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Ciele prace
Teoreticka Cast’

Cielom teoretickej Casti bolo zoznamenie s problematikou a vypracovanie literarnej
reSerSe na tému fotodynamicka protinddorova terapia, fotosenzitizéry aktivované

viditeInym svetlom a mechanizmus posobenia tejto terapie.
Experimentalna Cast’

Cielom experimentalnej Casti bolo overenie u¢inku novych fotosenzitizacnych zlu¢enin
na modelove] bunkovej kultare ludského melanomu, meranim antiprolifera¢ného
a cytotoxického ucinku, analyzou zmien bunkovych proteinov so zameranim na
poskodenie DNA a bunkovt smrt’. Dalej ziskané poznatky z experimentalnej &asti zaradit’

do kontextu informacii z odbornej literatary.



1 Uvod

Pacient, ktory trpi rakovinou akéhokol'vek typu sa obvykle lieci chemoterapiou. Tato
lieCebna metoda vS§ak moze viest’ k vel'mi zavaznym vedl'ajsim uc€inkom ked’ze postihuje
nie len rakovinové bunky ale aj zdravé bunky tkaniva. Prave z tohto dévodu sa dnes
vyskum zameriava na metddy, ktoré dokazu cielene likvidovat' transformované bunky.
Jednou z takychto metdd je aj fotodynamicka terapia (Otvagin et al., 2022).

Fotodynamicka terapia je okrem inych indikécii tiez klinicky schvaleny postup lieCby
rakoviny s minimalnym zasahom do tela pacienta. Oproti inym metodam liecby rakoviny
je fotodynamicka terapia ovel'a SetrnejSia pre okolité tkaniva ¢i organy, o tiez znizuje
riziko pre pacienta (Agostinis et al., 2011).

Zaklad fotodynamickej terapie tvoria tri hlavné zlozky, a to svetlo, kyslik a latka citliva
na svetlo (fotosenzitizér). Kombinaciou tychto komponentov, dokazeme donttit’ bunky
k ich zaniku. Nemusia to byt len bunky nadorové, ale aj baktérie ¢i huby. Zakladny krok
pri fotodynamickej terapii je fotosenzitizér, ktory po oziareni dokaze tvorit' singletovy
kyslik alebo radikaly. Prave reaktivne formy kysliku zodpovedaju za poskodenie buniek,
¢o je dovodom bunkovej smrti. Tento proces je riadeny ziarenim, ktorym je mozné
zacielit’ na konkrétne miesto v tele a tym Specificky aktivovat’ fotosenzitizér (Bacellar et
al., 2015). Vzniknuté reaktivne formy kyslika vyvolaju zapalova a nasledne imunitna
reakciu prave na oziarenom mieste, ¢o znizuje poskodenie inych tkaniv a vedl'aj§ie u€inky
liecby (van Straten et al., 2017).

Fotodynamicka terapia pozostava z dvoch sucasne prebiehajucich dejov. Pocas tychto
dejov vznikaju cytotoxické radikaly, ktoré st zodpovedné za bunkovi smrt’ (Kadkhoda
et al., 2022).

Zakladnymi vyhodami tejto terapie je neinvazivnost a schopnost’ zacielit celkom
presne na mala oblast. Na druhej strane prave vyhody spojené so svetlom su taktiez
nevyhodami fotodynamickej terapie. Pri oziareni dochadza pri vstupe svetla do tkaniva
k rozptylu alebo absorpcii, pri¢om zalezi na type tkaniva a vlnovej dizke svetla. Obecne
plati e, absorpcia svetla v tkanivach klesa so zvysujucou sa vlnovou dizkou. Dlhsie
vlnové dizky svetla prenikaju hibsie do tkaniva, a teda su pre fototerapie efektivnejsie.
Pri kratsich vinovych dizkach dochadza hlavne k absorpcii svetla koZou ¢ inym tkanivom

¢o moze sposobit’ ich podrazdenie (Yoon et al., 2013).



2 Princip fotodynamickej terapie

Fotodynamicka terapia je zalozend na interakciach medzi svetlocitlivou latkou, svetlom
$pecifickej vinovej dizky a molekularnym kyslikom. Pacientovi sa podava fotosenzitizér,
bud lokélne alebo intravendzne, ktory vSak sam o sebe nereaguje s okolitymi
biomolekulami. Pri osvetleni dochadza k prenosu energie zo svetla na fotosenzitizér
a nasledne na pritomny molekularny kyslik, ¢o vedie k vzniku reaktivnych foriem kyslika
ako su singletovy kyslik (10,), hydroxylovy radikal (HO"), superoxidovy radikal (02 ™),
¢i peroxid vodiku (H202). Prave tieto produkty reakcie mozu poskodit’ popripade usmrtit
cielené bunky ¢i tkaniva (Hamblin, 2017). Cely tento postup je vyobrazeny na obrazku
(Obr. 1).
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Obrazok 1: Postup fotodynamickej terapie. Pacientovi sa poda vhodny
fotosenzitizér, ktory sa nasledne oziari svetlom vhodnej vinovej dizky. Po
oziareni dochadza k vzniku reaktivnych foriem kyslika, ¢o vyvolava bunkovu
smrt’ jednym z mechanizmov (prevzaté a upravené z Kolarikova et al., 2023).

2.1 Fotodynamicka reakcia

Samotna fotodynamicka reakcia zaCina absorpciou svetla fotosenzitizérom v oziarenej
Casti tkaniva. Toto oziarenie vyvolava reakciu, ktord ma za nasledok sled fotochemickych
reakcii, ¢o vedie k vzniku reaktivnych foriem kyslika (Correia et al., 2021). Po absorpcii
svetla fotosenzitizérom dochadza k excitacii jeho singletového stavu ('PS*). Tato jeho
excitovand forma je vel'mi nestabilna, a tak dochadza k rozpadu naspét’ do zékladného

stavu, priCom prebytocna energia je vypudena vo forme svetla (fluorescencia) alebo tepla.



AvSak moze dojst aj k prechodu singletového stavu fotosenzitizéru do stabilnejSieho
tripletového stavu prostrednictvom spinovej konverzie elektronu v orbitali s vysSou
energiou (Donnelly et al., 2008). Tento excitovany stav mdze prechadzat’ do zékladného
stavu prostrednictvom svetla (fosforescencie) alebo prechadza dvoma druhmi reakcii
(Dolmans et al., 2003). Jednou z reakcii je priamy prenos energie na molekularny kyslik
(02), ¢o vedie k vzniku singletového kysliku (10,) a zakladného stavu fotosenzitizéru.
Tato reakcia sa oznaCuje ako reakcia typu II. Singletovy kyslik je velmi reaktivny
areaguje s mnozstvom biologickych substratov, ¢o poskodzuje bunky a napokon
sposobuje aj ich smrt’ (Correia et al., 2021).

Ku reakcii typu I dochadza, ked excitovany stav fotosenzitizéru priamo reaguje
s okolitymi substratmi. Tu dochadza k prenosu vodiku alebo elektronu za vzniku vol'nych
radikélov alebo radikalovych ionov. Dochadza k reakcii s pritomnym molekularnym
kyslikom a vznikaju reaktivne formy kysliku (02", HO" ,H202). Tieto formy su taktiez
vel'mi reaktivne a mozu spdsobovat’ poSkodenia a naslednti smrt’ bunky (Kwiatkowski et
al., 2018).

Podstata fotodynamickej terapie teda spociva v spolupraci reakcie typu I a reakcie
typu II, Co zamerne vedie k bunkovej smrti. Pomer v akom sa jednotlivé reakcie v celom
procese vyskytuju zavisi od fotosenzitizéru, substratu, koncentracii kysliku a schopnosti
fotosenzitizéru viazat sa na substrat (Donnelly et al., 2008). Vo vicSine pripadov vsak je
pri terapii pozorovana reakcia typu II, kde vznikd ako hlavny cytotoxicky produkt
singletovy kyslik. Vzhladom k vysokej reaktivite a kratkemu polCasu rozpadu
reaktivnych foriem kyslika je pri fotodynamickej terapii zasiahnuta len mald oblast
v okoli tvorby tychto reaktivnych foriem. To v akej miere budai bunky poskodené zavisi
od typu fotosenzitizéru, jeho intracelularnej a extracelularnej lokalizacii, celkovej
podanej davke, davke svetla a rychlosti svetelného toku, dostupnosti kysliku a dobe
medzi podanim lieCiva a posobenim svetla (Dolmans et al., 2003). Z toho je mozné
predpovedat’, na akom mieste m6zeme tuto terapiu pouzit’. Pri hlbsich nadoroch, pri malej
koncentracii kysliku, a teda pri nizkemu prieniku svetla bude tato terapia malo efektivna.
Naopak pri povrchovych a viac okysli¢enych bunkéach, bude produkcia reaktivnych
foriem kyslika ovela efektivnejSia ateda liecba pomocou fotodynamickej terapie

ucinnejsia (Dabrowski, 2017).



2.2 Fotosenzitizéry

Fotosenzitizéry su definované ako latky schopné absorbovat svetlo, o Specifickej vinove;j

dizke, ¢o spuista fotochemické alebo fotofyzikalne reakcie (Kwiatkowski et al., 2018).

,JIdealny* fotosenzitizér by mal spliiovat’ tieto podmienky: (Dabrowski, 2017)

e Nizka toxicita — v neoziarenych ¢astiach tkaniva

e Vysoka absorpcia ziarenia — obvyklé fototerapeutické prostredie (630-850 nm)

e Schopnost’ generovat’ reaktivne formy kysliku s vysokym vytazkom

e Prednostna afinita k cie’'ovym rakovinovym bunkam

Najbeznejsie fotosenzitizéry su vypisané v tabulke (tab. 1) a ich Struktiry su vyobrazené

na obrazku (obr. 2).

Tabulka 1: Priklady fotosenzitizérov pouzivanych vo fotodynamickej terapii s chemickym a
obchodnym nazvom, sumarnym vzorcom a absorpnym maximom (prevzaté a upravené

Przygoda et al., 2023).

Chemicky nazov Obchodny Sumarny vzorec  absorpcné
nazov maximum [nm]
porfimér sodny Photoftrin® C34H3sN4NaO* 630
kyselina 5- Ameluz® CsHoNO3*HCI 630
aminolevulinova
hexaminolevulinat Hexvix® C11iH21NO; 635
meta-tetrahydroxyfenyl ~ Foscan® C14H3204Ny 652
chlorin

mono-L-aspartyl chlorin  Laserphyrin® C3sH37NsNayO9 664
benzoporfyrinovy derivat  Visudyne® C41H42N4O0s 690




OH O
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Obrazok 2: Struktiry vybranych fotosenzitizérov: A: porfimér sodny, B: kyselina 5-
aminolevulinova C: hexaminolevulinat, D: meta-tetrahydroxyfenyl chlorin E: mono-L-
aspartyl chlorin, F: benzoporfyrinovy derivat



2.2.1 Fotosenzitizéry prvej generacie

Jedna z prvych zmienok o pouziti fotosenzitizéru v kombinacii so svetlom sa pripisuje
Studentovi mediciny z Mnichova. Oscar Raab si pri pokusoch s akridinovymi farbivami
na prvokoch vSimol, ze u prvokov, ktoré boli oSetrené¢ tymto farbivom a nasledne
oziarené, dochadza nielen k fluorescencii, ale tento jav vyvolal spotrebu kysliku a pdsobil
na prvoky toxicky (Ackroyd et al., 2001).

Medzi fotosenzitizéry prvej generacie patria hematoporfyriny. Prvé hematoporfyriny
vznikli zo suSenej krvi a boli zmesou niekolkych porfyrinov, kde kazdy mal svoje
vlastnosti. Najprv boli vyuzivané ako fluorescen¢ny diagnosticky nastroj pre nadorové
ochorenia (van Straten et al., 2017; Przygoda et al., 2023). Pri d'alSom spracovani vznikol
hematoporfyrinovy derivat, ktory bol ziskany purifikaciou a modifikaciou
hematoporfyrinu (Hamblin & Newman, 1994). Mal lepsie lokalizacné schopnosti (Lipson
et al., 1961) a dokonca mohol byt pouzity na liecbu gliomu (nddoru na mozgu) u mysi.
V d’alSom spracovani vznikol porfimér sodny, ktory bol schvaleny na lie¢bu rakoviny
plic, pazeraku, mozgu, ¢i mocového mechura (Kelly et al., 1975; Dougherty et al., 1978;
Dougherty et al., 1998). AvSak porfimér nie je dokonalym fotosenzitizérom. Jeho vysoka
potrebnd davka, nizka svetelnd absorpcia svetla, zly prienik svetla tkanivom, zla
schopnost’ vypudzovania z tela a pomerne zla selektivita nadorov patria medzi najvacsie
minusy tohto lieCiva. Tieto nevyhody viedli k vyvoju druhej generacie fotosenzitizérov

(van Straten et al., 2017).

2.2.2 Fotosenzitizéry druhej generacie

Cielom druhej generacie fotosenzitizérov bolo dosiahnutie lepSej nadorovej selektivity,
znizenie davky a zlepSenie Cistoty lieCiva. Pri davkovani fotosenzitizérov je dolezité
zvolit' taku latku, ktora bude najucinnejSia v o najmensSej koncentracii. Mala
koncentracia vedie k znizeniu vedlajSich ucinkov, ateda k rychlej§iemu zotaveniu
pacienta. Zaujmom druhej generacie bolo taktiez vyuzit na lie¢bu vyssie vinové dizky
svetla (oblast’ Cerveného spektra), ¢o napomaha k lieCbe nadorov v hlbSich Castiach
tkaniva (van Straten et al., 2017; Kwiatkowski et al., 2018). V sucasnej dobe patria do
skupiny fotosenzitizérov druhej generacie derivaty hematoporfyrinu a syntetické
fotosenzitizéry (napr. kyselina S-aminolevulova, obr. 2). Hlavnou nevyhodou

fotosenzitizérov druhej generacie je ich zla rozpustnost vo vode, ¢o vedie k znizeniu



ucinnosti produkcie reaktivnych foriem kyslika a tiez spdsobuje problémy v pripade

intravendzneho podavania (Kwiatkowski et al., 2018).

2.2.3 Fotosenzitizéry tretej generacie

Tretia generacia fotosenzitizérov sa zaobera modifikaciou druhej generacie.
Fotosenzitizéry tretej generacie su molekuly zapuzdrené do nosiCov (Abrahamse &
Hamblin, 2016). Fotosenzitizéry mozu byt aj kovalentne naviazané na niektoré
biomolekuly, ktoré maju afinitu k nddorom. Medzi tieto biomolekuly patria hlavne
protilatky (Sato et al., 2015), proteiny (Hamblin & Newman, 1994), sacharidy (Park et
al., 2011).Tiez to mo6zu byt rdézne nosice na baze nanocastic. NajCastejSie sa pouzivaju
nanocastice zlata, oxidu kremicitého, kvantové bodky, uhlikové nanotrubicky alebo iné
nosice, ktoré dokazu viest' lieCivo k nadorovému tkanivu (Correia et al., 2021). Tieto
modifikacie dokazu zvysit stabilitu, hydrofilitu, distribiciu, vstrebavanie, eliminaciu
lieCiva a znizit neziaduce vedl'ajsie ucinky a toxicitu v tme (Setaro et al., 2020; Gualdesi
et al., 2021). Tretia generacia fotosenzitizérov je stale vo fazi testovania, aj ked’ niektoré
z nich dosahuju vel'mi dobré vysledky (Przygoda et al., 2023).

V sucasnej] dobe sa pracuje aj na zvySeniach selektivity lieCiva prostrednictvom
vyroby aktivovatelnych multifunkénych fotosenzitizérov, ktoré dokazu rozoznat
biologicky ¢i fyzikalny podnet, pomocou ktorého sa aktivuju. Medzi biologické podnety
spojené s rakovinou patri hlavne teplota, pH a enzymaticka aktivita. V rakovinovych
bunkach je mierne kyslejSie prostredie, o mdze byt vyuzité prave na aktivaciu
fotosentitizéru. K aktivacii pomocou fyzikalneho podnetu moze nastat napriklad pri
posobeni magnetického ¢i elektrického pola, ultrazvuku alebo svetla (Simdes et al.,

2020).

2.2.4 Experimentalne zluceniny
Tradi¢né organické fotosenzitizéry, kde napriklad patri aj zmiefiovany porfyrin, je celkom

narocné nasyntetizovat' a purifikovat. Okrem toho, je potrebna celkom vysoka davka
lieCiva na efektivnu produkciu kyslikovych radikalov, nemaju dobrti rozpustnost vo vode
a nevedia efektivne cielit’ na nadorové tkanivo (Pham et al., 2021). Z tychto dovodov je
potrebné vymyslat’ a testovat nové latky, ktoré by mohli byt lep§imi fotosenzitizérmi.
Vyvoj novych fotosenzitizérov vSak nesie radu obmedzeni. Medzi najhlavnejsie patri

napriklad fotosenzitivita tkaniva po liecbe, ¢o blizko suvisi so svetelnou aktivaciou.



Kliucovou podmienkou je tiez dostato¢na pritomnost’ kyslika v oSetrovanej oblasti
(Simdes et al., 2020). Dalfou vyzvou novych fotosenzitizérov je aj lietba metastatickych
druhov rakoviny, ¢o zatial’ nie je pomocou fotodynamickej terapie mozné (Calixto et al.,
2016).

Na druhej strane vSak lieCba na zaklade fotosenzitizérov prinaSa zna¢né mnozstvo
vyhod. Malé neziadtce ucinky, ambulantné oSetrenie, ¢i kratky Cas lieCby patri medzi tie
najlepsie (Brown et al., 2004).

V poslednej dobe sa vyskum zaobera fotosenzitizérmi, ktoré si zalozené na baze
tetrapyrolu, BODIPY, tetrafenyletylénovych farbivich (Pham et al., 2021), r6znych
pyrazolovych kruhovych systémoch (Obr. 3) (Varvuolyté et al., 2020; Razmiené et al.,
2022), alebo tiez na baze benzo[e]indolovych derivatoch (V. Krystof, nepublikované
vysledky) a mnohych d’alSich.

Obrazok 3: Priklady Struktur experimentalnych fotosenzitizérov Studovanych
na Prirodovédecké fakult¢ Univerzity Palackého (Varvuolyté et al., 2020;
Razmieng¢ et al., 2022).

2.3 Svetlo

Fotodynamicka terapia bola otestovana s roznymi zdrojmi svetla ako su denné svetlo
ziarovky, lasery Ci laserové diddy (Yanovsky et al., 2019). Vsetky svetelné zdroje maja
svoje vyhody aj nevyhody, napriklad laserové zdroje su celkom drahé a potrebuju
dodato¢nu optiku na osvietenie vacSej plochy tkaniva. Bezné lampy sa daju pouzit
s optickymi vldknami na uréenie vlnovej dizky svetla. Nevyhodou u takychto lamp je

tepelny ucinok, ktory moze negativne ovplyvnit’ terapiu. Celkom dobrymi zdrojmi svetla



vo fotodynamickej terapii su svetelné diody (LED). St cenovo dostupnejSie, menej
Skodlivé a tepelne neovplyviiuja priebeh reakcie (Correia et al., 2021).

Hibka prieniku svetla do tkaniva je relativne mala a zavisi hlavne na vinovej dizke
posobiaceho svetla (Shackley et al., 2000). Okrem toho, pri ozarovani tkaniva
nedochadza len k absorpcii, ale aj k odrazu, prechodu ¢i rozptylu svetla, ako znazornuje
obrazok (Obr. 4) (Dabrowski, 2017). Obecne plati, Ze svetlo s vysSou vinovou dizkou
v oblasti blizkeho infracerveného svetla, prenika do tkaniva hlbsie. Problém nastava, ak
mé svetlo dlhé vinové dizky (>850 nm). Svetlo s dlhymi vinovymi dizkami totiz nema
dostatok energie, aby bola produkcia singletového kyslika pre terapiu dostatocna (Celli
et al., 2010).

Na druhu stranu, ani kratke vinové dizky nie st optimalne na terapeutické udely.
Vinové dizky kratsie ako 600 nm, st absorbované tkanivom, a mdzu vyvolat podrazdenie
koze (Dabrowski, 2017). Vo vicsSine pripadov sa vo fotodynamickejterapii pracuje
s vinovymi dizkami 650-900 nm, ¢o sa tiez nazyva ako . fototerapeutické okno (Chinna

Ayya Swamy et al., 2020; Dabrowski, 2017).
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Obrazok 4: Moznosti interakcii medzi svetlom a tkanivami c¢loveka
(prevzaté a upravené Dabrowski, 2017).



Aviak je mozné vyuzit aj kratsie vinové dizky svhodnou kombinaciou
fotosenzitizéru. Tieto latky s aktivované svetlom o vinovej dizke 400-500 nm. Jeden
z prikladov je sinoporfyrin sodny, ktory vykazuje antimikrobidlny efekt pri osvieteni
svetlom o vinovej dizke 390-400 nm. Tato latka sa ukazuje ako uéinna v boji proti
Porphyromonas gingivalis (Song et al., 2021), ktory je pri¢inou chronického zéapalu
d’asien veduceho az k paradentdze (Naito et al., 2008).

Pri liecbe rakoviny krcka maternice boli navrhnuté fotosenzitizéry na baze
organickych komplexov obsahujucich iridium, ktoré pri oziareni modrym svetlom
o vlnovej dizke 470 nm indukovali bunkova smrt’ podobnu nekroze (Yokoi et al., 2023).
Problém pri modrom svetle, ktoré ma kratku vinova dizku je ale jeho nizka penetracia
tkanivom, ktora €ini priblizne 1 mm (Ash et al., 2017).

Zaujimavym zdrojom svetla, ktoré je mozné pouzit’ na fotodynamicku terapiu je denné
svetlo. Pri tomto type terapie je pacient ozarovany prirodzenym slneCnym svetlom
namiesto umelého svetla. Velkou vyhodou je pohodlie pacienta, pretoze pacient dokaze
po kratkej instruktazi zvladnut’ terapiu aj sam u seba doma. Ukazalo sa, ze fotodynamicka
terapia, ktora vyuziva prirodzené svetlo je rovnako G¢inna na lieCbu koznych 1ézii, ako
terapia, ktora vyuziva svetlo umelé. Postup liecby je jednoduchy, pacient aplikuje
svetlocitliva latku na postihnuté miesto a po 30 minutach sa toto miesto vystavi
slne¢nému svetlu po dobu 2 hodin. Tym sa fotosenzitizér aktivuje v mensej ale trvalejSej
miere, ¢o vedie k niz§iemu podrazdeniu a minimalnej bolestivosti zakroku (Morton &

Braathen, 2018; Nguyen et al., 2019).

2.4 Kyslik

Kyslik tvori neodlucitel'ni Cast fotodynamickej terapie. Je dolezity na generovanie
reaktivnych foriem kyslika behom terapie. Koncentracia kysliku nie je pri vSetkych
nadoroch a ani pri jednotlivych nadorovych bunkéch v jednom nadore rovnaka. Na
koncentracii kysliku sa podiel'a hlavne hustota ciev. Pri ozarovani koncentracia kysliku
klesa z dovodu vzniku reaktivnych foriem kyslika, ¢o moze mat’ negativny vplyv na
lieCebné ucinky fotodynamickej terapie (Correia et al., 2021; Przygoda et al., 2023).
Hlavne u solidnych nadoroch je nedostatok kysliku pri lieCbe pomocou fotodynamicke;j
terapie vel'ky problém. Nadorové mikroprostredie vétSiny solidnych nadorov vykazuje
silnit hypoxiu, ktora podporuje metastdzovanie nadoru, a zdroveil obmedzuje ucinnost

fotosenzitizérov (Kolarikova et al., 2023).
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Doposial’ bolo popisanych pat réznych typov stratégie tvorby kyslika, aby sa zabranilo
hypoxii nadoru (Zhang et al., 2020). Tieto stratégie vyuzivaju rozlozitelné biomaterialy
uvolnujuce (Camci-Unal et al., 2013), ¢i produkujuce kyslik (Zhou et al., 2019), svetlom
riadené Stiepenie vody s naslednou produkciou kyslika (Martin et al., 2014) a zluCeniny

schopné vyuzit peroxid vodika na tvorbu kyslika (Fu et al., 2018).

2.5 Fotodynamicka terapia na bunkovej urovni

St zndme tri hlavné mechanizmy, ktoré moézu spdsobit’ zdnik nddorovych buniek
(Dolmans et al., 2003). Reaktivne formy kysliku dokazu nadorové bunky poskodit
priamo, ¢o vyvola apoptézu nekrézu alebo tvorbou autofagozémov pri autofagii (Obr 5).
Tiez moze dojst k naruseniu cievneho rieciska a tym k obmedzeniu zivin akyslika do
nadorovej bunky, ¢o ma za nasledok hypoxiu spojent so smrt'ou bunky, alebo k zapalove;j
reakcii, ktord aktivuje imunitny systém pacienta, smerovany prave proti niddorovym
bunkam. Pocas terapie dochadza ku vSetkym zmienenym typom mechanizmov. V ake;j

miere ku nim dochadza zalezi na lieCebnom postupe (Correia et al., 2021).
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Obrazok 5: Priame sposoby bunkovej smrti (prebrané a upravené z
Agostinis et al., 2011).

2.5.1 Nekroza

Nekroza vznika v désledku zdvazného poskodenia buniek, Co narusa integritu bunkove;j

membrany. Nekroza vedie k vyliatiu obsahu bunky do okolitych tkaniv (Obr. 5), ¢o
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indukuje zdpalovud reakciu (Nath et al., 2019). Zatial' Co apoptdza je naprogramovana
smrt’ bunky, ktord vyzaduje energiu, nekroza je energeticky nezavisla forma smrti bunky.
Bunky su vazne poskodené v dosledku nahlych Sokov, ako je teplo, ziarenie, hypoxia
alebo Sok z chemickych latok. Donedavna bola nekréza povazovana za jedini cestu
bunkovej smrti indukované fotodynamickou terapiou, avsak zistilo sa, ze existuje ovela
viac mechanizmov bunkovej smrti, ako napriklad si ferroptéza (Wang et al., 2023) ¢i

pyroptdza (Li et al., 2021).

2.5.2 Apoptoza

Apoptoza je charakterizovand kondenzaciou chromatinu, zmrStovanim buniek,
membranovym blebbingom, Stiepenim chromozomalnej DNA na fragmenty a tvorbou
apoptotickych teliesok bez rozpadu plazmatickej membrany. Bunky v apoptotickom
Stadiu vysielaju takzvané ,find me* a ,eat me“ signaly, ktoré sluzia fagocytom pri
likvidécii buniek (Obr. 5) (Agostinis et al., 2011).

Apoptéza je naprogramovana cesta bunkovej smrti, ktord si vyzaduje aktivaciu
enzymov ako su kaspazy a endonukledzy (Nath et al., 2019). Apoptdzu je mozné rozdelit
na dve drahy, vnitornd (mitochondridlna) a vonkajsia (draha receptorov smrti) (Przygoda
et al., 2023).

Vonkajsia draha je zaloZzena na tzv. receptore smrti, ktory spusta kaskadu procesov
veducich apoptdze. Reaktivne formy kyslika spdsobuji oxidativny stres, ktory aktivuje
receptor Fas. Ten sa nasledne spéja s adaptorovym proteinom FADD. Nastdva interakcia
medzi adaptorovym proteinom FADD aprokaspazou-8 za vzniku proteinového
komplexu, vznikd komplex indikujuci smrt (Zhuang et al., 2001). Tento komplex
autokatalyzuje aktiviaciu prokaspdzy-8 na kaspdzu-8. Kaspdza-8 spdsobuje degradiciu
niektorych bunkovych proteinov atiez dokaze aktivovat kaspazu-7 akaspazu-3
(Stennicke et al., 1998). Kaspaza-3 dokaze stiepit dolezité bunkové proteiny aje
najcastejSie aktivovanou proteazou smrti. Okrem toho je zodpovedna za uvolfiovanie
kaspdzou aktivovanej deoxyribonukledzy (DNéza). Aktiviacia tejto DNéazy zahajuje
degradaciu DNA pocas apoptozy (Enari et al., 1998). Medzitym kaspaza-7 Stiepi bunkové
proteiny.

Vnitornd drdha sa neriadi receptorom, ako to je u vonkajSej drahy, ale je zalozena na
mitochondridlnych udalostiach vyvolavajucich apoptozu. Singletovy kyslik dokéaze

aktivovat’ alebo inaktivovat’ procesy suvisiace s mitochondridlnou permeabilitou, ktora
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je regulovand proteinmi rodiny Bcl-2. Bax je protein patriaci do tejto rodiny a dokaze
zvySit permeabilitu mitochondridlnej membrany. Naopak Bcl-2 ju dokaze potlacat.
Kedze posobia ako vzajomni antagonisti, ich koncentracia ovplyviiuje priepustnost’
mitochondridlnej membrany (Youle & Strasser, 2008). Fotodynamicka terapia dokaze
zni¢it' protein Bcl-2, kvoli ¢omu sa protein Bax aktivuje. Bax zvySuje priepustnost’
mitochondridlnej membrany, ¢im sa do cytoplazmy uvoltuju proteiny z mitochondrie
(napr. cytochrom c, faktor vyvolavajici apoptozu (AIF)). Prave cytochrom c sa viaze
s faktorom aktivujucim apoptotickt protedzu (APAF1), ¢o vedie k tvorbe proteinového
komplexu apoptozému. Tento apoptozom dokaze aktivovat' prokaspazu-9 za vzniku
kaspazy-9. Kaspdza-9 aktivuje kaspazu-3 akaspazu-7, co vedie k digescii bunkového
obsahu. AIF sa podiela na fragmentacii jadrovej DNA akondenzacii jadrového

chromatinu (Maharjan et al., 2022).

2.5.3 Autofagia

Autofagia je recyklacny bunkovy proces, ktory zahfiia tvorbu dvojmembranovych
vezikiil nazyvanych autofagozémy. Uloha autofagozémov je pohlcovanie bunkového
obsahu, pozostdvajiceho napriklad z poskodenych organel (Anding & Baehrecke, 2015).
Po pohlteni sa autofagozomy spoja slyzozomami. Lyzozomy obsahuji hydrolazy
alipazy, ktoré dokazu rozlozit obsah vautofagozomoch. Tento rozklad umozni
odstranenie poSkodeného materidlu a recyklaciu zivin, pricom sa uvolfiuji mastné
kyseliny, aminokyseliny ¢i nukleozidy. Pritomnost autofagozoémov v umierajicich
bunkach neznamena, ze autofagia je pri¢ina bunkovej smrti, ale moze to znamenat’ snahu
buniek sa zachranit’ (Denton et al., 2012). Autofagickd bunkova smrt sa pozoruje pri
bunkdich, ktoré su rezistentné na apoptézu (napr. bunka s nedostatkom proteinu Bax)
(Denton & Kumar, 2019).

Funkcia autofidgie ako mechanizmu prezitia alebo smrti zavisi od stupia
fotoposkodenia. Po aktivacii autofagie moéze dojst’ k zdniku prave autofagiou alebo
aktivaciou regulovanej bunkovej smrti, vicSinou apoptozy. Ukézalo sa, ze inhibiciou
autofagie je mozné zvysit' fototoxicitu sprostredkovani reaktivnymi formami kysliku.
Z toho vyplyva, ze autofagia je viac mechanizmom zichrannym ako mechanizmom

bunkovej smrti (Donohoe et al., 2019).
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2.5.4 Narusenie ciev

Nadmerna koncentracia reaktivnych foriem kysliku méze narusit' cievny systém pri
liecbe fotodynamickou terapiou (Abels, 2004) Prili§ vysoka koncentracia reaktivnych
foriem kyslika sposobuje oxidaciu proteinov, lipidov, poSkodenie DNA ¢i indukciu
prozapalovych reakcii (Dabrowski, 2017). AvSak v istej miere su reaktivne formy kyslika
dolezité vnutrobunkové signalne molekuly, ktoré reguluju funkciu ciev zmenou
kontrakcie, rastu, apoptdzy €1 migracie cievnych buniek. Poskodenie ciev obmedzenie
alebo uplné zastavenie prietoku krvi, je typickym dosledkom fotodynamickej terapie,
hlavne pri solidnych nadoroch (Abels, 2004). Nadorové tkaniva vytvaraji nové cievy z uz
existujucich ciev na svoje zdsobovanie krvou. NarusSenie tychto ciev vyznamne prispieva
k u¢innosti fotodynamickej terapie, dokonca terapia zamerand na cievy vedie

k dlhodobejsim pozitivnym vysledkom (Krzykawska-Serda et al., 2014).

2.5.5 Imunitnd odpoved organizmu na fotodynamicku terapiu
Ak pocas terapie vSetko funguje, dochadza k dostatocnej produkecii reaktivnych foriem

kyslika, ktoré wvyvolava silné zapalové reakcie. Tento zapal podporuje imunitné
mechanizmy, ktoré sa podielaju na eliminacii lieCeného nadoru (Dabrowski, 2017).
Zapalové mediatory, uvolnované behom oxida¢ného stresu, sposobia nahromadenie
imunitnych buniek. Medzi tieto bunky patria neutrofily, mastocyty, makrofagy
a dendritické bunky, ktoré sa snazia o obnovenie homeostdzy (Reginato, 2014).
Makrofagy pohltia uz poskodené rakovinové bunky, a prezentuji proteiny z nadorovych
buniek pomocnym T-lymfocytom, ktoré nasledne dokazu aktivovat’ cytotoxické
T-lymfocyty. Cytotoxické T-lymfocyty tak dokazu bojovat proti nddorovym bunkam

v celom tele (Correia et al., 2021).

2.6 Mozné vyuzitia fotodynamickej terapie
Fotodynamicka terapia sa klinicky pouziva pri lie¢be niektorych onkologickych ochoreni

cloveka. Medzi najCastejSie patri rakovina koze, plic, pazeraka, mocového mechura
alebo rakovina hlavy a krku (Plaetzer et al., 2013). Taktiez je tuto metddu mozné vyuzit’
na liecbu nerakovinovych ochoreni kde patria hlavne dermatologické, kardiovaskularne
¢i dokonca neurologické ochorenia. Liecba je obmedzena na nadory a 1ézie, nachadzajuce
sa na povrchu, ¢i tesne pod povrchom tela. Taktiez je mozné cielit' len nadory, ktoré sa
nachadzaju na povrchu vnutorného epitelu. Prienik svetla je obmedzeny tkanivom, a teda

hlboko ulozené nadory nie je mozné efektivne zacielit' (Lange et al., 2021).
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Zaujimavym vyuzitim fotodynamickej terapie je takzvana fotodynamicka inaktivacia
mikroorganizmov. Touto metdodou by sa dala obist’ rezistencia proti antibiotikdm ¢i
antivirotikdm (Almeida, 2020). Vyuzitie antimikrobidlnej fotodynamickej terapie
mozeme najst’ pri lieCbe chronickych vredov na nohach. V ranach je pritomny
Staphylococcus aureus, pricom znacna Cast’ tychto mikroorganizmov je rezistentna na
beznu antibioticku lieCbu. Antimikrobidlna fotodynamicka liecba pomocou kyseliny
aminolevulinovej, vyrazne zlepSsila hojenie chronickych vredov (Lin et al., 2021).

Escherichia coli, S. aureus &1 FEnterobacter aerogenes sa bezne vyskytuju
v implantacnych jamkach a v oblasti implantatov u pacientov s periimplantitidov
(Belibasakis, 2014). Pri periimplantitide je mozné antimikrobidlne vyuzitie
fotodynamickej terapie v kombinacii s chitosanom na dekontaminaciu. T4to kombinécia
sa zda byt ucinnejSou regeneracnou liecbou ako doposial’ pouzivané vac§inou manualne
metody (Camacho-Alonso et al., 2022).

Trichosporon asahii st mikroorganizmy podobné kvasinkam (Mariné et al., 2015),
ktoré mozu sposobovat’ rozne kozné infekcie. Liecba tychto koznych ochoreni, spociva
v hlavne v medikécii antifungalnymi latkami (Colombo et al., 2011). Trvalé uzivanie
antifungalnych latok, v§ak mdze viest’ k rezistencii mikroorganizmov voc¢i tymto latkam.
Fotodynamickd terapia s pouzitim 5-aminolevulinovej kyseliny, v kombinacii
s antifungalnou latkou itrakonazolom, sa ukazuje byt efektivnym rieSenim v boji proti
tymto mikroorganizmom (Lan et al., 2021).

Fotodynamicka terapia ma vyuzitie aj v Cisteni odpadovych vod. Problémom pri
odpadovych vodach su E. coli a S. aureus, ¢i iné koliformné baktérie. Fotodynamicka
terapia, v kombindacii s pyrogallolom a terpinolénom, sa zd4a byt u¢innou metddou
v inaktivacii tychto mikroorganizmov (Sarker & Ahn, 2022).

Niektoré zdroje hovoria, o pozitivhom u¢inku fotodynamickej terapie na pomerne
nedavny celosvetovy problém COVID-19 (Tariq et al., 2021). Vysledky dokazuju
potencial fotodynamickej terapie k liecbe pacientov s COVID-19 v rannom Stadiu
infekcie, ktory vykazuji mierne alebo stredne zavazné priznaky tohto ochorenia.
Optimalnym fotosenzitizérom v tomto pripade by mohol byt kurkumin, pripadne
metylénova modra (Law et al., 2024). Kurkumin preukézal vysoké antivirotické ucinky
po oziareni svetlom o vlnovej dizke 445 nm (Zupin et al., 2022). Obe tieto latky vykazuja
antibakteridlny a antiviroticky efekt. Toto nové vyuzitie fotodynamickej terapie moze

pacientom lepSie zvladnut' liecbu COVID-19 (Weber et al., 2020).
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3 Prakticka c¢ast’

3.1 Matenal

3.1.1 Chemikalie

2-Merkaptoethanol 97% (Serva, Nemecko), akrylamid (VWR, USA), hovidzi sérovy
albumin: BSA (VWR, USA), bromfenolovda modra (Sigma-Aldrich, Rakousko),
Coomasie-brilliant blue (Sigma—Aldrich, USA), dekahydrat tetraboritanu sodného
(Sigma-Aldrich, USA), dihydrogenfosfore¢nan  draselny  (Lachema, CR),
dimethylsulfoxid: DMSO (PanReach AppliChem, Nemecko), dithiothreitol: DTT
(Roche, Némecko), dodecylsiran sodny: SDS (Lach-Ner, CR), ECL substrat: peroxid
vodiku a luminol (Thermo Fisher Scientific, USA), ethanol 96% (Lach-Ner, CR),
fenylmethylsulfonylfluorid: PMSF (Sigma—Aldrich, Cina), fetilne hovidzie sérum: FS
(Biowest, Francie), fluorid sodny (Lach-Ner, CR), glycerol (Lach-Ner, CR), glycin
(Sigma—Aldrich, USA), hydrogenfosforetnan sodny (Penta, CR), chlorid draselny
(Lachema, CR), chlorid sodny (Penta, CR), kultivaéné médium DMEM (Sigma—Aldrich,
USA), kyselina ethylendiamintetraoctova; EDTA (Sigma—Aldrich, Cina), kyselina
ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘ N‘-tetraoctova: EGTA (Sigma—Aldrich,
USA), kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, CR), kyselina octova 99% (Lach-Ner,
CR), L-glutamin (Sigma—Aldrich, USA), leupeptin (Sigma—Aldrich, USA), MTT
, NNSNENS-
tetramethylethylendiamin: TEMED (BioRad, USA), N N‘-methylenbisakrylamid

(methyl-thiazolyl-tetrazolium) n-butanol (Lach-Ner, CR)

(Sigma—Aldrich, Cina), nonidet: P 40 (Fluka, Svycarsko), orthovanadi¢nan sodny
(Sigma—Aldrich, USA), penicilin (Sigma—Aldrich, USA), propidium jodid (Sigma-—
Aldrich, USA), proteinovy detekéni marker: Spectra Multicolor Broad PageRuler
Prestained Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA), Ponceau S
(Serva, Nemecko), streptomycin (Sigma—Aldrich, USA),
tris(hydroxymethyl)aminomethan: TRIS (Serva, Nemecko), trypsin (Thermo Fisher
Scientific, USA), tween-20: polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Sigma—Aldrich, USA).

Vsetky skumané latky 8393, 8646, 8647 a 8650 su novo substituované derivaty indolu.
ZlucCeniny navrhol a syntetizoval tim pod vedenim Dr. Eglé Arbaciauskiené a Prof.
Algirdasa Sackusa z Katedry organickej chémie na Technologickej univerzite v Kaunase
(Litva). Chemicka Struktira zluGenin bola potvrdena 'H, C and "N NMR

a vysokorozsliSujucou hmotovou spektroskopiou. Cistota testovanych zlaCenin
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bola > 95%. Zluceniny sa rozpustali v dimetylsulfoxide, roztoky sa skladovali pri teplote

+4 °C a bezprostredne pred pouzitim sa riedili do kultivatného média. Obsah

dimetylsulfoxidu v kultivaénom médiu nikdy neprekrocil 0,1 %. Presné Struktiry nemézu

byt zverejnené, kvoli prioritdm eSte nerieSenych otazok tykajucich sa duSevného

vlastnictva. Z tohto dovodu su zluc¢eniny uvedené pod kodmi.

3.1.2 Roztoky

blokovaci pufr: 5% (w/v) BSA; 0,1% (v/v) Tween 20 v TBS

blottovaci pufr: 25 mmol-1"! TRIS; 192 mmol-1" glycin v dH>O (pH 8,3)
Bradfordovo cinidlo: 0,01% (w/v) Coomasie-Brilliant blue; 4,7% (v/v) ethanol;
8,5% (v/v) kyselina fosfore¢na v dH,O

ECL roztok: 1:1 luminol a H,02

elektrodovy pufr: 25 mmol-I" TRIS; 192 mmol 1" glycin; 0,1% (w/v) SDS v
dH,0 (pH 8,3)

kultivacné médium DMEM s 10% FS: 10 g praskového média v 1 1sterilnej dH,O;
doplnené: 10% (v/v) FS; penicilin 100 U-ml™; streptomycin 100 pg-ml™;
2 mmol-I"! L-glutamin

lyzaény pufr RIPA: 20 mmol-1"' TRIS (pH 7,4); 100 mmol-1-! NaCl, 2 mmol-1™!
EGTA; 5 mmol-I"! EDTA; 0,2% (v/v) nonidet P-40 (pH 7,4); 1 mol-1"! DTT;
1 mmol-I"! PMSF; 1 mmol-1"! vanadi¢nan sodny; 1 mmol-1"! NaF; 2 pg-ml™
leupeptin; 0,5 pg-ml™ aprotinin v dH,O

MTT roztok: 2,5 mg-ml™! praskového MTT v PBS

odfarbovaci roztok: 0,1% (v/v) SDS v dH20

fosfatovy pufr (PBS): 137 mmol- 1" NaCl; 2,7 mmol- 1" KCI; 10 mmol-I"!
Na;HPOy; 2 mmol 1" KH,POs (pH 7,4) v dH20

Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) kyselina octova v dH,O

SDS vzorkovaci pufr: 0,3 mol-1"! TRIS (pH 6,8); 50% (v/v) glycerol; 10% (w/v)
SDS; 5% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,05% (w/v) bromfenolova modra v dH.O
TBS: 137 mmol-1"! NaCl; 20 mmol-1! TRIS (pH 6,8) v dH,O; pH upravené
koncentrovanou HCI na hodnotu 7,6

« TBS-T 20: 137 mmol-1"! NaCl; 20 mmol-I" TRIS; 0,05% (v/v) Tween 20 v dH,O
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3.1.3 Zoznam pouzitych protilatok

Imunodetekcia proteinov bola prevedena pomocou primarnych (Tab. 2) a sekundarnych
protilatok, konjugovanych s chrenovou peroxidasou (Tab. 3). VSetky protilatky boli
riedené v BSA ako je uvedené v tabulkach (Tab. 2, Tab. 3).

Tabul’ka 2: Prehl'ad pouzitych primarnych protilatok (R = rabbit, M = mouse).

M,
Protein  antigénu  Protildtka Typ; klon Vyrobca Riedenie
[kDa]
PARP 116, 97 Anti-PARP R; 46D11 Cell signaling 1:1000
yH2AX 17 Anti-yH2AX  M; JBW301 Millipore 1:500
Mcl-1 40 Anti-Mcl-1 R; D35A5 Cell signaling 1:500
Bcl-2 26 Anti-Bcl-2 M; - Sigma Aldrich 1:500
CASP7 35,20 Anti-CASP7 R; - Cell signaling 1:500
CASP9 47,37,35 Anti-CASP9 R;- Cell signaling 1:500
HO-1 28 Anti-HO-1 R; P109 Cell signaling 1:500
HQO1 29 Anti-HQOL1 M; A180 Cell signaling 1:500
BAX 20 Anti-BAX R; D2E11 Cell signaling 1:500
GAPDH 37 Anti-GAPDH M; 0411 Santa Cruz 1:500
Biotechnology
Tabul'ka 3: Prehl'ad sekundarnych protilatok.
Protilatka Typ Vyrobca Riedenie
Anti-rabbit  IgG-HRP  Cell signaling 1:1000
Anti-mouse  IgG-HRP  Cell signaling 1:1000

3.1.4 Pristrojové vybavenie
e CCD chemiluminiscen¢na kamera LAS-4000 (FujiFilm, Japonsko)
e centrifuga BR4i (Jouan, USA)
e centrifuga 5702 (Eppendorf, Nemecko)
e (CO; inkubator (Sanyo, Japonsko)
e fluorescen¢ni mikroskop IX 51 (Olympus, Japonsko)
e laminarny box s vertikdlnym preuadenim vzduchu (Alpina, Pol'sko)
e LED matica 414 nm (ULB UPOL)

e magnetickd mieSacka s ohrevom Arex 6 (Velp Scientifics, Taliansko)
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e mikrodostickovy fluorimeter Tecan infinite 200 pro (Life Sciences, Rakusko)
e minicentrifuga 5702R (Eppendorf, Nemecko)

e odsavaci pumpa FTA2i (Biosan, LotySsko)

e opticky mikroskop TMS (Nikon, Japonsko)

e prietokovy cytometer BD FACS VERSE™(Becton-Dickinson Company, USA)
e predvazky laboratorne (Kern, Nemecko)

e suprava pre vertikalnu elektroforézu: Mini Protean Tetra Cell (BioRad, USA)
e suprava pro western blotting: Mini Trans-Blot Module (BioRad, USA)

e spektrofotometer UV-1800 (Shimadzu, Japonsko)

e termostat blokovy (Kleinfeld labortechnik, Nemecko)

e trepacka viriva Vortex mixer (Velp Scientifics, Taliansko)

e trepacka s kyvavym pohybom MiniRocker MR-1 (Biosan, Loty$sko)

e ultrazvukovy homogenizator Bandeli Sonopulz

e vodna kupel’ (GFL, Nemecko)

e zdroj pro elektroforézu a western blotting (E-C Apparatus Corporation, USA)

3.1.5 Programy k pristrojom
Prietokovy cytometer BD FACS VERSE™: BD FACSuite (v1.0.6.5230),

mikrodostiCkovy fluorimeter Tecan infinite 200 pro: Tekan i-control (3.4.2.0), CCD
chemiluminiscen¢nd kamera LAS-4000: LAS-4000 (ver.2.1), Origin (6.0).

32 Metody

3.2.1 Praca s bunkovou kultarou

Vsetky experimenty boli prevadzané na bunkovej linii G361. Tato linia pochadza zo
zhubného T'udského melandému. Bunkova kultara bola kultivovana v inkubatore na
Petriho miskach (@ 9,6 cm, kultivany povrch 60 cm?) pri 37 °C a 5% CO,. Linia bola
udrzovana v steriinom DMEM médiu s 10% fetdlnym sérom. Linia buniek bola
pasazovana 2-3x do tyzdia, v zavislosti na rychlosti rastu buniek. Ked'ze linia G361 patri
medzi adherentné linie, zbieranie buniek prebiehalo procesom trypsinizacie. Najprv bolo
vSetko médium odsaté z kultivacnej nadoby. Nasledoval oplach roztokom 2 ml EDTA,
ktory bol hned” odsaty. Pre uvolnenie adherentnej linie bolo pouzitych 1,5 ml, 0,1%

roztoku trypsinu, po 2-4 minutach v inkubatore doslo k uvolneniu buniek z povrchu
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Petriho misky. Bunky boli splachnuté¢ 5 ml DMEM média a rozdelené do dalSich

kultivacnych nadob. Kultivacné nadoby boli doplnené Cerstvym médiom.

3.2.2 Test cytotoxicity

Bunky boli pocas experimentu kultivované v 96-jamkovych mikrodostickach. Mnozstvo
buniek bolo prisposobené experimentu. Pri 24-hodinovom experimente sa v jednej jamke
nachadzalo 20 000 buniek. Do jednotlivych jamiek bola napipetovana zriedena suspenzia
buniek (80 pl na jamku) podl'a prislu§ného experimentu. Po 24 hodinach v inkubatore
boli pridané nariedené (3,3uM; 1,1uM; 0,3uM; 0,1uM; 0,03uM; 0,01uM) testované latky
(20 wl na jamku). Testované latky boli riedené v kultivacnom médiu (DMEM). Prvy
stipec tvorilo &isté médium bez buniek. V druhom stipci bolo k bunkovej suspenzii
pridané Cisté médium. Nasledne boli bunky oSetrené jednotlivymi zriedenymi latkami
vzdy v duplikatoch. Bunky boli vlozené do inkubatoru na 4 hodiny a nasledne oziarené
svetlom (414 nm) o davke 10 J-cm™. Po 24 hodinach v inkubatore, bol pridany roztok
MTT v PBS. Po 4 hodinach bolo pridanych 100 pl 10% SDS. Z dévodu tvorenia bublin
roztokom SDS, meranie pokraovalo az nasledujuci den. Nasledovalo meranie
absorbancie pomocou mikrodostickového spektrometru (excitacia A =570 nm/ emisia A =

630 nm) a nasledna analyza dat.

3.2.3 SDS-PAGE a western blotting s imunodetekciou

Na analyzu proteinov boli bunky kultivované na Petriho miskach. Na kazdej Petriho
miske bol rovnaky pocet buniek (1 500 000 buniek na misku). Bunky boli inkubované 24
hodin, a nasledne oSetrené pomocou jednej zriedenej skimanej latky (latka 8646). Pred
oSetrenim bola latka nariedena v kultivaénom médiu (DMEM) na koncentracie 1,1 uM;
0,3 uM a kontrola, ktora obsahovala len Cist¢ médium. Po 4 hodinach inkubacie, boli
vybrané misky roznej koncentracie oZiarené energiou 10 J-cm?, d’alie vybrané misky 5
J-cm™

2

a posledné misky boli ponechané v tme. Energia, ktori bunky dostavali pocas
experimentu bola ur¢ena podl'a doby oziarenia, a podla elektrického pradu. Bunky boli
inkubované do dalSiecho dna. Po uplynuti inkubacnej doby boli bunky zozbierané
pomocou Skrabky do predom wvychladenych skimaviek. Skumavky s bunkovou
suspenziou, boli hned’ centrifugované (8 min, 1 000 g, 4 °C). Bunky boli 2x premyté PBS

a odsaté. Pelety boli ulozené do mraziaceho boxu (-80 °C).
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V den experimentu boli pelety vybrané z mraziaceho boxu na I'ad a nechané vol'ne sa
rozmrazit. Nasledne bol pridany RIPA lyza¢ny puft, v ktorom bol pelet rozsuspendovany.
Nasledovala 30-minutova inkubécia, pocCas ktorej sa roztok eSte niekol'kokrat
prepipetoval. Po inkubacnej dobe boli bunkové lyzaty sonikované v ultrazvukovom
homogenizatore (10 s, 3 cykly, intenzita 40 %). Po homogenizéacii boli skumavky
centrifugované (30 min, 14 000 g, 4 °C).

Po cetrifugacii bol supernatant preneseny do Cistej skimavky a bol zaznamenany jeho
objem. Nasledne bola stanovena celkova koncentracia proteinov Bradfordovou metodou
(Bradford, 1976). Ku kazdej vzorke bol pridany vzorkovaci pufr SDS (5x) v objeme
jednej Stvrtiny z finalneho objemu jednotlivych vzoriek. Vzorky sa nasledne premiesali
a boli zahrievané 5 minut pri 95 °C.

Pomocou metody SDS-PAGE bola prevedena separacia proteinov. Elektroforéza bola
vykonana na polyakrylamidovom géle o Sirke 1 mm, zlozeného z 5% zaostrovacej Casti
a 15% deliacej Casti. Prva etapa elektroforézy prebiehala pri 80 V, 40 minut. Po vstupe
vzoriek do deliaceho gélu bolo zvySené napétie elektroforézy na 120 V. Druha etapa
elektroforézy trvala 2 hodiny.

Po elektroforéze boli separované proteiny prenesené na nitrocelulozovii membranu
pomocou elektroblottingu. Prenos prebiehal po dobu 3 hodin za staleho chladenia
a konstantného prudu 280 mA.

Prenesené proteiny boli ofarbené v roztoku Ponceau S. Nasledne bolo nadbyto¢né
farbivo oplachnuté v destilovanej vode a membrana bola vysuSena. Proteiny boli
vyrezané z membrany podla markeru molekulovych hmotnosti a odfarbené v TBS. Po
odfarbeni boli membrany blokované pomocou 5% roztoku BSA v TBS-T na trepacke.
Zablokované membrany boli vysusené filtraCnym papierom a prenesené do navlhCene;j
uzatvaratelnej krabiCky na podstavec. Kazdy prizok membrany bol prevrstveny
prislusnou primarnou protilatkou. Prevrstvené membrany sa ponechali cez noc
v chladnic¢ke pri 4 °C. Nasledujuci defi boli membrany premyté v TBS a TBS-T. Po
premyti boli membrany osuSené filtraCnym papierom a znovu prevrstvené, tentokrat
sekundarnou protilatkou. Membrany so sekundarnou protilatkou sa nechali hodinu
inkubovat’ pri laboratornej teplote. Po ukon¢eni inkuba¢nej doby boli membrany znovu
premyt¢ v TBS a TBS-T. Premyt¢ membrany boli osuSené na filtranom papieri
a polozené na podstavec, kde boli prevrstvené chemiluminiscenénym substratom ECL na
detekciu proteinov. Membrany boli inkubované s ECL 5 minat. Nasledne prebehla

detekcia chemiluminiscenéného signalu pomocou kamery LAS-4000.

21



3.2.4 Analyza bunkového cyklu pomocou prietokovej cytometrie

Pre analyzu bunkového cyklu boli bunky kultivované v dvanastich malych Petriho
miskach (o 6 cm). Bunky boli inkubované 24 hodin, a nasledne oSetrené pomocou jedne;j
zriedenej skimanej latky (latka 8646). Pred oSetrenim bola latka nariedend v kultivaénom
médiu (DMEM) na koncentracie 3,3 uM; 1,1 uM; 0,3 uM; kontrola obsahovala len
adekvatne nariedeny DMSO. Po 4 hodinach inkubacie boli §tyri misky roznej
koncentricie oziarené svetlom o davke 10 J-cm?, d’algie $tyri misky 5 J-cm™, a posledné
Styri misky boli ponechané v tme. Bunky boli inkubované do d’alSieho diia. Po uplynuti
inkubacnej doby boli bunky pozbierané do skimavky, pomocou trypsinizacie, podobne
ako v kapitole 3.2.1. Nasledne boli skimavky centrifugované (8 min, 1000 g, 4 °C). Po
centrifugacii bol supernatant odsaty a pelet premyty v1 ml vychladeného PBS.
Nasledovala druha centrifugécia, po ktorej bol supernatant odsaty a pelet premyty v 100
ul PBS. Bunky boli nasledne fixované pomocou 1 ml vychladeného ethanolu, ktory bol
za staleho mieSania na vortexe po kvapkach pridavany. Vzorky boli uskladnené do
mraznicky (-20 °C).

V den analyzy boli bunky premieSané na vortexe a centrifugované (8 min, 1000 g,
4 °C). Po centrifugacii bol supernatant odsaty, a pelet premyty v 1 ml vychladeného PBS
a vzorky boli znovu centrifugované (8 min, 1000 g, 4 °C). Po druhej cetrifugacii bol
supernatant odsaty, a pelet premyty v 50 ul PBS. Nasledne bolo po kvapkach pridanych
1 ml HCI za staleho vortexovania. Nasledovala 15min inkubacné doba, pocas ktorej boli
vzorky niekolkokrat premieSané na vortexe. Po inkubacnej dobe boli vzorky
centrifugované (8 min, 1000 g, 4 °C). Po centrifugécii bol supernatant opatrne odsaty,
a pelet bol zneutralizovany tetraboritanom sodnym. Vzorky boli znovu centrifugované (8
min, 1000 g, 4 °C), asupernatant bol odsaty. Pelet bol rozsuspendovany v 600 ul
filtrovaného roztoku PBS s propidium jodidom o koncentracii 0,1 pg-ml™.

Vzorky boli inkubované 30 minut v tme pri laboratérnej teplote. Po inkubacnej dobe
bola prevedena analyza bunkového cyklu na prietokovom cytometri. Pre kvantifikaciu
zastupenia buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu, bolo v kazdej vzorke
analyzovanych asponi 10 000 buniek. Po excitacii pri A = 535 nm bola merand emisia

fluorescencie propidium jodidu pri A = 617 nm.
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Cytotoxicita testovanych fotosenzitizérov
Ciel'om prace bolo zistit’ cytotoxicky u€inok novych zla€enin po oziareni svetlom. Prvym
krokom bolo overenie spektralnych vlastnosti skimanych latok. Na obrazku (Obr. 5) je
znazornené absorpcné a fluorescencné spektrum latky 8646. Zo spektier vyplyva, ze
latka 8646 absorbuje ultrafialové a viditelné modré svetlo. Preto bol k d’al§im
experimentom pouZity zdroj emitujuci svetlo o vinovej dizke 414 nm. Obdobny postup
bol pouzity aj vo Varvuolyté et al., 2020, kde boli skiimané latky s podobnym absorpénym
a fluorescencnym spektrom.
Absorpcné spektrum latky 8646
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Obrazok 6: Absorpéné a fluorescencné spektrum latky 8646.

Cytotoxicita latok Studovanych v tejto praci bola urCend na zaklade na metabolicke]
aktivity prezivajucich buniek uréenej pomocou MTT testu. Z nameranych hodndt boli
urcené hodnoty inhibi¢nej koncentracie I1Cso (Tab. 4). Inhibi¢na koncentracia (ICso) je
koncentrécia, pri ktorej dochadza k zamedzeniu rastu buniek z 50 %. VSetky Studované

latky mali vtme hodnotu ICso vy$Siu ako 10 uM, €o napoveda oich obmedzenej
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cytotoxicite. Po oZiareni vzoriek svetlom o energii 10 J-cm™ sa hodnota ICso vidite'ne
znizila, ¢o naznacuje ich toxicitu pri oziareni svetlom. Latka 8646 bola skoro az patkrat
viac toxickd ako najmenej toxickd ldtka 8650. Z tychto dovodov bola ldtka 8646 vybrana
pre d’alSie testovanie.

Klinicky pouzivané lieky st urcite ucinnejSie, v bunkovych experimentoch sa
pouzivaju v radovo niz§ich koncentraciach nez latky popisované v tejto praci. V
porovnani s publikovanymi experimentalnymi liekmi vS§ak maju skimané latky aj urcity
potencial. Rozdiel v citlivosti buniek vystavenych modrému svetlu a tme na nové
Studované zluCeniny je minimalne desatnasobny, podobne ako v pripade pribuznych
zlaCenin (Varvuolyte et al, 2020, Razmiene et al, 2022). V pripade niektorych inych
zlaCenin mdze byt rozdiel v G€inku v tme a na svetle eSte vacsi, ale pouzité svetlo uz
nemusi byt pre cielové tkanivo bezpecné. Viditelné modré svetlo je teda pre lI'udské
bunky vyrazne bezpecnejSie ako napriklad ultrafialové svetlo, ktoré sa pouzivalo na
vyvolanie fotodynamického ucinku inymi heterocyklickymi zliceninami (Barreca et al.,

2022).

Tabul'ka 4: Cytotoxicka aéinnost’ analyzovanych latok (ICso) v tme a po oZiareni modrym svetlom
o energii 10 J-cm™.

ICso (tma) ICs0 (10 J-cm™)

latka

[uUM] (uM]
8393 >10 2,49 + 0,27
8646 >10 0,93 +0,18
8647 >10 1,44 +0,14
8650 >10 4,62 + 0,44

4.2 Vplyv latok na bunkovy cyklus

V ramci bakalarskej prace bolo cielom preskumat cytotoxické ucinky Styroch novych
latok na bunkovej linii G361 v kombinécii s oziarenim svetlom o vinovej dizke 414 nm.
Po prvotnych testoch cytotoxicity prevedenych s pomocou MTT bola vybrana latka 8646,
ktora sa javila ako najucinnejsia. S touto latkou bola prevedend analyza bunkového cyklu
pomocou prietokovej cytometrie. Bunky boli oSetrené roznymi koncentraciami (0,3 uM,
1,1 uM a 3,3 uM) analyzovanej latky, a tiez boli oziarené roznymi davkami svetla (5 a 10

J-cm?).
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Profil buniek oSetreny latkou 8646 v koncentraciach 0,3 uM; 1,1 uM; 3,3 uM (Obr 7B,
7C, 7D), ktoré neboli vystavené ziareniu, je podobny bunkdm z kontrolnej neovplyvnenej
vzorky (Obr 7A), neobsahujuce] ziadnu svetlocitliva latku. VacSina buniek sa nachadza
v Go/Gi-faze, ¢o odpoveda najmensiemu obsahu DNA, a teda aj najmen§iemu mnozstvu
naviazaného propidium jodidu. Nasleduje S-faza, kde sa postupne zvySuje naviazané
mnozstvo propidium jodidu, o znaci postupnu replikaciu DNA, az na G»-fazu, kde je
najvacsie mnozstvo DNA ateda najviac naviazaného propidium jodidu. Délezitou
vlastnostou fotosenzitizéru je netoxicita v tme (Agostinis et al., 2011), ¢o latka 8646
splnila.

Pri bunkach oSetrenych rovnakou koncentraciou svetlocitlivej latky 8646 (0,3 uM;
1,1 uM; 3,3 uM), ktoré boli po 4 hodinach od aplikacie tejto latky oziarené svetlom
o davke 5 J-cm?, bola pozorovana zmena. V pripade vy$sej koncentracie aplikovanej
latky, konkrétne 1,1 uM; 3,3 uM (Obr. 7G, 7H), bola pozorovana rastuca subdiploidna

populécia, ¢o naznacuje aktivaciu apoptozy. Pri nizSich koncentraciach (ctrl, 0,3 uM)
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Obrazok 7: Vplyv latky 8646 v kombinacii s modrym svetlom na bunkovy cyklus linie G361.
(A-D): tma, koncentracia latky 0; 0,3 pM: 1,1 uM; 3.3 uM. (E-H): 5 J-cm™, koncentracia latky
0;0,3 uM; 1,1 uM; 3.3 uM. (I-L): 10 J-cm™, koncentracia latky 0; 0,3 uM; 1,1 uM; 3,3 uM.
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(Obr 7E, 7F), nebol pozorovany zvyseny apoptoticky pik; tieto dva vzorky boli podobné
neosetrenej a neoziarenej kontrole (Obr. 7A).

V pripade oZiarenia buniek svetlom o davke 10 J-cm™ nastalo postupné zvySovanie
subdiploidnej populacie. Bunky neosetrené latkou 8646 (Obr. 7I) boli podobné kontrole
(Obr. 7A), €o vylucuje poskodenie samotnym svetlom. V d’alSej vzorke oSetrenej 0,3 uM
latkou 8646 je subdiploidnd populacia vyrazne vyssSia, a teda je mozné predpokladat
silnejSiu apoptdézu. Vo vzorke s 1,1 uM latkou 8646 (Obr. 7K) je tazké urcit piky
jednotlivych faz bunkového cyklu. V tomto pripade je mozné pozovat vyraznd
apoptoticku aktivitu. Zaujimavym vysledkom je posledna vzorka (Obr. 7L), kde boli piky
podobné s kontrolnou vzorkou s vyssim zastapenim G, populacie (Obr. 7I). Vizualna
kontrola buniek pod mikroskopom potvrdila silné poskodenie buniek, takze profil
bunkového cyklu je neoCakavany. Vysvetlenie mdze byt zalozené na technickej chybe
pri manipulacii s bunkami pocas farbenia. Je pravdepodobné, zZe silne poskodené bunky
sa vznaSali v kultare, pocCas centrifugacie nesedimentovali a neboli pritomné
v analyzovanej vzorke.

Poskodenie DNA l'udskych buniek, ¢i uz vyvolané priamo ionizujicim ziarenim alebo
genotoxickymi zlu€eninami (napr. niektorymi protinddorovymi cytostatikami) alebo
reaktivnymi formami kyslika vznikajicimi pocas fotodynamickej terapie, je zvycajne
nasledované zastavenim proliferacie buniek a indukciou opravnych mechanizmov
(Agostinis et al., 2011). Zastavenie bunkového cyklu sa zvycajne pozoruje vo fazach G1
a G2, t. . pred kritickymi fazami replikdcie DNA, resp. mitotického delenia (Morales et
al., 2014). V pripade masivneho poskodenia DNA sa zvyc€ajne indukuje smrt’ buniek.
Zvysenie poctu reaktivnych kyslikovych radikéalov, poskodenia DNA a subdiploidne]
populécie buniek sa Casto pozorovalo po pdsobeni fotosenzitizérov vratane syntetickych
derivatov pyrazoloindolu alebo pyrazolo[4,3-c]pyridinu (Varvuolyte et al, 2020,

Razmiene et al, 2022), ktoré su Strukturne pribuzné testovanej zlucenine 8646.

4.3 Vplyv latok na proteiny suvisiace s apoptozou

Pomocou imunoblottingu bolo sledovanych desat’ proteinov, ktoré suvisia s apoptdzou,
¢1 poSkodenim DNA. Bunky boli oSetrené latkou 8646 v koncentraciach 0,3 uM a
1,1 uM. Po 4 hodinach boli tieto bunky ponechané v tme alebo oziarené svetlom o energii

5a 10 J-cm™. Po d’al§ich 20 hodinach boli bunky zozbierané a analyzované (Obr. 8).
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PARP patri medzi proteiny zapojené do drah odpovede na poskodenie DNA a je

zodpovedny za opravu dvojvlaknovych zlomov homologickou rekombinaciou (Morales

et al., 2014). Jeho inaktivacia Specifickym Stiepenim produkujuci fragment o vel'kosti 89

kDa je typickym a dobre akceptovanym markerom apoptotickej bunkovej smrti. PARP

bol §tiepeny vo vzorke z buniek s najvysSou koncentraciou a najvysSou davkou svetla.

Podobne fosforylacia histonu H2AX na serine 139 je uznavanym markerom poskodenia

DNA po expozicii ziareniu y; oznacuje sa ako YH2AX (Solier & Pommier, 2014).

Najvyssia hladina tohto proteinu bola pozorovana vo vzorkach s koncentraciou 1,1 uM

a davkou svetla 5 a 10 J-cm™. Narast yH2AX bol pozorovany aj u buniek vystavenych

inym fotosenzitizérom (Varvuolyte et al, 2020).
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Obrazok 8: Detekcia proteinov suvisiacich s apoptdézou buniek
G361, osetrenych analyzovanou latkou 8646 o koncentracii 0,3 uM
a 1,1 uM a oziarenych modrym svetlom o energii 5 a 10 J-cm™.
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Ako uz bolo spomenuté v kapitole 2.5.2, proteiny Bax a Bcl-2 si antagonistami
ariadia permeabilitu  mitochondrialnej membrany. Vo vzorkach s najvyssou
koncentraciou latky 8646 a davkou svetla 5 a 10 J-cm?, bolo pozorované mensie
mnozstvo proteinu Bcl-2 a naopak vic§ie mnozstvo proteinu Bax. To znaci zvySenu
permeabilitu mitochondrialnej membrany v tychto vzorkach. Protein Mcl-1 patri do
rovnakej rodiny proteinov ako proteiny Bax a Bcl-2. Absencia Mcl-1 proteinu odpoveda
apoptotickej smrti (Sancho et al., 2022). Absenciu tohto proteinu je mozné pozorovat’ vo
vzorke s najvys$Sou koncentraciou (1,1 pM) a najvy3sou davkou svetla (10 J-cm?).

Medzi dalSie typické markery apoptotickej bunkovej smrti patria kaspazy. Kazda
kaspaza ma odliSna tlohu v apoptoze. Aktivacia kaspazy-9 spusta proteolyticku kaskadu
reakcii, pri ktorych sa aktivuju efektorové kaspazy a d’alSie proteiny spolupracujiice na
apoptéze. Kaspaza-7 ma podporni ulohu v apoptéze, ako napriklad akumuléaciu
produkcie reaktivnych foriem kyslika (Brentnall et al., 2013). Ich aktivacia je zalozena
na proteolytickom Stiepeni neaktivnej prekurzorovej kaspazy, ¢o vedie k poklesu jej
hladiny a zodpovedajucemu zvyseniu hladiny Stiepnych fragmentov. Tieto zmeny mozno
l'ahko monitorovat pomocou imunoblotu a vhodnych protilatok. Pritomnost
aktivovanych kaspaz vo vzorkach s najvyssou koncentraciou (1,1 uM) a s davkou svetla
5 alebo 10 J-cm™, tiez potvrdzuje bunkovil smrt’ detegovanu prietokovou cytometriou.

Proteiny HO-1 a NQOI1 patria antioxidacného obranného mechanizmu buniek. Ich
zvySenou hladinou sa bunky brania proti apoptoze. U pacientov s rakovinou sa ukazala
zvySend hladina tychto proteinov (Lawal et al., 2015; Zhou et al., 2019). Pokles HO-1
a NQO1 teda naznacuje prebiehajuce apoptotické procesy, ¢o bolo pozorované vo vzorke
s najvysSou koncentraciou (1,1 uM) a najvy$$ou davkou svetla (10 J-cm™). Latky na baze
pyridinovej Struktary boli testované aj v Razmiené et al., 2022, kde boli dosiahnuté

podobné vysledky.
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5 Zaver

Ciel'om prace bolo overenie u¢inku novych fotosenzitizaénych zlu€enin na bunkovej linii
G361 pomocou vybranych metéd molekularnej biologie a biochémie. V prvotnom
testovani bola urCend cytotoxicita po oziareni svetlom, pricom vSetky latky mali po
oziareni modrym svetlom (10 J-cm™) cytotoxicku koncentraciu ICso v intervali 0,9-4.6
uM. Cytotoxicita vo tme bola vyrazne slabsia. Latka 8646 bola zo vSetkych testovanych
zluCenin po oziareni najucinnejSia. Nasledujica analyza bunkovej DNA farbenej
propidium jodidom a meranej pomocou prietokovej cytometrie preukazala, ze tato latka
sposobuje narast subdiploidnej populacie, ¢o znaci prebiehajicu apoptéozu. Podiel
subdiploidnej populacie bol zavisly na réznych koncentraciach latky a roznych davkach
svetla, Co naznacuje Specificky fotodynamicky efekt.

Prebiehajicu apoptozu potvrdila tiez analyza proteinov pomocou imunoblottingu, pre
ktoru boli vybrané proteiny suvisiace s bunkovou smrt'ou. Bolo preukazané, ze latka 8646
pri koncentracii 1,1 uM a pri davke svetla 10 J-cm™ spdsobuje $pecificku fragmentaciu
proteinu PARP a kaspaz 7 a 9, a d’alej pokles mitochondrialnych proteinov Bel-2 a Mcl-1.
Vyrazny narast signalu fosforylovaného histonu H2AX potvrdzuje predpokladané
poskodenie DNA, sposobené pravdepodobne narastom reaktivnych foriem kyslika.
Zmeny vredoxnom stave buniek odrazali tiez poklesy hemoxygenazy HO-1
a dehydrogenazy NQO1.

Ziskané vysledky naznacuju, ze latka 8646 mdze mat’ silné cytotoxické ucinky pri
vhodnej koncentracii a po oziareni vhodnou davkou svetla. Dolezitym zistenim je aj
obmedzena cytotoxicita v tme, Co je kIi¢ové pre d’alsi vyvoj skimanej generacie latok
s fotosenzitizaénym efektom. Aj ked’ bol fotodynamicky ucinok skimanych latok na
bunkovom modeli potvrdeny, bude potrebné previest’ d’alSie testy, zamerané na podrobny

mechanizmus u¢inku tychto latok.
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7 Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

AIF apoptosis-inducing factor

APAFI1 apoptotic protease activating factor-1

Bax BCL2 Associated X protein

Bcl-2 B-cell Lymphoma 2

BSA bovine serum albumine

CASP7 Caspase 7

CASP9 Caspase 9

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO dimethylsulfoxide

DTT dithiotreitol

ECL enhanced chemiluminiscent subtrate

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EGTA ethylene glycol-bis(p-aminoethyl ether)-N,N,N' N'-tetraacetic
acid

FADD Fas-associated death domain

FS fetal serum

GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

HO-1 Heme oxygenase-1

HQO1 NAD(P)H Quinone Dehydrogenase 1

HRP horseradish peroxidase

Mcl-1 Myeloid cell leukemia-1

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny] tetrazolium
bromide

PARP poly(ADP-ribose) polymerase-1

SDS sodium dodecyl sulfate

TEMED Tetramethylethylendiamine

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane

YH2AX H2AX histone phosphorylated at serine 139
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