunééné procesy (napf. membranovy transport, biosyntéza proteinl, syntéza
RNA atd.). Pokles hladiny téchto proteint vede patrné k dalSim zmé&nam, které
byly pozorovany ve vzorku bunék sesbiranych 24 hodin po terapii, a to
k poklesu hladin ATP vazebnych proteinu, které slouzi napf. jako vyznamné
koenzymy a enzymové regulatory (NAD kinazy, DEADbox helikazy, adenosin
kinaza (ADK), atd.). Vzhledem k tomu, ze molekuly ATP a NAD(P)H jsou velice
dalezitymi aktivovanymi nosici v bufice, které se uc€astni mnoha biosyntetickych

reakci, dochazi pfi jejich poskozeni k naru$eni bunéfného anabolicko —
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katabolického systému a tim i k naruSeni zasadnich Zivotnich bunécnych

pochodu s naslednym uhynem buriky (Alberts, 1998).
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7 ZAVER

Tato dizertaCni prace je zaméfena na in vitro studium ucinku
fotodynamické terapie s vyuzitim dvou derivatl ftalocyaninu na vybrané
bunécéné linie (MCF7, BJ, HeLa a HaCat). U vSech bunécnych linii byl proveden
MTT test zZivotnosti s detekci hodnoty EC50. Z vysledku testl Zivotnosti vyplyva,
ze fotosenzitivni latka obsahujici ve své struktufe atom zinku je v porovnani
S nekovovym derivatem ftalocyaninu mnohem ucinnéjSi na vSech testovanych
bunécénych liniich. ZineCnaty derivat vykazuje nejvétsi ucinnost na bunécné linii
karcinomu délozniho Cipku, a to jak v porovnani s nenadorovymi bunécnymi
liniemi HaCat a BJ, tak i s linii nadorovou MCF7, u niz je naopak ze vSech
zkoumanych linii Uu¢€inek nejmensSi. Vzhledem k zavérim testd Zivotnosti na
nenadorovych bunkach muzZeme konstatovat, Ze v porovnani s bunécnou linii

karcinomu délozniho Cipku, jsou tyto bunécné linie zasazeny terapii méne.

Pro dalSi analyzy byla vybrana bunécéna linie karcinomu délozniho Cipku
a zvolena optimalni kombinace koncentrace fotosenzitizéru a ploSné hustoty
svételné energie. Na této bunécéné linii bylo pfi 5 Jcm? a koncentraci EC50
(30 nm) provedeno mérfeni produkce ROS, analyza zmén mitochondridlniho
membranoveho potencialu, cytoskeletu, miry poSkozeni DNA a analyza zmén
proteinového aparatu pomoci kapilarni chromatografie a tandemové hmotnostni
spektrometrie s ESI ionizaci. Z vySe uvedenych vysledkl vyplyva, ze in vitro
5 Jcm? ZnPc fotodynamicka terapie v koncentraci EC50 zasahuje v burikach
karcinomu délozniho Cipku zasadni buné&cné struktury (mitochondrie, DNA,
cytoskeletalni aparat) a vede k naruSeni zakladnich bunécnych pochodu
v burice (napf. tvorba ATP) vedoucich k bunééné smrti. Z vysledkd z analyzy
proteinového aparatu z hlediska molekularni funkce a bunécéné lokalizace
degradovanych proteinl je mozno pozorovat ucinek terapie na jednotlivé
bunécéné struktury a s nimi souvisejici pochody v burice v zavislosti na Casovém

odstupu po terapii.

Na zakladé téchto zjiSténi je mozno oznacit testovany zineCnaty derivat
ftalocyaniu za potencialné perspektivni pro analyzu in vivo u¢inkd na karcinom
délozniho Cipku na zvifecich modelech, popf. pro jeho zafazeni do klinickych
studii.
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8 SEZNAM ZKRATEK

e ALA - 5-aminolevulinova kyselina

e AMD - s vékem spojena makularni degenerace

e ATP — adenosint trifosfat

e Cdk — cyklindependentni kinaza

e CW - kontinualni vina (Continuos Wave)

e DNA — deoxyribonukleova kyselina

e ER - endoplazmatické retikulum

e ESI — Elektrosprejova ionizace

e FAD - Flavinadenindinukleotid

e FDA - Food and Drug Administration (Ufad pro kontrolu potravin a 1&&iv
USA)

e GA — Golgiho aparat

e HDL — vysokodenzitni lipoprotein

e HpD — hematoporfyrinovy derivat

e Hsp — heat shock proteiny (stresové faktory)

e LDL — nizkodenzitni lipoprotein

e NAD - nikotinamidadenindinukleotid

e PDT - fotodynamicka terapie

e PDT - fotodynamicka terapie

e PplIX — protoporfyrin IX

e PRX — peroxiredoxin

o PS - fotosenzitivni latka

¢ RNA —ribonukleova kyselina

e ROS - reaktivni kyslikové radikaly

e SOD - superoxid dismutaza

e TX —thioredoxin
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