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SOUHRN

Tato disertaéni prace se zabyva studiem sensitizérii a fotodynamické
terapie in vitro. Fotodynamicka terapie je neustale se vyvijejici metoda, ktera
vyuziva 3 zakladni slozky — fotosensitivni latku, svétlo a kyslik. Principem této
terapie je aktivace fotosensitivni latky pomoci svételného zéateni o vhodné
vinové délce. Takto aktivovana latka mize poté svou energii piedat kysliku za
vzniku jeho reaktivnich forem, které jsou pro buiiky cytotoxické a vedou k jeji
destrukci. Fotodynamicka terapie ma velmi velky potenciél a vSestranné vyuZziti.
Pouziva se jako hlavni, doplitkova (naptiklad po resekci nadoru) nebo paliativni
léCebnd metoda. Vyuziva se zejména pii 1é¢beé nadorového onemocnéni
(zhoubného i nezhoubného), nenddorového onemocnéni (lupénka, akné, lidsky
papilomavirus nebo sklerodermie) nebo jako antimikrobialni metoda (zejména
proti resistentnim bakteriim).

Teoretickd cast této prace se zaméfuje na shrnuti vSech dulezitych
poznatki ohledné fotodynamické terapie, jako je piehled fotosensitizérti a jejich
rozde€leni do riznych skupin, ptiklady zdroji zéfeni a zplisobli ozafovani nebo
mechanismy vzniku reaktivnich forem kysliku, véetn¢ bunéénych struktur, které
poskozuji. Soucasti je také vysvétleni procesti vedouci k pfimé bunééné smrti a
K nepfimému celkovému znic¢eni nadoru.

Experimentalni ¢ast zahrnovala in vitro experimenty s celkem 3 druhy
fotosensitizéric. — porfyrinovymi latkami, xanthenovymi barvivy a
fotosensitizérem 3. generace. Prvni ¢ast experimentd navazovala na diplomovou
praci a zahrnovala pokusy s porfyrinovymi fotosensitizéry (TPPS4, ZNTPPSg,
PdTPPSs a MQTPPSs) nanadorovych G361 a nenadorovych NIH3T3
buné&énych liniich a p¥i plo$né hustoté svételné energie o velikosti 1 J/cm?,
5J/cm? a 10 J/cm?. Vysledky kometové analyzy neprokdzaly, Ze by nékterd z
téchto latek svym plisobenim poSkozovala DNA a zpusobovala tak jeji
fragmentaci. V pripadé analyzy faze bunééného cyklu byl predpoklad, ze by
fotodynamickd terapie mohla zptisobovat zastaveni cyklu v urcité fazi, nicméné
vysledky z pritokové cytometrie neprokazaly signifikantni rozdily mezi
jednotlivymi fazemi pii porovnani s kontrolnimi buitkami. Pomoci mikroskopu
atomarnich sil byly zjistény hodnoty Youngova modulu, které vyjadiovaly

pruznost bunéénych membran. Pruznost téchto membran je ovlivnéna zejména



cytoskeletem buiiky. Vysledky méfeni Youngova modulu po fotodynamické
terapii pak v ptipadé nadorové bunécéné linie prokazaly zménu v pruznosti, coz
znaci poskozeni cytoskeletalni struktury bun€k.

Druha ¢ast experimenti se tykala studie xanthenovych barviv (Rose
Bengal a erythrosinu B) a jejich u¢inkli ve fotodynamické terapii u G361 a
NIH3T3 buné&énych liniich a p¥i plo§né hustoté svételné energie 5 J/cm?. Jelikoz
nebyla zndma toxicita samotnych latek, bylo potieba provést MTT test bez
ozareni, ktery vSak neprokazal signifikantni sniZzeni Zivotnosti v porovnani
s kontrolou. Z vysledki MTT testu po fotodynamické terapii je patrna zavislost
zivotnosti bun€k na koncentraci jednotlivych fotosensitizéru, kdy s rostouci
koncentraci klesala také zivotnost. Zjisténé hodnoty IC50 (koncentrace, pii které
se zivotnost snizi o 50 %) ukdzaly u obou latek vétsi ucinnost (mensi 1C50)
uUnadorové linie nez v pripadé nenddorové linie. Vzijemné srovnani
xanthenovych barviv prokazalo vice jak 20x vétsi ucinnost latky Rose Bengal.
Detekei produkce reaktivnich forem kysliku bylo zjiSténo, Ze u obou
fotosensitizérti dochdzi v porovnani s kontrolou pfi koncentraci IC50 k nartstu
o minimaln¢ 200 %, u dvojnésobné koncentrace pak minimalné o 400 %. Tento
fakt je velice dilezity, protoze potvrzuje zvySenou produkci reaktivnich forem
kysliku, ktera je jednou z podminek pro potencialni fotosensitizéry. Analyzou
detekce ztraty mitochondridlniho membranového potencialu bylo zjisténo, ze
dochazi k urcitému poskozeni mitochondrii. Jelikoz v8ak podle namétenych
hodnot nebylo toto poskozeni rozséhlé, lze konstatovat, Ze Rose Bengal 1
erythrosin B primarn€ neposkozuji tyto bunétné organely. K urceni, k jaké
form& bunééné smrti po fotodynamické terapii dochazi, byl pouzit Annexin
FITC kit, ktery umoziuje rozlisit apoptotické a nekrotické buiiky. Z vyslednych
grafi bylo patrné, ze po fotodynamické terapii s xanthenovymi barvivy
prevazovala u obou bunécnych linii nekroza. Tato pfevaha poté rostla s vyssi
koncentraci jednotlivych latek. Cilem kometové analyzy bylo urcit, zda néktery
z fotosensitizéri poskozuje DNA a zplsobuje jeji fragmentaci. Vysledky
v piipadé¢ Rose Bengal 1 erythrosinu B prokéazaly, Ze k urcité fragmentaci
dochazi, a Ze rozsah tohoto poSkozeni je pfimo umérny koncentraci latek.

Posledni ¢ast experimentli méla za cil ovéfit fotodynamicky ucinek
fotosensitizéru tfeti generace, ktery vznikl spojenim TMPyPu (fotosensitizér

druhé generace) s pfenaseCem, kterym byl oxid grafenu. Takto vytvofeny



fotosensitizér GO/TMPyP byl poté porovnan se samotnym TMPyPem. Pokusy
byly provedeny na bunécné linii HeLa a S plosnou hustotou svételné energie
30 J/cm? (740 nm zafeni) a 1 J/cm? (414 nm zafeni). Prvni rozdil byl
zaznamenam v UV-Vis absorp¢nim spektru, kde doslo k posunu z 417 nm
(TMPyP) na 437,5 nm (GO/TMPyP). Vétsi t¢innost kompozitu GO/TMPyP pak
potvrdila namétend koncentrace 1C50, kdy doslo ke snizeni této koncentrace
28,224 uM (TMPyP) na 5,228 uM (GO/TMPyP). Ze srovnani vysledki
produkce reaktivnich forem kysliku je patrmé, Ze ackoliv pfi nizkych
koncentracich 0,25 uM a 2,5 uM neni rozdil v produkci ptilis velky, pti ndsledné
vys$i koncentraci doslo k viditelné¢ vétsimu narGstu v produkci reaktivnich
forem kysliku u kompozitu GO/TMPYP nez v ptipadé samotného TMPyPu.

Na zéklad¢ provedenych experimentl 1ze tedy konstatovat, Ze Rose Bengal
spolu s GO/TMPyP kompozitem piedstavuji vhodné kandidaty pro dalsi in vitro

studie, které by nasledn¢ mohly vést k in vivo studiim.



SUMMARY

This thesis is focused on the effect of sensitizers and photodynamic therapy in
vitro. The photodynamic therapy is permanently evolving method using 3 main
components — a photosensitive substance, a light and an oxygen. Principle of the
therapy is an activation of photosensitive substance by irradiation with appropriate
wavelength. Then, the activated substance can transfer its energy to oxygen to produce
reactive oxygen species, which are cytotoxic and lead to cell destruction.
Photodynamic therapy has a great potential and versatile application. It can be used as
a primary, additional (e.g. after tumour resection) or palliative therapeutic method. It
is used particularly to treat tumour disesases (both malignant and benign), non-
cancerous diseases (e.g. psoriasis, acne, human papilloma virus and morphea) or as
antimicrobial method (especially against resistant bacteria).

The theoretical part of the thesis is focused on summary of all relevant
knowledge about photodynamic therapy such as an overview of photosensitizers and
their sorting into various categories, an examples of irradiation sources and irradiation
methods or mechanisms of reactive oxygen species production together with cell
structuctures affected by them. There is also part explaining processes leading to direct
cell death or indirect destruction of the tumour.

The experimental part included in vitro experiments with 3 different kinds of
photosensitizers — porphyrin derivates, xanthene dyes and 3™ generation
photosensitizer. First part of experiments were sequels to master’s thesis research and
included tests of porphyrin photosensitizers (TPPS4, ZNTPPS4, PATPPSs a MgTPPS,)
on melanoma G361 and non-melanoma NIH3T3 cell lines with light dose in the range
of 1 J/cm?, 5 J/cm? a 10 J/cm?. The results of comet assay didn’t prove any damage of
DNA or its fragmentation caused by any of these substances. In case of cell cycle arrest
analysis, there was an assumption that the photodynamic therapy could be the cause
of cell cycle arrest in specific phase. However, the the results from flow cytometry
didn’t show any significant differences between individual phases in comparison with
control. Using atomic force microscope, Young’s modulus corresponding with
elasticity of cell membrane was measured. The membrane elasticity is influenced
mainly by cellular cytoskeleton. The results of Young’s modulus measurement after
photodynamic therapy showed in case of cancer cell line a change in elasticity of the

cell, which point to damage of cytoskeleton.



The second part of experiments included a study of xanthene dyes (Rose Bengal
and erythrosin B) and their effect in photodynamic therapy on G361 and NIH3T3 cell
lines with light dose of 5 J/cm?. Since a toxicity of these dyes was unknown, a MTT
test with no irradiation needed to be done. However, the test didn’t prove any
significant decrease in viability in comparison with the control. The results of MTT
test after photodynamic therapy showed a dependency of cell viability on the
concentration of both photosensitizers - the higher concentration the lower viability of
cells. Determined values of IC50 (the concetration causing the decrease of cell
viability by 50 %) showed higher efficacy (lower 1C50) of both dyes in case of cancer
cell line compared with non-cancer cell line. Mutual comparison of both xanthene dyes
proved more than 20 times higher efficacy of Rose Bengal. By detection of reactive
oxygen species production was found out that in comparison with control, there is at
least 200 % increase of reactive oxygen species in case of IC50 of both
photosensitizers and at least 400 % in case of twofold concentration. This finding is
very important because it confirms higher production of reactive oxygen species,
which is one of several conditions for potential photosensitizers. Analysis of
mitochondrial membrane potential loss proved there is some mitochondrial damage.
Since the measured values didn’t prove the damage to be extensive, it can be stated
that both Rose Bengal and erythrosin B do not primarily harm these cell organelles.
To determine the mode of cell death after photodynamic therapy, the Annexin FITC
kit enabling apoptotic and necrotic cell distinguishing was used. The necrotic
predominance in case of both cell lines and both xanthene dyes after photodynamic
therapy was evident from the resulting graphs. The higher concentration of both
substances the bigger superiority of necrotic cells. The aim of comet assay was to
determine any damage and fragmentation of DNA caused by any of both
photosensitizers. In case of both Rose Bengal and erythrosin B, the results proved
certain degree of fragmentation and that the fragmentation is dependent on the
concentration of dyes — the higher concentration the bigger damage and fragmentation
of DNA.

The aim of the last part of experiments was to verify photodynamic effect of
3" generation photosensitizer which was created by conjugation of TMPyP
(2" generation photosensitizer) with suitable carrier — graphene oxide. Then, the
conjugated photosensitizer GO/TMPyP was compared with TMPyP itself. The
experiments included HeLa cell line and two light doses — 30 J/cm? (740 nm) and 1



Jicm? (414 nm). The first difference between both photosensitizers was detected in
UV-Vis spectrum where the absorption band at 417 (TMPyP) shifted to 437,5 nm
(GO/TMPyP). Then, the higher efficacy of GO/TMPyP conjugate was confirmed by
measured IC50 values, where the concentration decreased from 8,224 uM (TMPyP)
to 5,228 uM (GO/TMPyP). Although the results of reactive oxygen species production
didn’t show any significant differences in low concentrations (0,25 uM and 2,5 uM),
the increase of reactive oxygen species production in followed concentration was in
case of GO/TMPyP evident in comparison with TMPyP alone.

Based on the performed experiments, it can be stated that Rose Bengal and
GO/TMPyP composite represent potentially applicable candidates for another in vitro

studies which may subsequently lead to in vivo studies.



1 CILE PRACE

1. Ove¢fit ucinnost fotodynamického jevu in vitro s vyuzitim porfyrinovych a
xanthenovych fotosensitivnich latek.

2. Charakterizovat vliv fotosensitizéri na nddorové a nenadorové bunééné linie.

3. Zhodnotit miru bunééného poskozeni po aplikaci porfyrinovych a
xanthenovych fotosensitizér s vyuzitim fluorescencnich metod a modernich

mikroskopickych technik.
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2 UVOD

Fotodynamicka terapie (PDT) je neinvazivni metoda 1écby premalignich a
neoplastickych 1ézi, kterd je zalozena na kombinaci monochromatického svétla a
fotosensitizéru (Kaleta-Richter a kol., 2019). Jedna se o 1ékaiskou metodu, ktera byla
schvalena k 1é¢b¢ uréitych forem rakoviny. Pouziva se v kombinaci s tradi¢nimi
protinadorovymi terapiemi, jako je napfiklad operace, chemoterapie a radioterapie.
V urcitych situacich mtize tyto metody dokonce i zcela nahradit (McFarland a kol.,
2020).

Fotosensitivni latky by nem¢ly byt samy o sob¢ toxické, dokud nedojde k jejich
aktivaci svétlem. K tomu je potfeba svételny zdroj, ktery svétlo vede k postizenému
mistu naptiklad pomoci optickych vlaken (Houthoofd a kol., 2020). Dal$im zdrojem
mohou byt naptiklad lampy nebo LED (svétlo emitujici diody).

Ozafeni fotosensitivni latky svétlem urcité vinové délky doda fotosensitizéru (PS)
potiebnou energii ke zméné ze svého zakladniho stavu do excitovaného, ktery mé vsak
velmi kratké trvani. Ke ztrat¢ této energie dochazi jednak ve formé tepla a
fluorescence, ale také preddnim této energie dv€éma mechanismy, které generuji
reaktivni formy kysliku (ROS) a oznacuji se jako I. a II. typ (Roguin a kol., 2019). V I.
typu reakce dojde kptedani energie excitovaného PS interakci s bunéénym
substratem, ktery pak nasledné pak tuto energii preda kysliku za vzniku reaktivnich
forem kysliku, jako jsou superoxidové, hydrogen peroxidové nebo hydroxylové
radikaly. II. typ reakce zahrnuje pfenos energie mezi excitovanym PS a molekulou
kysliku za vzniku singletniho kysliku, ktery se také fadi k ROS (Figueira a Veltrini,
2017). Vysledné produkty obou typt reakci jsou cytotoxické a poskozuji mnoho
bunéénych molekul (membranové lipidy, proteiny, DNA, RNA). Vysledny efekt
téchto zmén zavisi u cilovych bunék na mnoha faktorech — typ PS, koncentrace, doba
ozéfeni, ale také rizné d&je uvnitt samotné bunky (Grandi a kol., 2018).

Porfyriny 1 xanthenova barviva jsou fotosensitizéry druhé generace (Chudy a kol.,
2018). Diky jejich rozdilnému slozeni se také lisi i jejich vlastnosti jako je naptiklad
aktiva¢ni vlnova délka nebo jejich charakter. Zatimco porfyrinové fotosensitizéry jsou
aktivované v modrofialové oblasti a maji hydrofobni charakter, xanthenova barviva
jsou aktivovana v zelené oblasti a maji hydrofilni charakter. Pravé jejich rozpustnost
ovlivituje zptsob prochdzeni skrze bunénou membranu. To mé nésledné také vliv

na struktury v bunce, které jsou poté vlivem fotodynamické terapie poskozeny.
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Vyhodou xanthenovych barviv je lepsi nadorova selektivita a vysoky vytézek pii
tvorbé ROS (Wang a kol., 2019; Reis a kol., 2019).

Tato prace se =zabyva studiem uCinkt porfyrinovych fotosensitizéri a
xanthenovych barviv indukujicich fotodynamicky jev in vitro u nadorové G361 a
nenadorové NIH3T3 bunécné linie. Cilem neni pouze urcit, ktery z danych
fotosensitizért je nejucinnéjsi proti nddorové bunécné linii, ale také odhalit vlastnosti
danych latek. Toto zjiSténi pomuize nejen urcit, zda jsou tyto latky vhodné pro
fotodynamickou terapii, ale také umozni upfesnit, jaké struktury v bunce kazda z latek

poskozuje, a také k jaké forme bunécné smrti tato poskozeni vedou.
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3 LITERARNI RESERSE
3.1 HISTORIE

Fototerapie hrala dilezitou roli pti 1é¢beé dermatologickych chorob jiz pied vice
nez 3500 lety, kdy egyptsti a indicti 1é¢itelé pouzivali k tomuto uc¢elu kombinaci
slune¢niho svétla (helioterapii) a poZivani rostlinnych vytazka (DePry a kol., 2015).
Staii Egypt'ané pouzivali kombinaci peroralné podavanych rostlin (obsahujici svétlem
aktivované psoraleny) a slune¢niho zateni Kk Gspésné 1é¢bé vitiliga (Sternberg a kol.,
1998). Existuji také zaznamy o indickych 1é¢itelich, ktefi vyuzivali 1é¢eni zalozené na
pojidani semen rostliny Psoralea corylifolia a slune¢nim svétle. Vyuzivalo se toho
napiiklad pfi 1é¢bé leukodermy. Okolo roku 1100 zmifiuje arabsky fyzik Ibn al-Bitar
ve své knize 1é¢bu vitiliga pomoci oralné¢ podavanych extraktd z Ammi majus a
slune¢niho svétla (Honigsmann 2013). Také znamy tecky lékat Hérodotos, zvany téz
,otec helioterapie®, zdurazinoval vliv svétla na obnovu zdravi (Ziméik a Miletin, 2004).

Ackoliv Ize jen tézko porovnavat tato zminéna léCeni se soucasnou terapii, tak
je patrné, ze uz v davnych dobach si lidé uvédomovali vlastnosti slune¢niho zafeni a
zaroven predpokladali jeho 1é¢ebné ucinky v kombinaci s urcitymi latkami.

Prilom nastal az v roce 1900, kdy Oscar Raab popsal usmrceni prvokl rodu
Paramecium prostfednictvim interakce mezi akridinovou Cerveni a infraervenym
zarenim (Oniszczuk a kol., 2016).

V roce 1903 Yon Tappeiner a Jesionek poté pouzili topicky aplikovany eosin a
svétlo k 1écbé koznich nadori (Kessel 2004). Nasledné Tappeiner a jeho skupina ur¢ili,
Ze tento ,,fotodynamicky efekt” vyZaduje pfitomnost fotosensitizéru, svétla a kysliku.

Niels R. Finsen ziskal v roce 1903 Nobelovu cenu za Fyziologii a Medicinu diky
své praci, ktera se zabyvala 1é¢bou kozni tuberkuldzy (Maeda a kol., 2016). Pravé
Finsenovi se ptipisuji velké zasluhy za pokrok v oblasti fototerapie.

Dalsi vyznamnou osobnosti v oblasti PDT byl Dr. Sam Schwartz. Ten se velmi
zajimal o porfyrii a experimentoval s riznymi porfyriny, u kterych se zdalo, ze se
lokalizuji v neoplastické tkéani. Pokusil se vyc¢istit hematoporfyrin, jeden z porfyrini,
ktery lze ziskat z protoporfyrinu v hemoglobinu za ptitomnosti silnych kyselin.
Schwartz vystavil hematoporfyrin pisobeni smési sirové a octové kyseliny a nasledné
ho neutralizoval pomoci hydroxidu sodného. Vysledkem byla velice komplexni sm¢s,
ktera vykazovala mimotadné tumor-lokalizujici vlastnosti. Schwartz tento produkt

pojmenoval HPD (derivat hematoporfyrinu) (Kessel 2015).
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Friederich Meyer-Betz provedl prvni hematoporfyrinem zprostiedkovanou
fotodynamickou terapii na ¢loveku tak, Ze si sdm sobé€ aplikoval 200 mg latky a ztistal
stat na svétle (Cengel a kol., 2016). Béhem tohoto pokusu doslo k Sokové reakci, ktera
ho mélem pfipravila o zivot.

Vyuziti fotodynamické terapie pro 1é¢bu rakoviny kize u lidi zkoumal v 90.
letech 19. stoleti Thomas Dougherty. Jeho vyuziti derivatu hematoporfyrinu bylo
zaloZeno na prukopnické praci Policarda a jeho kolektivu, ve které demonstroval, ze
porfyriny jsou ptednostné distribuovany do malignich tkani neZ do normalnich
zdravych tkani (Dobson a kol., 2018). V roce 1978 Dougherty a jeho spolupracovnici
publikovali pisobivé vysledky 1é¢by 113 koznich nebo podkoznich malignich tumord.
Vysledkem byla Uplnd nebo alespon ¢astecnéd rezoluce 111 tumord (Honigsmann

2013).

3.2 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Fotodynamicka terapie je metoda, ktera se neustale vyviji a zahrnuje tfi zakladni
prvky — fotosensitivni latku (fotosensitizér), svétlo a kyslik (Lakouas a kol., 2017).
Jedna se v podstaté o dvou krokovy proces, kdy dojde nejprve k podani netoxického
fotosensitizéru, ktery je poté aktivovan zafenim o urCité vinové délce. Takto
aktivovany fotosensitizér je poté schopny piedat svou energii kysliku, jehoz reaktivni
formy se poté podili na samotné 1écb¢, coZ mize byt napiiklad destrukce nadorovych
bunék (Qiu a kol., 2018) (Obr. 1). Jde tedy o neinvazivni formu lé¢eni, ktera se snazi

odstranit potize a zaroven byt velice Setrna k pacientovi.

(a) o,
Light \.
Cell & ti death
o_——C—

</ (7] <& O
PS Non-specific PS localizaion Light

admi ation PS distributi in target tissue Activation
(idealized)

Obr. 1: Schématické znazornémi a) zakladnich mechanismi PDT a b) obecného

postupu pri pouziti PDT (pfevzato od Li a kol., 2018).
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Od svych pocatkti si fotodynamickd terapie proSla fadou zmén. Postupné
dochazelo Kk vyvoji ucinngjsich fotosensitizért, kdy se zlepSovaly jejich potiebné
vlastnosti a zaroven odstraiiovaly nezadouci U¢inky. VylepSeni se nevyhnulo ani
zdrojiim zareni, kde obyc¢ejnou zarovku vystiidali rizné lampy a vykonné lasery.

S timto pokrokem souvisi i rozsifeni oblasti, kde se d4 fotodynamicka terapie vyuzit.

3.2.1 FOTOSENSITIZERY

Objev fotosensitivni latky byl klicovym faktorem, ktery umoznil vznik
fotodynamické terapie. Fotosensitizér je latka, ktera se vyznacuje velkou citlivosti na
svétlo, které ho aktivuje. Poté, co aktivovany fotosensitizér preda svou energii, vraci
se zpét do zakladniho stavu.

Ackoliv existuje velké mnozstvi fotosensitivnich latek, pouze n€kolik z nich je
povoleno pro klinické vyuziti (Sener a kol., 2019). Jednotlivé fotosensitizéry mizeme

rozdélit do nékolika skupin na zaklad¢ urcitych kritérii.

3.2.1.1 ROZDELENI PODLE GENERACE

Jednim ze zédkladnich rozdéleni fotosensitizérti je podle jejich generace. Rozdil
mezi jednotlivymi generacemi spo¢ivd zejména v postupném vylepSovani urcitych
vlastnosti.

a) PRVNI GENERACE

Prvni generace fotosensitizéri zahrnuje v podstat¢é z hemu izolovany
hematoporfyrin (Hp) a jeho derivaty (HpD) (Gomes a kol., 2018) (Obr. 2).

Jednotlivé derivaty se pfipravovaly z hematoporfyrinu, ktery se izoloval
z hemu (Matoba a kol., 2018). V pocatcich fotodynamické terapie se pouzival i
samotny hematoporfyrin, nicméné Casem se zjistilo, Ze za vysledny fotoefekt
neni zodpoveédny samotny hematoporfyrin, ale jeho oligomerni frakce.

Zaklad HpD tvofi cyklicka tetrapyrolova struktura, ve které jsou jednotlivé
pyroly spojené methinovymi mistky. V centralni ¢asti obsahuji prostor, do
kter¢ho je mozné navazat kovy. Neékteré porfyriny mohou mit absorpéni
maximum mezi 610-630 nm a jiné zase okolo 400 nm.

Uz od prvniho pouziti derivatu hematoporfyrinu k potlaceni ristu tumoru
prsniho tukového polstafe u mysi v roce 1975, byly porfyriny a jejich analogy
uspésné zavedeny do PDT (Fan a kol., 2016).
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Typickym zastupcem je porfimer sodny, znamy také jako Fotofrin, coz je
V podstaté purifikovany Hp. Tento fotosensitizér byl jako prvni schvaleny pro
klinické pouziti (Lange a kol., 2019). Pouzival se napftiklad pii 1é¢bé rakoviny
plic, mocového méchyie nebo jicnu. Hlavnim problém Fotofrinu, pii jeho
pouziti ve fotodynamické terapii, spocival ve fotosensitivit¢ a hypoxii.
Fotosensitivita trvala obvykle v rozmezi 4-6 tydni. Béhem této doby museli
pacienti nosit slunecni bryle a zakryvat si kiizi, aby zabranili vystaveni se
pfimému slune¢nimu nebo i pokojovému svétlu (Shafirstein a kol., 2016).

Cela tato generace méla krom¢ vyse zminéné fotosensitivity i nékolik dalSich
nevhodnych vlastnosti, mezi které patii naptiklad mald rozpustnost, ne zcela
znamé strukturni slozeni latek, nizka selektivita nebo absorpéni maximum okolo

400 nm (Zavadskaya 2015).

Hem Hematoporfyrin
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Fotofrin {porfimer sodny)

Obr. 2: Struktura hemu, hematoporfyrinu a Fotofrinu. (pfevzato od Chilakamarthi
a Giribabu, 2017; Zim¢ik a Miletin, 2004)

b) DRUHA GENERACE
Druha generace fotosensitizéra (Obr. 3) méla za cil odstranit nedostatky

predchozi generace a vylepSit poZzadované vlastnosti. Vysledkem bylo zvySeni
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selektivity nadorové tkan€, mensi akumulace ve zdravé tkani nebo vetsi
rozpustnost. Dalsi vyhodou byla niz$i fotosensitivita a zpravidla vyssi absorp¢ni
maximum fotosensitizéra (630-800 nm), které umoznilo dosdhnout vétsi
penetrace do tkané. Vyhodou je také oproti prvni generaci znama struktura
fotosensitizéru (Kou a kol., 2017; Park a kol., 2018). Tuto generaci miizeme jesté

dale rozdélit na porfyrinové a neporfyrinové fotosensitizéry.

e PORFYRINOVE FOTOSENSITIZERY
Tyto latky v podstaté vychazi piimo z prvni generace a maji tudiz stejny

strukturni zaklad. Tato skupina fotosensitizérii zahrnuje:

o PORFYRINY

Problém malé rozpustnosti u porfyrini pfedchozi generace se podatilo
ptekonat diky navazani dalSich skupin jako SOz, OH nebo COOH do
polohy meso. Toto zjisténi umoznilo vznik syntetického porfyrinu TPPS4
(meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin). Kromé zvysené rozpustnosti
byla u tohoto fotosensitizéru, v porovnani s dal§imi HpD, pozorovana takeé
vet$i lokalizace v nadorové tkani (Chilakamarthi a Giribabu, 2017).
Nevyhodou bylo, ze TPPS4 nemohl byt podavan systémove, jelikoz pak
vykazoval neurotoxické Uc¢inky. Pfi lokalni aplikaci vSak zadné takové
ucinky pozorovany nebyly a pouziti TPPSs timto zpisobem tak bylo
v Ceské republice schvéleno.

Typickym zastupcem této skupiny je aminolevulova kyselina (5-ALA).
Jedna se o prekurzor fotosensitizéru protoporfyrinu IX. V savcich buiikach
dochazi bézné k metabolizaci 5-ALA pies protoporfyrin IX az na kone¢ny
hem. Tato drdha méa vSak svij vlastni zpétnovazebny regulacni
mechanismus, kdy nadbytek hemu inhibuje ALA-syntazu a brani tak
akumulaci fototoxickych meziprodukti. OvSem pii vnéjSim dodani 5-
ALA dojde k nahromadéni protoporfyrinu IX uvnitt bunky, ktery nasledné
po ozafeni vytvaii reaktivni formy kysliku, coZ vede k apoptdze a nekroze
v cilové tkani (Wen a kol., 2017). Jelikoz je tento fotosensitizér aktivovan
vinovou délkou Vv rozmezi 375-445 nm (Namikawa a kol., 2018), coz
neumoziuje velkou penetraci tkan€, vyuziva se hlavné v dermatologii pro

povrchovou 1é€bu. 5-ALA byla schvalena pro pouziti pii 1écbé naptiklad
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povrchovych koznich nadorti, Bowenovy choroby, aktinové keratozy nebo
pro povrchové nadory hlavy a krku.

Dals8im porfyrinovym derivatem je TMPyP (5,10,15,20-tetrakis(1-metyl-
4-pyridinio) porfyrin tetra(p-toluensulfonat)). Jedna se o kationovou
syntetickou a ve vodé rozpustnou latku, ktera vykazuje piednostni
akumulaci v nddorové tkani (Goncalves a kol., 2011). Jeho nevyhodou

muze byt nizké aktivacni vinova délka, ktera se pohybuje okolo 420 nm.

CHLORINY

Jedna se o latky velice podobné porfyriniim, které vSak maji jednu
konjugovanou vazbu navic. Chlorin obsahujici ve své centralni Casti
hot¢ik, oznacujeme jako chlorofyl, ktery se bézné vyskytuje ve
volné ptirodé.

Nejvyznamnéjsim fotosensitizérem z této skupiny je meta izomer
chlorinu (mTHPC, tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin), znamy také jako
Foscan nebo Temoporfin. Tento fotosensitizér byl schvaleny pro lécbu
pokrocilé rakoviny hlavy a krku a rané faze centralné lokalizované
rakoviny plic (Dichiara a kol., 2017). N¢kolik klinickych studii prokazalo,
7ze mTHPC je 100-200krat vice G¢inny nez Fotofrin, coz je nejvice
pouzivany fotosensitizér prvni generace. Jednd se také o hydrofobni
molekulu, diky ¢emuz je schopna lokalizovat se v klicovych
intracelularnich membranovych organelach (Gheewala a kol., 2017).

Dal$im znamym zastupcem chlorini je tzv. Verteporfin, coz je derivat
benzoporfyrinu. Tento fotosensitizér se bézné pouziva naptiklad pro 1é€bu

vlhké formy vékem podminéné makularni degenerace (Min a kol., 2015).

BAKTERIOCHLORINY

Jsou velice podobné chlorinim, a tudiz i porfyriniim. Rozdil spociva
V tom, Ze maji oproti chlorinlim jesté o jednu konjugovanou vazbu méné.

Jejich vyhodnou vlastnosti je silna absorpce v blizké infracervené
(NIR) oblasti. NIR fotony jsou idealni pro fotodynamickou terapii, protoze
jsou relativné neskodné a prochdzi velmi hluboko do tkané.

Nevyhodou bakteriochlorini je jejich malad stabilita, protoZe jsou

nachylné k oxidaci. Toto zjisténi vedlo k vyzkumu stabilnich derivati.
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Tyto derivaty obsahuji F nebo Cl substituenty v pozici ortho fenylovych
kruht, coz zvysilo jak jejich oxidaéni potencidl, tak jejich fotostabilitu
(Oniszuk a kol., 2016).

Jako ptiklad 1ze uvést relativné novou latku, kterd je znama jako
TOOKAD. Jedna se o derivat bakteriochlorinu, ktery obsahuje
substituované palladium a jeho absorpéni maximum je pfi 763 nm.
TOOKAD pusobi tak, ze poskozuje v dané oblasti cévy a omezuje tak
krevni zésobeni. Po poSkozeni endotelu cév dochdzi k sérii dé&ju jako je
tromboza, krevni staze nebo cévni okluze, coz vede k nekrdze tumoru

(Gheewala a kol., 2017).

CYANINOVA BARVIVA

Jedna se o latky se dvéma aromatickymi heterocykly, které obsahuji
dusik a jsou spojeny polymethinovym mostem. Tato barviva jsou zajimava
pro své vyborné spektralni vlastnosti v NIR oblasti (Deng a kol., 2017).
Mezi tato barviva fadime ftalocyaniny a naftalocyaniny.

Ftalocyaniny jsou synteticky pfipravovand barviva, jejichZz absorp¢ni
maximum se pohybuje vrozmezi 650-700 nm. Jejich vyuziti bylo
omezeno diky jejich velmi malé rozpustnosti ve vod€. Za tucelem
prekonani tohoto problému byly vytvofeny ve vodé rozpustné ftalocyaniny
pomoci rizného stupné sulfonace nebo vlozenim OH™ skupin
(Chilakamarthi a Giribabu, 2017; Kucinska a kol., 2015). Krom¢ SOz
nebo OH" skupin kvili lepsi rozpustnosti, byly také navazovany do
centralni ¢asti ionty diamagnetickych kovil (napt. Al¥*, Si** nebo Zn?").
Takto pozménéné ftalocyaninové komplexy dosahovaly vyssi frekvence
tzv. intersystémového piechodu a delSiho tripletového stavu. Diky tomu
tyto komplexy vykazovaly G¢inn¢j$i vytvareni reaktivnich forem kysliku
(Li a kol., 2018). Pfikladem hydrofilniho fotosensitizéru skovovym
iontem je sulfonovany hlinity ftalocyanin (AlPcS), oznacovany také jako
Photosens. Jedna se o komeréné dostupny prostiedek, ktery se vyuziva
napiiklad pfi 1écbé koznich nadorti, rakoviny plic nebo mocového
meéchyte.

Naftalocyaniny maji své absorpcni maximum dokonce V delSich

vlnovych délkach (740-780 nm) nez ftalocyaniny, a to diky dalSimu
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benzenovému kruhu na kazdé isoindolové podjednotce ftalocyaninu (Deng
a kol., 2017). Takto dlouhé vinové délky umoznuji pouziti tohoto
fotosensitizéru i pro velice pigmentované melanomy, protoze jsou schopny

pii 1écbe¢ dosahnout vétsi hloubky.

NEPORFYRINOVE FOTOSENSITIZERY

Ackoliv porfyrinové derivaty predstavuji vétSinu fotosensitizéra, nékolik
neporfyrinovych chromogent vykazuje také fotodynamickou aktivitu. Tato
skupina latek zahrnuje naptiklad antrachinony, fenothiaziniové soli nebo
xantheny (Nesi-Reis a kol., 2018).

SGX301 je synteticky antrachinonovy derivat hypericinu, jehoz absorpéni
vilnova délka ¢ini 590 nm a podléha v soucasnosti klinickému hodnoceni pro
1é¢bu kozniho lymfomu z T-bunék (CTCL).

Pravdépodobné nejpopularnéj$im zéastupcem fenothiaziniovych barviv je
methylenova modt. Jedna se o heterocyklické aromatické barvivo, které je
rozpustné v alkoholu a vodé. Benzenovy kruh ve struktufe methylenové
modii umoznuje vynikajici prichod do bunééné membriny a také se
koncentrovat v mitochondriich, lysozomech a dvousroubovici DNA (Jesus
a kol., 2018). Toto barvivo umoziuje také spustit produkci vysoké hladiny
!0, nebo reaktivnich forem kysliku. Obecnym problémem pii
fotodynamické terapii je fotosensitiva kiiZze, nicmén¢ pouziti methylenové
modfi snizuje toto riziko diky své hydrofilit&, rychlé absorpci a rychlému
vylouceni z cilové tkdn€. Methylenova modi absorbuje fotony o vlnové
délce v rozmezi 600-800 nm, ve které svétlo prochazi tkani nejvice (Silva a
kol., 2018).

Spousta studii se vénuje hledani novych fotosensitizérli, které by
kombinovaly vysokou fotodynamickou ucinnost, malé vedlejsi ucinky a
nizké néklady. A pravé proto byla néktera xanthenova barviva, jako Rose
Bengal nebo erythrosin, navrzena na vhodné kandidaty pro fotodynamickou
terapii (Pellosi a kol., 2013).

Erythrosin B je hydrofilni xanthenové barvivo, které vykazuje podle
nckterych studii antimikrobidlni aktivitu proti Gram-pozitivnim a Gram-
negativnim bakteriim v ustech. I kdyz je erythrosin schopny obecné

absorbovat svétlo viditelné oblasti, jeho oblast maximalni absorpce je v

23



rozmezi 500-550 nm. Vysledky nekterych studii prokéazaly, ze
fotodynamicka terapie pfi pouziti erythrosinu byla 5-10krat u¢innéjsi nez
pii pouziti methylenové modii. Tento fakt je velice povzbuzujici, protoze
methylenova modf je uznavany a efektivni naddorovy a antimikrobidlni
fotosensitizér (Mahdi a kol., 2015).

Rose  Bengal (4,5,6,7-tetrachloro-2°,4¢,5¢,7¢-tetraiodofluoresceindi-
sodium) je anionové ve vodé rozpustné (hydrofilni) xanthenové barvivo,
které je po ozareni zelenym svétlem schopno fotokatalytické konverze
molekuly kysliku na singletovy kyslik. Pouziva se jako fotodynamicky
sensitizér pro nadorovou chemoterapii nebo topické oc¢ni diagnostice
(Mousavi a kol., 2009). Jeho vyhodou je velky kvantovy vytézek a mala
fotodegradace. Rose Bengal prokazal vysokou ucinnost pii inaktivaci
bakterii pomoci fotodynamické terapie. Pouzivd se také, spolu
s nanoc¢asticemi oxidu kfemicitého, k inaktivaci gram-pozitivni bakterie

Staphylococcus aureus (Paszko a kol., 2011).
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Obr. 3: Struktura vybranych fotosensitizéra 2. generace: A — TPPSs, B — ALA,
C - mTHPC, D — TOOKAD, E — Photosens, F — methylenova modt, G — erythrosin a
Rose Bengal (pfevzato od Castano a kol., 2004, Chilakamarthi a Giribabu, 2017,
Dichiara a kol., 2017, Pellosi a kol., 2013, van Dongen a kol., 2004, Yoon a kol., 2013)
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¢) TRETI GENERACE

Za ucelem presnéjSiho zacileni fotosensitizér, zvyseni jejich akumulace
v nadorovych burikach a minimalizovani jejich pfitomnosti ve zdravé tkani, byla
snaha upiena do vyvoje dalsi generace. Jako tieti generaci fotosensitizéru tedy
oznacujeme kombinaci fotosensitizéru (nejCastéji druhé generace) a jeho
»prenasece, na ktery je kovalentné navazany nebo je do néj zabaleny. Toto
obaleni fotosensitizéru pifenaseCem a nasledny transport do cilové tkan¢ je také
velice vhodny pro velmi hydrofobni latky, které se ve vodé nerozpousti, ale
shlukujici se, coz velice omezuje jejich samotnou distribuci do nadoru. Mezi
nejvyznamngjsi prenaseCe fadime albumin, lipoproteiny, micely, lipozémy

(Obr. 4) nebo nejmodernéjsi pfenasece vytvorené pomoci nanotechnologie.

? lysolipid —~— hydrofilni polymer

léciva latka

!  fosfolipid ... lipofilni polymer

Obr. 4: Velikost a struktura vybranych prenaseci: A — LDL, B — micela, C —

lipozém (ptevzato a upraveno od Allijn a kol., 2016)

V lidském téle ma ze sérovych proteinti nejveétsi koncentraci albumin. Jednou
z jeho nejdulezitéjsich vlastnosti je schopnost navazat a prenést spoustu
endogennich a exogennich latek, které nemaji pfimo urcené vlastni transportni
proteiny. Tento fakt vSak neznamend, Ze by albumin nemohl ptfenaSet 1 latky,
které maji sviij specificky transportni protein. Utvoreni komplexu albumin-
ligand v krevnim séru chrani ligand proti oxidaci, snizuje jejich toxicitu a

zlepSuje jejich rozpustnost. Diky tomu lze konstatovat, Ze vytvoreni tohoto
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komplexu zlepsuje transport téchto ligandt (Sulkowski a kol., 2016). Pro sérové
proteiny, jako je pravé albumin, plati, Ze na sebe vazou pievazné¢ hydrofilni
fotosensitizéry.

Lipoproteiny jsou struktury podobné praveé micelam. Skladaji se z lipid, které
se vV rozpoustédle orientuji stejn¢ jako micely. Kromé téchto lipidi obsahuji na
svém povrchu jesté proteiny. Hlavni funkei lipoproteinti je zejména transport
vysoce hydrofobnich lipidi. Nejvyznamnéjsimi lipoproteiny jsou LDL (Low
Density Lipoproteins) a HDL (High Density Lipoproteins). Dulezitym faktem
je, Zze tumory maji v porovnani s jinymi buikami na svém povrchu vice LDL
receptort. A jelikoz LDL na sebe vaze ptevazné hydrofobni fotosensitizéry, byla
vétSina fotosensitizérti druhé generace navrZena tak, aby byla praveé co nejméné
ve vodé rozpustna (Bayona a kol., 2017).

Micely jsou v podstaté malé shluky molekul tenzidid. Pfi kontaktu s
rozpoustédlem dochézi k vytvareni shlukt. Kazdd molekula ma dvé ¢asti —
hydrofilni a hydrofobni. V zavislosti na prostfedi dochazi k orientaci téchto ¢asti
tak, aby to bylo pro dané molekuly energeticky nejvyhodnéjsi. V piipadé
polarniho prosttedi tvoii povrch micely hydrofilni ¢asti a hydrofobni ¢asti jsou
uschované uvnitf. V nepoldrnim prostiedi je pak toto usporadani opacné a
vznikaji tak tzv. reverzni micely. Typickymi zastupci jsou micely globularnich
bilkovin a micely polarnich lipida. PrestoZe tyto micelarni pfenaSece mohou
navySit akumulaci latky (fotosensitizéru) v nadorové tkani diky lepsi
permeabilité a schopnosti udrzet se uvniti nadoru, mize uvnitt micely také
dochazet k agregaci ur¢itého mnozstvi fotosensitizéru, coz zase na druhou stranu
omezuje fotodynamicky efekt (Luo a kol., 2017).

Jako lipozém oznacujeme uméle vytvotenou strukturu kulovitého tvaru, kterd
se sklada z lipidové dvouvrstvy. V ni se nachazi jednotlivé fosfolipidy, které
jsou tvofeny hydrofobni a hydrofilni ¢asti a v rozpoustédle se chovaji stejné jako
micely. Micely jsou vSak na rozdil od lipozomu tvofeny pouze jednou vrstvou
lipid. Spousta terapii se snazi zlepSit zacileni na nadorovou tkan treba i
prostiednictvim imunoterapie. Problémem vSak je heterogenita nadoru (rizné
typy bun€k v mikroprostfedi tumoru a riizné receptory na jejich povrchu). Kim
a kol. (2017) ve své studii upozoriiuji na moznost, jak tuto problematiku vyfesit
s pomoci lipozémil a syntetickych receptorii. Metoda je navrzena na principu

extracelularnich vezikul, které zprostiedkovavaji vnitrobunécny pienos lipidi,
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cytozolickych proteinii a RNA pomoci membranové fize. Syntetické lipozémy,
navrzené tak, aby se spojily s plazmatickou membranou, se vyuzivaji k doruceni
lipidovych syntetickych receptorti. Lip6zomy se syntetickymi receptory se spoji
s nejbliz§imi buitkami, odkud se poté ve formé extracelularnich vezikul 8iti dal.
Nésledné muze terapeuticka latka cilit pravé na tyto syntetické receptory na
povrchu celého tumoru (Obr.5). Tato metoda se jevi vhodna pravé ve spojeni
s fotodynamickou terapii proto, Ze prav€ moznost piresného ozéafeni pouze
postizeného mista s tumorem zajisti, Ze nedojde k poskozeni zdravych bunék, u

kterych doslo také k fuzi s lipozémem.

KREVNI RECISTE
EXTRACELULARNI VEZIKULY

NADOROVE BUNKY

LPOZOMY

1. Lipozomy obsahujici synteticke receptory 2. Nadorove buriky pomod extracelularnich
fizuji s membranou nadorowych bunék vezikul predavali receptory dai$im bufikam

4

TERAPEUTICKA LATKA

(2
L)

3. Terapeuticka latka se vaie na syntetickeé
receptory na povrchu nadorowych bunék

Obr. 5: Schématické znazornéni principu prenosu syntetickych receptori.

(ptevzato a upraveno od Kim a kol., 2017)

Jak bylo uvedeno diive, problémem vyuziti protilatek spo¢iva v tom, Ze na
nadorovych buiikach je pfitomno velké mnozstvi povrchovych antigent rizného
typu. V ptipadé, ze se vSak objevi antigeny, které jsou specifické pouze pro
tumor nebo jsou pfitomny na povrchu tumoru v mnohem vétsim mnozstvi nez u
nenadorové tkané (Castéjs$i jev), oznaCujeme je pojmem tumor-asociované
antigeny. Protilatky proti takovym antigentim se snadno vytvatii a mohou tak ve

spojeni s fotosensitizérem dat vzniknout tzv. fotoimunokonjugétiim, které
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umoziuji pribéh fotodynamické terapie. Cilem téchto fotoimunokonjugati je
bunécnd membrana. Navazani fotosensitizéri na bunéfnou membranu je
vyhodné proto, ze ve vysledku vede k oxidaci lipidit v membrané, coz ma za
nasledek jeji poruseni, unik vnitiniho obsahu buiiky a tim 1 jisté a rychlé zniceni
bunky (Denis a Hamblin 2013). Mtze ovSem nastat i situace, kdy dojde
k internalizaci fotoimunokonjugati dovnitf bunky. V takovém piipadé pak

dochazi k vnitinimu poskozeni bunky (Obr. 6)
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Obr. 6: Princip vyuziti fotoimunokonjugatia (PIC) ve fotodynamické terapii.

(pfevzato a upraveno od Denis a Hamblin, 2013)

S velkym pokrokem na poli nanotechnologie vznikly kromé polymernich
micel a lipozomu také dalSi prenasece jako napiiklad polymerni nanocastice
nebo kovové nanocastice (Obr. 7), jejichz ukolem bylo dopravit fotosensitizér
do nadorovych bunék pro jejich naslednou eliminaci (Hong a kol., 2016).
Polymerni nanocastice (PNP) se pfipravuji zachycenim fotosensitizéru do
polymeru nebo hydrofobni a elektrostatickou interakci mezi fotosensitizérem a
polymerem. Rozméry, povrchové vlastnosti nebo morfologie miize byt snadno
upraven na zakladé pozadavkl. PNP se ptfipravuji pfirodnich nebo syntetickych
polymert jako chitosan, zelatina apod. Zatim co predchozi ptfenasece byly
vytvoieny z organickych polymerdi, kovové nanocastice se pfipravuji
z anorganickych kovi jako je naptiklad zlato, stfibro nebo kiemik. Diky tomu

jsou vice stabilni pfi riznych biologickych podminkéch jako napt. pH, iontova
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sila a tlak. Nanocastice kiemiku (SiO2) jsou chemicky inertni a jsou tudiz
univerzalngjsi pii biologickych aplikacich (Chilakamarthi a Giribabu, 2017).
Mezi vSemi kovovymi nanocasticemi si nanocastice zlata ziskaly urcitou
pozornost diky kombinaci charakteristickych vlastnosti, které jim umoziovaly
mnohé vyuziti jako napf. pii znaceni, pfenaSeni, zobrazovani atd. Diky jejich
biokompatibilité, velikosti a jedine¢nému povrchu, ale také optickym a
termalnim vlastnostem si vyslouzily pozornost pro vyuziti pii fotodynamické
terapii. Pfitomnost n¢kterych funk¢nich skupin (napf. thiolové, amino a kyano
skupiny) jim zajiStuje koloidni stabilitu. Navic spojeni nanocéstic zlata
s biomolekulami jako lipidy, proteiny nebo s molekulami fotosensitizéru mize
vylepsit jejich vlastnosti. Spojeni fotosensitizéru na povrch nanocastic zlata
muze zvysit acinek PDT pomoci zesileného elektromagnetického pole, které
vznikne po ozéafeni nanocastic zlata. Diky tomu dojde k uc¢inngjsi aktivaci

fotosensitizéru a ke zvysené produkci ROS (Mesquita a kol. 2018).

povrch branici thiolované
; orfyrinové deriva
nespecifickym interakcim _ porfy Ty
polymerni matrix it - ,fr_ - '
e iy B, oA i protildtky
> hydrofobni PS g A
thiclovany

propylenglykolovy derivat

-«

Obr. 7: SloZeni nanocasticovych prenasecii: A — polymerni nanoc¢éstice, B —kovové
nanocastice (AuNPs). (pfevzato a upraveno od Chilakamarthi a Giribabu, 2017,
Mesquita a kol., 2018)

Za jeden z velmi nadéjnych nanomateriald s vyuzitim pro bioaplikace je
povazovan grafen a zejména jeho derivat oxid grafenu (GO). Jejich 2D planarni
struktura, kterd zajiStuje velmi velkou plochu povrchu, chemickou a
mechanickou inertnost a tepelnou odolnost z nich ¢ini velice vhodné pienasece
(Allen a kol., 2010; Zhang a kol., 2013; Xu a kol., 2009). Pfitomnost

hydrofilnich skupin (napf. hydroxylové a karboxylové) na povrchu oxidu
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grafenu umoziuje jeho rozpustnost ve vodé (Xu a kol., 2014), coz z n¢j déla

potencidlné idealniho pfenaSece hlavné pro hydrofobni fotosensitivni latky.

3.2.1.2 DALSI DELEN{ FOTOSENSITIZERU
Kromé zékladniho rozdéleni podle generace Ize fotosensitizéry délit i podle jeho

vlastnosti a zpisobu podani.

a) PODLE CHARAKTERU

Fotosensitizéry 1ze také rozdélit na hydrofobni a hydrofilni. Hlavni rozdil
mezi nimi spo¢iva v jejich prichodnosti membranou, coz do jisté miry muze i
urovat misto jejich akumulace. VSeobecné¢ lze fici, Ze hydrofobni
fotosensitizéry pronikaji membranou vcelku jednoduse a mohou se tak
lokalizovat v membranach buné¢nych organel vcetné jadra. Naproti tomu
hydrofilni fotosensitizéry velice tézko pronikaji skrze membranu a dovnitf
buriky se tak dostanou pomoci pinocytdzy a/nebo endocytozy a lokalizuji se
tudiz ptevazné v extranuklearnich granulech — hlavné lysozomech. Cilem
nékolika hydrofilnich fotosensitizéri mutze byt také endoplazmatické
retikulum a Golgiho aparat, kde vSak dulezitost fotochemického poskozeni
jejich funkce neni dosud dostateéné prozkoumana (Calzavara-Pinton a kol.,
2007).

b) PODLE NABOJE

Néboj hraje spolu s charakterem fotosensitizéru velice dilezitou roli pii
urcovani, kde se bude tento fotosensitizér v buiice hromadit. Naptiklad pozitivné
nabité¢ (kationoveé) fotosensitizéry (porfyriny, cyaninova barviva, rhodaminy
atd.) se lokalizuji hlavn€ v mitochondriich, protoZe jsou -elektrostaticky
pfitahovany  jejich  zdpornym  elektrochemickym transmembranovym
potencialem. Naproti tomu zaporné nabité (anionove€) fotosensitizéry (chlorin
e6, AIPcS; nebo Rose Bengal) se spise lokalizuji v lysozomech poté, co jsou

pohlceny endocytézou a nasledné spojeny prave s lysozomy (Bacellar a kol.,
2015).
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¢) PODLE ZPUSOBU PODANI

Fotosensitizér 1ze aplikovat v podstaté dvéma zékladnimi zptisoby — lokalné
a systémoveé. Kazdd moznost ma své vyhody i nevyhody. Lokélni zpiisob
umoziuje piimé vpraveni fotosensitizéru do mista nadoru a zajisti tak tim jeho
dostatecnou koncentraci v pozadovaném misté. To je vSak mozné pouze u
nadorti mensi velikosti, protoze lokalni aplikace u rozsahlych nadort a jejich
metastazi by byla velice narocna. Navic by se tim zvySilo i1 riziko, Ze se
fotosensitizér nedostane do kazdé 1éze. Dalsi vyhodou je, Ze po skonceni
fotodynamické terapie pacient dané misto pouze piekryje (kvili ochrané pied
svétlem) a neni nijak omezen v bézném zivoté. V piipadé systémového podani
systémova fotosensitivita. Pfi tomto zplsobu je totiz pacientovi fotosensitizér
aplikovan do krevniho tecisté. Je tedy potieba, aby se pacient po terapii vyhybal
jak slunecnimu svétlu, tak i béznému doméacimu osvétleni, coz pacienta mtize
znacn¢ omezovat. Vyhodou vsak je, Ze se takto fotosensitizér snadno rozsiti po
celém téle a dostane se tedy do kazdého nadoru, ktery se v téle nachdzi, coz

znacéné urychli 1écbu.

3.2.1.3 IDEALNI FOTOSENSITIZER

V soucasnosti bohuzel nemtizeme povazovat zadny fotosensitizér za naprosto
dokonaly. Existuje totiz spousta vlastnosti, které ovliviiuji jak Gi¢innost fotosensitizéru,
tak 1 Skodlivost lidskému télu. NaStésti nejnovéjsi fotosensitizéry se tém idedlnim
velice bliZi a nabizi velkou uc¢innost pfi zanedbatelnych negativnich tcincich. Mezi

zakladni vlastnosti idedlniho fotosensitivni latky patii:

e AKTIVACE IR NEBO NIR ZARENIM
Excitace fototosensitizéru infracervenym (IR) nebo  blizkym
infraCervenym zafenim je Zadouci, protoze praveé vlnova délka v rozmezi
600-800 nm penetruje tkani nejhloubéji. V pripade¢ tenkych 1ézi nebo 1ézi na
povrchu je zadouci samoziejme 1 zatfeni s niz§i vinovou délkou, jelikoz neni

potieba pronikat hluboko do tkang.
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CISTOTA LATKY

Fotosensitizér by mél mit znamé slozeni a mél by byt chemicky cisty a
stabilni. Vyjimku ptfedstavuji nékteré fotosensitizéry jako naptiklad 5-ALA,
ze které vznika fotosensitivni latka az po jeji metabolizaci na protoporfyrin

IX.

TOXICITA

Bez aplikace svétla by mél PS zlstat fotochemicky inertni a ve tmé by
nem¢l byt nijak toxicky a nemél by vytvaret zddné reaktivni formy kysliku.
Toxické by nemély byt ani metabolity této latky. Fotosensitizér nesmi
jakkoliv vyvolat nové onemocnéni, vytvaiet srazeniny, zpusobit infarkt

myokardu ¢i cévni mozkovou piihodu.

PRODUKCE ROS
Velice dulezita je také vlastnost fotosensitizéru produkovat reaktivni
formy kysliku. Zadouci je tzv. tripletovy stav PS. Ten totiz trva delsi dobu a

umoznuje tak vysokou produkei cytotoxického singletniho kysliku.

HROMADEN{ V NADOROVE TKAN{ A RYCHLE VYLOUCENT{
Fotosensitizér by se mél prednostné hromadit v nadorové tkani a naopak
se mél v idealnim piipad€ Gplné vyhnout zdravé tkani. Tato vlastnost by tak
razantn€ zvysila ucinek 1écby. Této selektivni akumulace 1ze dosdhnout prave
pomoci nosi¢li a v soucasnosti je jednim zhlavnich cili vyzkumu.
V soucasnosti se vSak stale nelze vyhnout pfitomnosti fotosensitizéru i ve
zdravé tkani, coz zpusobuje systémovou fotosensitivitu. Z toho divodu je
také dualezité, aby se zbyly nenavazany fotosensitizér co nejrychleji vyloucil

Z téla ven.

ZPUSOB PODANI
VétsSina fotosensitizért se podava systémove do krevniho fecisté, nicméné
v né¢kterych ptipadech, jako jsou léze v oblasti hlavy a krku, mohou byt

podavany i lokalné (Sunar, 2013). Nékteré situace vSak mohou vyzadovat i

32



jiné formy podani, proto je vhodné, aby fotosensitizér bylo mozno podévat

napftiklad i ordlné nebo inhalaci.

vvvvvv

v riznych zemich povoleny pro klinické uziti. Ptikladem je naptiklad Fotofrin
(porfimer sodny), mTHPC, ALA nebo methylenova modi (Abrahamse a Hamblin,
2016; Bown, 2013; Denis a Hamblin, 2013).

3.2.2 ZARENI

Nezbytnou soucasti fotodynamické terapie je také zdroj zafeni, jehoz ukol je
excitovat fotosensitizér. Bez tohoto vybuzeni nemiize prob¢hnout fotodynamicka
reakce a samotny neaktivni PS tak zlistava neSkodny a ¢asem se vylouci. O tom, ktery
zdroj pouzit, rozhoduji v podstaté¢ dva hlavni faktory — typ fotosensitivni latky a
hloubka penetrace.

Razné fotosensitizéry mohou byt aktivovany riznou vinovou délkou. Pro
dosazeni maximalniho terapeutického ucinku, je potfeba zvolit vhodné zafeni
svhodnou viInovou délkou, pii které dochazi k maximalni absorpci svétla
fotosensitizérem (Kim a kol., 2015). Napiiklad u porfyrinti odpovida maximalni
absorpce svétla priblizné 405 nm. Tato oblast maximalni absorpce se oznacuje jako
tzv. Soretv pas. Dal$i nizsi absorpéni piky lze nalézt pii 510, 545, 580 a 630 nm a
oznacuji se jako Q-pasy (Issa a Manela-Azulay, 2009).

Kromé toho je potieba brat v ivahu také jak hluboko je potifeba proniknout tkani.
U tenkych povrchovych 1ézi 1ze pouzit zdroje s nizsi vinovou délkou (v modrofialové
oblasti). Pokud se vSak nadorova tkan nachéazi hloubéji, je potieba pouzit vyssi vinoveé
délky (v Cervené oblasti), které pronikaji fddoveé nékolik milimetrii hluboko (Obr. 8).
Pii pouziti pfili§ dlouhych vlnovych délek miiZze ovSem nastat situace, Ze zateni nebude
mit dostate€nou energii pro vznik reaktivnich forem kysliku.

Je tfeba mit také na paméti, ze tkan jako takova neni Cist¢ homogenni, ale
obsahuje spoustu nehomogennich ¢asti, které znacné ztézuji aktivaci fotosensitizéru.
Diky pfitomnosti rozlicnych bunéénych struktur mize dochazet k rozptylu svétla a
rizné chromofory uvnitt tkan€ (hemoglobin nebo myoglobin) mohou zase svétlo
absorbovat namisto fotosensitizéru. Dalsi ptekazku pii aktivaci PS predstavuje tzv.

»self-shielding®™ a ,,fotobleaching. Jako self-shielding se oznacuje d&j, kdy sama
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fotosensitivni latka svou absorpci svétla postupné omezuje prunik svétla a brani tak
aktivaci hloubéji se nachazejicich molekul PS. Pojem fotobleaching by se dal ptelozit
jako vyblednuti ¢i fotodestrukce fotosensitizéru. Jedna se o obecnou vlastnost barviv,
kdy absorpce svétla zpiisobi riizné chemické zmény (nejcastéji oxidaci) a narusi tak
chromofor. Diky tomu dochazi ke ztrat¢ schopnosti absorbovat ¢i emitovat svétlo.
Dalo by se tedy fici, ze fotobleaching do jisté miry brani self-shieldingu, protoze se
dand molekula stavd neaktivni, neabsorbuje zareni a svétlo tudiz miize pronikat
hloubéji do tkdn€. Na druhou stranu se vSak tato neaktivni molekula nemiize podilet

na tvorbé reaktivnich forem kysliku, a tudiz cytotoxickém uc¢inku.

svételny paprsek
| odraz
1 “so-m pm
% 1 mm
e T
I =+ | rozptyl 2 mm
. 10 mm

Obr. 8: Schéma priniku svétla s riiznou vinovou délkou skrze tkan. (pfevzato a

upraveno od Meng a kol., 2017)

3.22.1 ZDROJE ZAREN{

S rozvojem technologie vznika vcelku Siroké spektrum zdroji zafeni. O tom,
ktery zdroj pouzit rozhoduje zejména druh fotosensitivni latky a pak také to, jak
hluboko se nadorova tkan nachazi. Zdroje zateni, které se vyuZzivaji ve fotodynamické
terapii, 1ze vSeobecné rozdélit na ptirozené a umélé.

Pfirozeny zdroj zareni piedstavuje Slunce. V soucasnosti se nckolik studii
soustiedi na vyuziti slune¢niho svétla pro fotodynamickou terapii. Dlivodem je snizeni
bolesti, kterd miZze v nékterych piipadech nastat. V porovnani s béznou

fotodynamickou terapii, kterd vyuZzivé intenzivnich svételnych pulzl, poskytuje denni
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svétlo nizsi fluenci (hustotu proslych fotond). Soucasny protokol doporucuje 2-2,5
hodiny vystaveni se dennimu svétlu ihned po aplikaci fotosensitizéru. Vyuzitim
denniho svétla jako zdroje podstupuje napiiklad fotoporfyrin IX neustalou, avSak
pomalou fotokonverzi na cytotoxické reaktivni formy kysliku. SniZzena lokalni
koncentrace ROS snizuje stimulaci volnych nervovych zakonceni a minimalizuje
bolest (Wang a kol., 2017).

Mezi zakladni umélé zdroje zafeni se fadi lampy, LED a lasery. Kazdy z nich
ma pro fotodynamickou terapii své vyhody a vyuziti. Jako prvni se pouzivali zejména
lampy, které byly doplnény jesté o prislusné filtry. Nelaserové zdroje se vyuzivaji

zejména v dermatologii (Mitton a Ackroyd, 2008).

a) LAMPY

Lampy poskytuji nekoherentni polychromatické zaieni. Jejich vyhodou je,
ze nejsou nakladné, jsou snadné na udrzbu, lze s jejich pomoci ozafit vetsi
plochu a diky tomu, Ze poskytuji Sirokou Skalu vinovych délek je Ize pouZit pro
aktivaci vice fotosensitizérti s riznymi absorpénimi maximy soucasné. Existuje
nékolik druhti lamp (Obr. 9), které se mezi sebou lisi zpiisobem, jakym vytvari

svétlo:

e OBLOUKOVE LAMPY

Obloukové lampy jsou tvofeny dvéma elektrodami, které jsou uzavieny
v pruhledné nadobé s plynem (napf. xenon nebo rtut’). Pfi priachodu napéti
dojde k excitaci elektrond a k emisi svétla dochazi pfi jejich navratu do

zékladniho stavu (Ahmad a kol., 2017).

e VYSOKOTLAKE VYBOJKY

Vysokotlaké vybojky ptedstavovaly velky pokrok od tradicnich
rtutovych obloukovych lamp, se kterymi sdileji podobny koncept. Uzaviena
trubice obsahuje inertni plyny (neon-argon nebo krypton-argon), urcité
mnozstvi rtuti a smés kovovych halogenidi. Vysokotlaké vybojky lze
rozliSovat podle pfitomnosti jednotlivych kovovych halogenidi: vybojky
s kombinaci sodik/thallium/indium + jodid, dysprosium halogenid, thulium
halogenid atd. (Calin a Parasca. 2009). Jejich vyhodou je vysoka intenzita
zafeni, kterd umoznuje pouzit vysoké davky v kratkych intervalech. Jejich
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nevyhodou miize byt urcitd technicka slozitost a nerovnomérné ozafovani

vétsich oblasti (Herzinger a kol., 2016).

e FLUORESCENCNI LAMPY

Fluorescen¢ni lampy jsou cylindrické sklenéné trubice potazené vrstvou
fosforu a obsahujici rtut’. Pti prichodu proudu dochézi k vypatrovani rtuti do
vyssiho energetického stavu a pfi navratu do jeho zdkladniho stavu vznika
zateni. Vrstva fosforu se pak zachova jako fluorofor, absorbuje zafeni a

emituje ho del§imi vinovymi délkami (Ahmad a kol., 2017).

N 2

4

_

A B C
Obr. 9: Zakladni typy lamp: A — xenonova obloukovéa lampa, B — vysokotlaka
vybojka, C — fluorescencni lampa

(https://www.newport.com/f/xenon-arc-lamps,https://eyelighting.com/hid-lamps/

high-pressure-sodium, https://www.clackamas.us/recycling/fluorescentlamps. html)

b) LED

LED emituji nekoherentni svétlo o urcité vinové délce, a to v rozmezi od
UV, pies barvy viditelného spektra, az po infracervené zatfeni. V poslednich
letech se LED staly nezbytnou technologii pro fotodynamickou terapii, a to
zejména pro ozatfovani snadno pfistupnych tkdni na povrchu. Mezi hlavni
vyhody patii kompaktnost, nizka hmotnost, nizka potfizovaci cena a cena za
jeden watt. Dalsi vyhodou je velka ozafovaci plocha a moznost jejiho snadného
a rizného rozvrzeni (Mang, 2004; Nagata a kol., 2012; Breskey a kol., 2013).
Vyznamny pokrok v LED technologii umoznil vytvofit malé zdroje zéafeni, které
jsou vhodné pro ambulantni PDT. Navic diky konstrukei optickych vlaken s
difuznim koncem se svétlo zacalo velice snadno dodavat az do lumenu traviciho

traktu nebo do mocového méchyie (Firczuk a kol., 2011).
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c) LASERY

Laser je anglicky akronym pro Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation, coz V piekladu znamena ,,zesilovani
svétla pomoci stimulované emise zareni. Jedna se o zdroj, ktery emituje fotony
ve formé koherentniho a monochromatického zateni. Monochromati¢nost zateni
umoziuje vybrat presné takovou vinovou délku, pfi které ma fotosensitizér své
absorp¢ni maximum. Navic laserovy paprsek je velice tenky, a tudiz nabizi
velkou pfesnost pii ozafovani a snizuje tak pravdépodobnost, ze bude ozarena a
poskozena 1 zdravé tkan. Lasery lze obecné rozdélit podle ¢asového rezimu

provozu nebo podle aktivniho prostiedi laseru.

Podle ¢asového rezimu rozliSujeme:

e KONTINUALNI LASERY — pracuji kontinudlng

e PULZNI LASERY - pracuji v pulzech

e KVAZIKONTINUALNI LASERY — nepracuji kontinualné, ale v pulzech
delsich nez 200 ns.

Nekteré studie ukazaly, ze pulzni zafeni v porovnani s LED miize zmensit
intenzitu bolesti, a ptitom dosahnout stejné ucinnosti. Predpoklada se, ze kratké trvani
pulzu snizuje lokalni nartst ROS, coz mlize byt ten hlavni ditvod v rozdilném vniméni

bolesti, nez jak tomu je u LED PDT (Wang a kol., 2017).

Podle aktivniho prostiedi rozliSujeme lasery:
e PLYNOVE
Jejich aktivnim prostfedim je plyn, ktery je tvofen atomy, ionty nebo
molekulami. K jejich vybuzeni se pouziva napiiklad chemicka reakce,
elektricky vyboj nebo fotodisociace. Typickym zastupcem je helium-
neonovy laser. Ten byl vytvoien v roce 1961 a jednalo se o prvni kontinualni
a prvni plynovy laser. He-Ne lasery se velice intenzivné pouzivaly pii
bakterialni PDT, zejména na Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa (Calin a Parasca, 2009). Dalsim ptikladem muize byt naptiklad

argonovy nebo COz laser.
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PEVNOLATKOVE

Aktivni prostiedi pevnolatkovych lasert tvofi pevné krystalické nebo
amorfni latky s pfiméesi vhodnych iontl. Typickym zéastupcem je Nd:YAG
laser. Jedna se o Ctyistupiiovy laserovy systém, ktery obsahuje krystal

yttrito-hlinitého granatu a vyuziva Nd** ionty (Liu a kol., 2017).

KAPALINOVE

V piipad¢ kapalinovych lasert je aktivni prostiedi tvofeno vodnym nebo
alkoholovym roztokem organického barviva (napf. rhodaminu nebo
kumarinu), proto se ¢asto oznacuji piimo jako barvivové. Jako zdroj pro
vybuzeni se nejastéji pouzivaji jiné lasery - napiiklad argonovy laser.
takové, ale také v klinické medicin€. Velkym kladem téchto lasert je jejich
charakteristickd schopnost ménit vinovou délku, ktera je umoznéna volbou
vhodného barviva, a to v rozsahu od 300 do 1100 nm (Fujimoto a kol.,
2013). Argonem vybuzeny barvivovy laser se Casto spojuje s optickymi
vlakny pro 1écbu rakoviny plic, rakoviny tst nebo tzv. ,,Barretttova jicnu®.
V piipadé velkych 1ézi komplikuje jejich vyuziti maly paprsek. Casto se
proto na konec optického vldkna umisti tzv. difuzor, ktery zajisti

rovnomérnou distribuci a ozafeni (Master a kol., 2013).

POLOVODICOVE

Aktivni prostfedi tohoto typu lasert predstavuje polovodic (napt. InGaAlP
nebo GaAlAs). Nejznamgjsim zastupcem je diodovy laser. Ten ma né€kolik
vynikajicich vlastnosti oproti jinym typlm, jako jsou napiiklad
kompaktnost, levnéj$i pofizovaci cena, nejsou tolik naro¢né na udrzbu a
jsou pfenosné. Diodové lasery umoziuji ménit vinovou délku v urcitém
rozsahu v zavislosti na polovodi¢ich. A ackoliv jsou dostatecné vykonné
(630-1650 nm), komeréné prodavané diodové lasery jsou omezeny tak, aby
spadaly do optického okna klize. Nejcastéjsi rozsahy vinovych délek jsou
tedy 635-670 nm, 780-830 nm, 905-915 nm, 920-980 nm, 1064 nm, 1260
nm, a 1550 nm (Liu a kol. 2017). Ptedpoklada se, ze pro fotodynamickou
terapii jsou nejvice vhodné diodové lasery s rozsahem vinovych délek od

630 do 740 nm (Nasim a Jamil, 2014).
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e PLAZMOVE
Jedna se o moderni typ lasert, ktery umoziuje pracovat v rentgenové ¢asti
spektra. Aktivnim prostiedim je v tomto pfipadé plazma, kterd vznika
naptiklad ozafovanim uhlikové ter¢iku CO2 laserem. Divodem, pro¢ se
studie zabyvaji zkoumanim vyuziti rentgenového zareni pro aktivaci
fotosensitivnich latek, je snaha ptfekonat relativné malou penetraci zafeni

viditelného spektra (Cline a kol., 2019).

e S VOLNYMI ELEKTRONY

Jedna se o zafizeni, ve kterém je svazek vysoce energetickych elektroni
donucen Kk emisi zafeni, které ma vlastnosti laseru. Ackoliv se tento typ
oznacuje jako laser s volnymi elektrony, tak tyto elektrony zde nejsou zcela
volné, ale jejich pohyb je ovlivilovan magnetickym polem, které je
vytvofeno pomoci soustavy magnetl se stiidavou polaritou — tzv. undulator
(Datolli a Nguyen, 2018). Toto pole je usmériuje do sinusoidy a pii tomto
pohybu vytvaii zateni (Obr. 10). VInovou délku, v rozsahu od ultrafialové
po infraCervenou, je mozno meénit snizenim nebo zvySenim energie

elektronti a zménou periody magnetického pole.

soustava magnetd se stfidavou polaritou

wsledné zareni

svazek elektrond

Obr. 10: Schéma undulatoru. (pfevzato a upraveno od Datolli a Nguyen, 2018)

3.2.2.2 METODY OZAROVANT
Jednou z hlavnich podminek pii 16€bé tumort pomoci PDT je ptivedeni

homogenni a dozimetricky dostatecné plo$né hustoty svételné energie ptimo k danému
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tumoru (Quirk a kol., 2015). Existuji tii zakladni metody ozafovani — superficialni,
intersticialni a intra-operativni.

Superficidlni metoda se vyuziva hlavné u snadno dostupnych a povrchovych
nadort. Zdrojem svétla v tomto piipadé muze byt jakékoliv zatizeni — LED, laser,
lampa apod. Dulezitou podminkou vSak je, ze nador nesmi byt §ir§i nez hloubka
penetrace pouzitého svétla.

Intersticidlni zplisob ozatfovani fesi problém u vétSich nadori, kterymi neni
svétlo schopno proniknout. Tato metoda vyuziva optickych vlaken (Obr. 11). Ta se
zavadi do tumoru pifimou vizualizaci nebo obrazovym navadénim (pocitacovou
tomografii nebo ultrazvukem) (Mimikos a kol., 2016). Soucasti optického vlakna je
jehla, ktera pronikd do tumoru a tzv. difuzor, ktery umoziuje rozptylit svétlo do
nékolika sméra (Shafirstein a kol., 2017). V zavislosti na velikosti nadoru Ize pouzit i
vice téchto optickych vlaken, aby doslo k ozéfeni a nasledné fotodynamické terapii
V celém objemu nadoru. Tento zpisob lze vyuzit v pfipad¢, kdy se tumor nachazi

Vv takovém misté, kde by jeho odstranéni resekci predstavovalo velmi velké riziko.

Obr. 11: Intersticialni fotodynamicka terapie (pievzato od Mimikos a kol., 2016)

Dalsi moznosti je tzv. intra-operativni metoda. Ta kombinuje operativni
odstranéni tumoru a fotodynamickou terapii. Intra-operativni PDT byla navrZena pro
zniCeni nadorovych loZisek po operativni resekci nddoru. Smyslem je zniceni téch
zbyvajicich nadorovych bunék, které jsou zodpoveédné za lokélni recidivu tumoru

(Kiibler a kol., 2003). Nej¢astéji se tato metoda voli pti 1é¢be nadoru, které se nachazi
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na problémovych mistech jako je oblast hlavy a krku nebo velké cévy. Pacientovi se
nejprve aplikuje fotosensitizér a po n¢kolika dnech nasleduje operace, pii které dojde
k resekci nejvetsi Casti tumoru. Po této resekci dojde k ozafeni postizeného mista
svétlem s vhodnou vinovou délkou a tim k fotodynamickému efektu. Pii této metod¢
je potieba dbat na osvétleni béhem operace a zvolit svétlo s vhodnou vinovou délkou,

ktera piedcasné€ nezpisobi aktivaci fotosensitizéru.

3.2.3 KYSLIK

Pro fotodynamickou terapii je, kromé fotosensitizéru a svétla, klicovy také
kyslik. Pravé ten umoziiuje vznik reaktivnich forem kysliku. Reaktivni formy kysliku
jsou velice nestabilni, a pravé jejich snaha o stabilitu zpusobuje jejich velkou
reaktivitu, diky které mohou oxidativné poSkozovat proteiny, lipidy nebo nukleové
kyseliny (Zhou a kol., 2016). V zavislosti na mife poSkozeni bun€k, mnozstvi ROS,
opravnych mechanismech a antioxida¢ni obrané¢ muize dojit az k jejich usmrceni.
Fotodynamickd terapie se snazi vyuzivat tohoto mechanismu a nadprodukci
reaktivnich forem kysliku 1écit jak nadorova, tak i néktera nenadorova onemocnéni.

Pro spravné pochopeni vzniku ROS je potieba pochopit ulohu jednotlivych

slozek fotodynamické terapie pii pienosu energie, ktery je nezbytny pro vznik
reaktivnich forem kysliku (Obr. 12).

=

1. DRAHA (Ltyp reakee)

. fenas okolni
Intersystem Crossing energie + malekuly

EXCITOVANY SINGLETOVY STAV
A
fluorescence/ . 2 DRAHA (lL.typ reakce)
teplo prenos -
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zdfeni —

fosforescence
A\

ZAKLADNI SINGLETOVY STAV

I

Obr. 12: Schéma pienosu energie a vzniku ROS (pievzato a upraveno od Mokwena
a kol., 2018)



Zdroj zateni je nezbytny pro aktivaci fotosensitizéru. Tato aktivace spociva
V tom, ze po absorbovani fotont dojde k excitaci elektronu fotosensitizéru do vyssich
energetickych hladin (orbitalil). Diky tomu se PS dostane ze svého zakladniho
singletového stavu do excitovaného singletového stavu. Tento excitovany singletovy
stav je velice nestabilni (trva fadoveé nanosekundy) a miize svou energii ztratit bud’
emisi svétla (fluorescence) nebo produkei tepla (vnitini konverzi). Nicméné tento
excitovany singletovy fotosensitizér muze také podstoupit proces oznacovany jako
Lintersystem crossing®, pii kterém vznika vice stabilni excitovany tripletovy stav
(Jiang a kol., 2017). Tento tripletovy stav trva dostatetné dlouho (fadoveé
mikrosekundy) a mize tak dojit k tzv. fotochemické reakci — I. nebo Il. typu (Garcia-
Diaz a kol., 2016; Spagnul a kol., 2015).

Excitované fotosensitizéry V tripletovém stavu mohou produkovat ROS
prostiednictvim dvou drah (Rajendran, 2016). Prvni draha zahrnuje fotochemickou
reakci I. typu, kdy excitovany fotosensitizér mtize prenést energii na biomolekuly ve
svém okoli. V tomto piipadé dojde k pfenosu vodiku nebo elektronu mezi
fotosensitizérem a nadorovou tkani (substratem), coz vede ke vzniku volnych radikal
a anionovych radikalt fotosensitizéru a substratu. Elektrony interaguji s molekulami
kysliku, které zGstavaji ve svém zakladnim energetickém stavu. Tento proces vede
K produkci reaktivnich forem kysliku — zpocatku ve formé& superoxidového
kaskadovita reakce vede k oxidativnimu stresu, ktery vyusti ve zniceni nadorovych
bunék (Kwiatkowski a kol., 2018). Kromé superoxidovych radikali vznikaji pii I. typu
reakce také hydroxylové radikaly (*OH), a peroxidy vodiku (H202). Vyhodou I. typu
je také fakt, Ze reakci se substratem dokaze tvofit radikaly i ve tkani s nedostatkem
kysliku (Wang a kol., 2019).

Ve druhé draze dochazi k II. typu reakce, kdy se muze energie (elektron)
excitovaného fotosensitizéru pienést piimo na molekulu kysliku 302 (Vv tripletovém
stavu) za vzniku singletového kysliku 1O, ktery ma velmi silné oxida¢ni vlastnosti
(Brilkina a kol., 2019).

Je tieba zminit, ze 1. a II. typ reakce mlZe probihat soucasné. Pomér mezi obéma
reakcemi zavisi na povaze fotosensitizéru a na koncentraci 302 a dal§ich substratd.
Nicméné vétSina experimentalnich studii naznacuje, ze hlavni roli v PDT hraje

singletovy kyslik, tedy II. typ reakce (Zhang a kol., 2018; Cerman a Cekic, 2015).
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Ackoliv by se mohlo zdat, ze ve fotodynamické terapii ma diky tvorb&é ROS své
uplatnéni pouze déle trvajici fotosensitizér V tripletovém stavu, lze velmi efektivné
vyuzivat také fluorescence, kterd vznikd pii navratu excitovaného singletového
fotosensitizéru do svého zakladniho stavu. Podanim fotosensitivni latky pred
chirurgickou resekci nddoru umoziuje mnohem snadnéjsi identifikaci hranice nadord,
a to praveé diky jejich mnohem silngjsi fluorescenci (Obr. 13) (Bown 2013). Tato
kombinace se zacala vyuZzivat, protoze pii snaze dosdhnout kompletni chirurgické
resekce nadoru je nejvice limitujicim faktorem neschopnost odlisit zdravou tkan od
nadorové. Jelikoz nador prostupuje zdravou tkani, nejsou zde patrné zadné hranice,
kapsuly nebo jiné membranové struktury, které by jasné rozdélovaly neoplastickou
gliovou tkan od nervové. Z tohoto ditvodu je napf. pii resekci v ohrozeni mozek a jeho
ptislusné funkce. Poprvé byla fluorescence pii PDT vyuzita pro vizualizaci nadoru
béhem resekce v roce 1998. Od té doby doslo k postupné optimalizaci a k vylepSovani

této kombinace — doslo ke spojeni chirurgického mikroskopu, svételného zdroje,

videokamery, spektrometru a barevnych filtri (Bechet a kol., 2014).

Obr. 13: Vyuziti fluorescence pro identifikaci oblasti nadora pri resekci gliomu

(ptevzato od Bown 2013)
Zvlastni Ulohu méa oxid dusnaty (NO). Jedna se o bioaktivni volny radikal

s kratkou zivotnosti (Reeves a kol., 2009). Piirozen¢ se vyskytuje u savct a je vytvaren

pomoci enzymu syntdzy oxidu dusnatého. V nddorovych buiikdch ma oxid dusnaty
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dvé role, které se odviji od jeho koncentrace, respektive od jeho aktivity — piimé a
nepiimé (Obr. 14).
L-Arg
NOS 0,, NADPH
L-Cit H,0, NADP*
*NO

= N,O,, *NO,, ONOO~
PRIME REAKCE
- NITROSYLACE ¥
- ANTIOXIDACNI vr 2
VLASTNOSTI NEPRIME REAKCE
- POSKOZENI DNA

- LIPIDOVA PEROXIDACE

Obr. 14: Tvorba oxidu dusnatého (NO) pomoci enzymu syntazy (NOS) a

charakteristické primé a neprimé reakce NO (pfevzato a upraveno od Girotti 2016)

K pfimym reakcim dochazi pti nizkych hladinach koncentrace (nM) a NO se
V tomto pfipadé chové jako antioxidant a mize také pifimo reagovat se Zelezem
v hemoglobinu a hemovymi proteiny za vzniku nitrosylovych derivata (Girotti 2016).
Tyto derivaty pak mohou aktivovat drahy zajist'ujici pieziti preziti bunék. Studie také
prokazaly, ze mnoho nadorovych bunc¢k vyuzivad nizké hladiny NO k redukci
apoptozy, ke stimulaci bunééné proliferace a k vyvoji metastazi (Rapozzi a kol., 2015).
Ovsem krom¢ téchto cytoprotektivnich vlastnosti vykazuje NO také cytotoxické
ucinky, ke kterym dochazi pfi neptimych reakcich, kdy je koncentrace NO vyssi (uM).
Tato cytotoxicita je zpiisobena konverzi na oxidované meziprodukty, které poskozuji
DNA nebo zptisobuji lipidovou peroxidaci na membrané (Rapozzi a kol., 2015). Pti
fotodynamické terapii muze dojit k reakci NO s reaktivnimi formami kysliku za
vzniku peroxynitritovych aniontd (ONOO") a dalSich reaktivnich forem dusiku, které
vykazuji vyraznou biocidni aktivitu a mohou tak zvysit celkové poskozeni (Deng a
kol., 2018). Hypoxie znemoznuje dostatecnou tvorbu reaktivnich forem kysliku
v nékterych naddorech a je tudiz velkou prekazkou pro uc¢innou fotodynamickou terapii.
Oxid dusnaty vSak miZze jako endogenni signalni molekula navodit relaxaci bunék
hladkého svalstva a zvysit tak pritok krve. Diky tomu se v oblasti tumoru zvysi

mnozstvi kysliku a tim také ROS (Deng a kol., 2018). Tento fakt umoziiuje provedeni
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fotodynamické terapie i u nadorti, u kterych by sama o sob& nebyla diky hypoxii

efektivni.

3.2.4 MECHANISMY BUNECNE SMRTI

Zpusob zniceni tumoru pomoci PDT se oznacuje jako multifaktorialni (Kataoka

a kol. 2017). Podili se na ném spousta ruznych faktor, jako je naptiklad typ
fotosensitizéru, pouzité svétlo, koncentrace, cas mezi podanim PS a jeho ozafenim,
typ tumoru nebo okysli¢enost tkané (Liu a kol., 2019).
Pti snaze o zni¢eni nadorovych bunék cili fotodynamicka terapie na jejich urcité casti,
na urCité bunééné organely a membrany (Crous a kol., 2019). Obecné lze fici, ze
v butice dochazi k primarnimu poskozeni tam, kde se lokalizuje fotosensitizér
(Thompson a kol., 2018).

Prvnim mistem, kde pfijde PS do kontaktu s bunikou, je plazmatickda membrana.
Na rozdil od polarnich fotosensitizéri, které jsou transportovany skrze plazmatickou
membranu, lipofilni fotosensitizéry se obvykle vkladaji do oblasti acylového fetézce
lipidové dvouvrstvy. Reaktivni formy kysliku vzniklé pti PDT pak mohou peroxidaci

Dal$im cilem PS mohou byt lysozomy. Ty mohou prostfednictvim vzniklych
ROS spustit bunéénou smrt dvéma drédhami:

1. Lipidovou oxidaci dojde k naruseni nebo ruptufe lysozémd, ¢imz se z nich

uvolni katepsiny.

2. Muze dojit K ptemisténi PS do jinych organel, kde nasledn¢ dojde

k oxidativnimu poskozeni (Weijer a kol., 2015).

Katepsiny jsou proteolytické enzymy, které Ize rozd¢lit na cysteinové proteazy
(CTSB, C, F, H, L, K, O, S, W a Z), serinové proteazy (CTSA a G) a aspartatové
protedzy (CTSD a E). Obecné se ma za to, ze mnozstvi uvolnénych protedz ovliviiuje
zpusob bunécné smrti. Pfi castecné permeabilité vedou spiSe k apoptoze, kdezto pii
neregulovaném uniku dochazi k nekréze. V soucasnosti probihd mnoho studii, které
zkoumaji vliv katepsintl na vyvoj rakoviny. Napiiklad u katepsini CTSB/D/L bylo
prokdzano, Ze po jejich vypusténi do cytosolu §tépi pro-apoptoticky Bid a anti-
apoptotické proteiny jako jsou napiiklad Bcl-2 a Bcl-x., a tim spoustéji apoptdzu
(Khaket a kol., 2019). Bak a Bax jsou pro-apoptotické proteiny, které mohou byt

aktivovany dvéma zptsoby:
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1. Stépenim Bid proteinu vznikaji jeho zkracené formy, tzv. t-Bid. Ty jsou pak
schopny zménit konformaci Bak a Bax proteint a tim je aktivovat.
2. Stépenim anti-apoptotickych Bcl-2 a Bcl-x, proteint dojde k de-represi a
uvolnéni Bak a Bax proteind.
Po aktivaci pro-apoptotickych Bak a Bax proteini dochazi poté k jejich reakci
s mitochondrialnimi pory, ze kterych se uvolni cytochrom c. Ten se poté stava soucasti
tzv. apoptozoému. Jedna se o proteinovy komplex, ktery aktivuje kaspazu-9, coz vede
k aktivaci kaspaz-3/7 a ke spusSténi apoptozy (Obr.15). Tato mitochondrialni draha

muze byt spusténa i pfimym poskozenim mitochondrii fotodynamickou terapii.

uvolnéni
7 — katepsint
/ svétlo s
zména ROS # Y
mitochondridlni Bak m
permeability/f -
( LI )
\\\
l évétlo
Cytochrome ¢
Apoptosome

'
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o coso37
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Obr. 15: Schéma signalni drahy vedouci k apoptéze po poskozeni lysozomu a

mitochondrii (pfevzato a upraveno od Buytaert a kol., 2007)

Dalsi cilovou organelou je endoplazmatické retikulum. Vlivem PDT dojde
k lipidové peroxidaci a nasledné ruptufe, pii které se uvolni vapenaté ionty do
cytosolu. Tyto Ca?* ionty jsou poté vychytdvany mitochondriemi, které v reakci na
tento signal bud’ uvolni cytochrom ¢ a ztrati svilj membranovy potencial, coz vede
Kk apoptoze, nebo dojde ke zméné mitochondridlni permeability. Tuto zménu v

propustnosti nasleduje ubytek ATP, ktery vyusti nekrotickou buné¢nou smrti. Tyto
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déje jsou spolecné i pii zacileni PDT pfimo na mitochondrie. Vapenaté ionty uvolnéné
z endoplazmatického retikula mohou také spustit apoptotickou drdhu, kterd neni
zavisla na mitochondriich. V ni tyto ionty zpiisobi aktivaci kalpaina (cytosolovych
proteaz), které mohou poté aktivovat kaspazu-4. Ty poté kaskadovité aktivuji kaspazu-

9, coz vede k apoptotické bunécné smrti (Obr. 16).
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Obr. 16: Schéma apoptotické signalni drahy pii poSkozeni endoplazmatického

retikula (pfevzato a upraveno od Buytaert a kol., 2007)

Pti ptisobeni PDT na Golgiho aparat byly popsany 3 drahy vedouci k usmrceni
buiky. V prvnim ptipad¢ zptsobi tvorba ROS oxidac¢ni modifikace a §t€peni proteini
Golgiho aparatu, které vedou k apoptéze a rozpadu organel. Druhd draha zahrnuje
pusobeni na vezikularni transport faktor p115. Vlivem PDT dojde k rozstépeni p115
kaspazou 3 a 8. Nasledné dojde k jeho premisténi do jadra, kde stimuluje apoptdzu.
Studie odhalily, ze pti pouziti urcitych fotosensitizérti doslo k aktivaci tfeti drahy,
kterd po ozafeni navozovala apoptozu prostiednictvim vapenatych iontil bez zapojeni
mitochondrii (Weijer a kol., 2015).

Reaktivni formy kysliku mohou také zptsobit oxidativni poskozeni DNA ptimo
Vv jadie. Mira tohoto poSkozeni vSak zavisi nejen na mnoZzstvi ROS, ale také na
opravnych mechanismech. Diky nim toto poskozeni vétSinou nemusi byt letalni, a

proto naptiklad v porovnani s poskozenim DNA vlivem ionizujiciho zatfeni Ize fici, ze
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v piipadé PDT dochazi k usmrceni builky pfevazné jinymi zplsoby neZz piimym
poskozenim DNA v jadre.

Nedavné studie se také zabyvaly zménami v bunécném cyklu, které byly
vyvolany fotodynamickou terapii, protoze pravé regulace bunécného cyklu hraje
kli¢ovou roli pfi proliferaci jak zdravych, tak hlavné i nadorovych bun¢k. Jedna ze
studii popisuje, Ze po aktivaci protoporfyrinu IX svételnym zafenim doslo ke zvyseni
exprese cyklinu D1, ktery zpiisobil naruSeni bunééného cyklu v rané a stfedni G1 fazi.
Dalsi studie prokézala, ze ftalocyaninové fotosensitizéry mohou zptsobit zastaveni
bunécéného cyklu v G2/M fazi. Pii jiném pokusu bylo zjisténo, ze PDT pozastavuje
syntézu DNA a inhibuje proliferaci plicniho adenokarcinomu, coz vyusti v zastaveni
S-faze (Yu a kol., 2017).

Ackoliv i nékteré dalsi studie prokazaly, ze dochazi k zastaveni bunééného cyklu
a tim 1 proliferace po PDT, je zde stale spousta neznamych. Vysledky také prokazaly
zavislost na nékolika faktorech, jako je bunécna linie, typ fotosensitizéru nebo
koncentrace fotosensitizéru, a proto je potieba dalsi vyzkum, ktery by vysvétlil
komplexni interakce mezi PDT a bunéénym cyklem (Meng a kol., 2017).

Bunééna smrt in vitro zahrnuje apoptozu, nekrozu nebo autofagii. In vivo hraje
dalezitou roli navic jest€¢ i poskozeni cévniho zdsobeni tumoru, reakce na zanét a
imunitni odpovéd’ (Liu a kol., 2019; Baldea a kol., 2015). Vseobecné lze usmrceni

nadorovych buné¢k rozdé€lit na ptimé a nepiimé.

3.24.1 PRIME USMRCENI

Piimé usmrceni zahrnuje apoptodzu, nekrozu a také autofagii. Obecné dochazi
k apoptoze a nekroze béhem PDT téméf soucasné. To, k jakému zpusobu bunééné
smrti dojde, zalezi na mnoha faktorech, jako je naptiklad koncentrace PS, lokalizace
PS a velikost plosné hustoty svételné energie (Fonda-Pascual a kol., 2016). Pokud se
napiiklad PS lokalizuje v endoplazmatickém retikulu nebo mitochondrii, dochézi
prevazné k usmrceni bunky prostfednictvim apoptotické drahy. Pokud vSak dojde
k lokalizaci PS v plazmatické membran¢ nebo v lysozému, mohou buriky podlehnout
jinému zplsobu bunécéné smrti, a to bud’ prostfednictvim nekrotické drdhy nebo
autofagie. Podobny vliv ma také vysoka hodnota plosné hustoty svételné energie, pii
které vice bunék podléha nekroze, zatimco pii jeji nizké velikosti roste pocet

apoptotickych bun¢k (Liu a kol., 2019).
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APOPTOZA

Jedna se o programovanou bunéénou smrt zahrnujici az 30 reakci a 40
molekul, které¢ jsou soucasti celkem dvou riznych biochemickych drah —
vnitini a vnéjsi (Lopez-Marin a kol., 2018) (Obr. 17).

Pro vnitini drédhu je charakteristické, ze jako hlavni meziclanek obsahuje
mitochondrie. Spoustééem této drahy miize byt napiiklad nartst Ca®* jontd,
nebo aktivace pro-apoptotickych Bax a Bak proteini. Ty mohou byt
aktivovany bud’ prostiednictvim t-Bid (vznika stépenim Bid pomoci katepsinti)
nebo $t€penim anti-apoptotickych Bcl-2 a Bcl-xL proteinid. Vysledkem je
uvolnéni pro-apoptotickych proteinti z mitochondrii, které 1ze rozd¢lit do dvou
skupin. Prvni zahrnuje proteiny schopné aktivovat kaspazy — cytochrom c a
Smac/DIABLO. Cytochrom c¢ navozuje oligomerizaci Apaf-1, coz vede
k aktivaci kaspazy-9. Poté cytochrom ¢, Apaf-1 a kaspaza-9 vytvoii komplex,
tzv. apoptozom, ktery aktivuje efektorové kaspazy-3 a 7. Smac/DIABLO
protein vaze IAP (proteinové inhibitory apoptozy) a zapfi€ini tak jejich
deaktivaci (Indran a kol., 2011). Druha skupina zahrnuje apoptézu indukujici
faktor (AIF) a endonukledzu G. Oba proteiny se premisti do jadra, kde spousti
fragmentaci DNA.

Vnéjsi apoptotickd draha se spousti navazanim tzv. ligandu smrti (napf.
FasL, TNF, TRAIL) na pftisluSny receptor smrti v bunééné membrané (napf.
Fas, TNF-R1, TRAIL receptor). Vysledkem je vytvoteni signalniho komplexu,
ktery vaze prokaspazu-8. Jeji dimerizace a pfeména na kaspazu-8 vede
k aktivaci efektorovych prokaspaz-3 a 7 a k nasledné apoptoze (Chilakamarthi
a Giribabu, 2017; Chico a kol., 2017).
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Obr. 17: Schéma vnitini a vnéjsi apoptotické drahy (pfevzato a upraveno

od Chilakamarthi a Giribabu, 2017).

Pro apoptotické buiiky jsou charakteristické nékteré morfologické znaky:
smr$tovani, kondenzace a fragmentace chromatinu, vznik nepravidelnych
zahybi plazmatické membrany a vytvareni apoptotickych télisek (Hoorelbeke

a kol., 2018; Kaizhen a kol., 2018).

e NEKROZA

Nekroza se jinak také oznauje jako pasivni bunéfnd smrt, jejimz
typickym znakem je otok bunky s naslednym prasknutim plazmatické
membrany. Obvykle se jednd o reakci na vazny bunécny, chemicky nebo
fyzikalni stres (Gudipaty a kol., 2018). Piikladem miize byt extrémni hodnota
pH nebo teploty, toxické latky, ionizujici zafeni apod. V piipadé
fotodynamické terapie lze za tyto extrémy vedouci k nekrdze povazovat
vysokou hodnotu plosné hustoty svételné energie a vysokou koncentraci
fotosensitizéru.

Nekrozu 1ze rozliSit na primarni a sekundarni. Primarni nekréza nastava
v moment¢, kdy dojde bud’ k silnému poskozeni buiiky, nebo v ptipadé, kdy
poskozeni sice neni tak vazné, ale dojde K otoku mitochondrii, ztraté

membranového potencidlu a naruSeni tvorby ATP, coz zpisobi zablokovani
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apoptozy kvuli energetickému selhani (Vakifahmetoglu-Norberg a kol., 2017).
Sekundarni nekréza se od primarni 1i§i tim, Ze je fizend specifickou
biochemickou drahou. Tato drdha zahrnuje kaspazu-3, kterda reguluje
sekundarni nekrozu $t€penim DFNAS (deafness-associated tumor suppressor).
Ten se pot¢é zméni na nekrézu podporujici DFNA5S-N fragment, ktery se
inkorporuje do plazmatické membrany a vytvati velky por, kterym se uvoliuje
obsah bunky (Gudipaty a kol., 2018).

Béhem nekrézy dochazi postupné k rozpadu jadra, nabyvani cytoplazmy
na objemu (otok buriky), destrukce organel a uvolnéni proteolytickych enzymu
z lysozémi, které postupné rozkladaji buiiku. Poslednim bodem nekrozy je
ruptura plazmatické membrany a vyliti obsahu bunky do jejiho okoli, coz
vyvola tvorbu zanétu (Phillips 2016). Tento zanét vyvola reakci neutrofilt a
makrofagt, které migruji do dané oblasti — v ptipadé¢ PDT se jednd o oblast

tumoru, ktera byla ozaiena (Banerjee a kol., 2017).

AUTOFAGIE

Dalsi reakci na fotoposkozeni, které vede k usmrceni buiiky, je autofagie.
Jedna se o proces, ktery je jinak také vyuZivan pfi recyklaci bunécnych
komponent, obvykle jako reakce na nedostatek Zivin (Kessel, 2019) nebo na
jiné faktory poSkozujici bunku. Ve snaze ptezit dochazi v buinice b&éhem
autofagie Kk odstranéni poskozenych organel, toxickych metabolitd nebo
nitrobunécnych patogenli. Nicméné autofagie mulzZe také pifi nadmérném
traveni sebe sama a pii degradaci esencidlnich bunéénych slozek vést az
k usmrceni buiiky (Buytaert a kol., 2007). Samotny proces zahrnuje obaleni a
uzavieni (napf. poskozenych organel) do dvoumembranového vacku, ktery se
oznacuje jako autofagozém. Jeho nasledna fize s lysozémy zahdji degradaci
abnormalnich proteini nebo organel (Ouyang a kol., 2018).

Obecné muze byt autofagie indukovana hypoxii nebo oxidativnim stresem.
V ptipadé¢ PDT je danym spousté¢em pravé produkce reaktivnich forem
kysliku. Ackoliv je$t€¢ nebyl uplné pochopen molekularni mechanismus,
kterym ROS tidi autofagii, na zéklad¢ jiz provedenych studii se predpoklada
nekolik drah, které miize PDT spoustét. Fotosensitizéry, které se lokalizuji
V mitochondriich nebo endoplazmatickém retikulu, zplsobuji selektivni

poskozeni urcitych proteind, které se podili na procesu autofagie (napt. Bel-2,
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Bcl-x, mTOR). O pro-autofagickém proteinu Beclin 1 je znamo, ze se vaze na
Bcl-2. Pii PDT poskozuje spousta fotosensitizéri prave protein Bel-2, ktery tak
ztraci svou funkci a dochazi k uvolnéni Beclinu 1, coz vede k zapoceti
autofagie. Bylo také prokazano, ze pii PDT dochazi k overexpresi HIF-1.
HIF-1 ma klicovou roli v reakci na hypoxii a ovliviiuje transkripci stovek genti
véetné¢ dvou pro-autofagickych BH3 proteini - BNIP3 a BNIP3L. Tyto dva
BH3 proteiny mohou poté uvolnit Beclin 1 z vazby s Bcl-2/ Bcl-x. a tim

stimulovat autofagii (Sanabria a kol., 2013).

3.2.4.2 NEPRIME USMRCENI

Neptiméa forma posSkozeni nepiisobi na nadorové bunky, ale ovliviiuje okoli

tumoru takovym zptisobem, ktery vede k jeho zniceni. Mezi neptimé formy destrukce

nadoru fadime pasobeni na cévy v jeho blizkosti a imunitni reakci.

POSKOZENI CEV

Je dobfe prokazano, ze nasledkem PDT dochazi mimo jiné i K vyznamné
zméné permeability, vazokonstrikci a k tvorbé cévnich okluzi. Vysledkem je
tkanova hypoxie, ktera se podili na zni¢eni nadoru (Senge a Radomski, 2013).

Nejvice patrné poskozeni cév je v endotelidlni a sub-endotelialni vrstvé
bunék. Vlivem PDT dochazi ke konforma¢nim zméndm cytoskeletalnich
komponentli spolu s depolarizaci mikrotubuli v cytoplazmé. Tento fakt
zpusobi zmény bunky ve form¢ otoku, smrsténi nebo fragmentace, coz ma za
nasledek rozruSeni endotelidlni vrstvy. SmrStovani endotelidlnich bunék
zpusobi ztratu tésného spojeni mezi jednotlivymi buiikami, diky ¢emuZz dojde
k odhaleni bazalni membrany pro cirkulujici krev. Nasledna interakce krevnich
desti¢ek s obnazenou cévni sténou spusti jejich agregaci, coz vyusti v zuZeni
cévy a vytvoreni trombu (Weiss a kol., 2012). Diky tomu dojde k hypoxii
nadoru a k naruSeni krevniho zasobeni jak v samotném nadoru, tak i v jeho
blizkém okoli.

PoSkozeni cév muze byt také ovlivnéno intervalem mezi podanim latky
(fotosensitizéru) a ozaifenim (Kawczyk-Krupka, 2015). Napiiklad u Fotofrinu
dochazi k jeho podani 2 dny pted samotnou [é€bou (48 hodinovy interval mezi
podanim a ozéatfenim). Tato doba umoznuje vylou€eni vétSiny fotosensitizéru
Z krevniho feciste. Nicméné pokud by byl Fotofrin aktivovany kréatce po jeho
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podani (2 hodiny), dojde prave k cévnimu poSkozeni, z ¢ehoz vyplyva, ze tento
interval je dilezitym klinickym nastrojem pfti 1é¢bé nadorového onemocnéni.
Vysledky studii naznacuji, ze PDT s kratkym intervalem vede ke klinickému
uspéchu zejména cévni ablaci (cévné zaméfena PDT). V kontrastu s tim pisobi
PDT s dlouhym intervalem hlavné na bunétné urovni (bunétné zamétena

PDT) (Allison a Moghissi, 2013).

IMUNITNI REAKCE

Fotodynamicka terapie zplsobuje v cilové nadorové tkéni rychlou
zanétlivou reakci, kterd hraje dilezitou roli pfi aktivaci imunitniho systému
(Almeida a kol., 2004). Tyto zanétlivé reakce jsou zptuisobeny jednak nekrozou
nadorovych bunck, a pak také stimulaci prozénétlivych medidtort. Béhem
vyzkumu byly objeveny molekuly spojené se stresem nebo poskozenim tkané,
které se oznacuji DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns). Tyto
molekuly jsou obvykle intraceluldrni, ale u poskozenych/umirajicich bunck
(Obr. 18) (Huang a kol., 2012). Nej¢ast&jsimi zaznamenanymi piiklady DAMPs,
které se uvolni vlivem PDT, jsou kalretikulin a n€které heat-shock proteiny —
HSP60, HSP70 a HSP9O0.

Kalretikulin, ktery se objevi na bunééném povrchu, slouzi jako signal pro
dendritické bunky a makrofagy k fagocytéze poSkozené buiky (Gellén a kol.,
2018). Dendritické bunky jsou tzv. antigen-prezentujici bunky, které jsou
zodpoveédné za aktivaci tzv. naivnich T-bunék (T-lymfocytd, které se dosud
nesetkaly s pfislusnym antigenem), coz vede k proliferaci a diferenciaci
efektorovych T-bun€k a nasledné antigen-specifické reakci (Radogna a
Diederich, 2018), pii které po rozpoznani cilové buiiky uvolni do okoli serinové
proteazy a perforiny, které zplisobi lyzu cilovych bunék.

Heat-shock proteiny aktivuji jednak tzv. NK (Natural Killer) a dendritické
bunky, ale také stimuluji produkci cytokind (napt. TNF-a, IL-1f, IL-12, I1L-6),
které mimo jiné pfitahuji fagocytujici neutrofily (Gellén a kol., 2018) pomoci

chemotaxe nebo aktivuji B-lymfocyty.
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Obr. 18: Stimulace imunitniho systému fotodynamickou terapii (pfevzato a

upraveno od Huang a kol., 2012)

Velkym problémem pii 1é¢bé rakoviny je recidiva, ktera je spojena
S ptitomnosti rezidudlnich naddorovych buné€k, coz nasledné vede k opétovnému
ristu tumoru a metastazi (Kaleta-Richter a kol., 2019). Jednim z dtvodi, pro¢
se rakovina dokaze vyhnout imunitni reakci je ten, Ze je malo imunogenni.
Nadorové buiiky jsou sice schopné exprese antigend, ale ty jsou tézko odlisitelné
od tolerovanych antigenli zdravé tkan€. Nadory maji navic velice nizkou miru
mutace a produkce novych antigenil. Piikladem jsou glioblastom a rakovina
vajeénikt, kterym nejenze chybi odlisitelné antigeny, ale také vytvari
imunosupresivni prostfedi pomoci protizanétlivych cytokinti (Showalter a kol.,
2017). Fotodynamicka terapie je vSak schopna diky svému vlivu na imunitni
reakci narusSit funkci nékterych téchto protizanétlivych cytokint, které se také
podili na vyvoji tumoru a metastazi nebo na nadorové angiogenezi (Kaleta-

Richter a kol., 2019).
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4 MATERIAL
4.1 BUNECNE LINIE

e NIH3T3 bunécna linie (mysi fibroblasty)
e (G361 bunééna linie (lidsky kozni melanom)
e HelLa bunécna linie (karcinom délozniho ¢ipku)

Pokusy byly provedeny celkem na tfech bunécnych liniich — G361, NIH3T3 a
HeLa. G361 bunécna linie kozniho melanomu a HeLa bunééna linie karcinomu
délozniho ¢ipku reprezentuje nadorové bunécné linie, NIH3T3 bunécnd linie mysSich
fibroblastii pfedstavuje zdravou nenadorovou bunécnou linii.

Vsechny linie byly pfipraveny do 96-ti jamkové desticky v jedné vrstvé a hustota
bunék na jednu jamku byla 10%. V piipadé méfeni na mikroskopu atomarnich sil byly
buiiky pfipraveny do Petriho misky s hustotou bun&k 10°. Inkubace probihala vzdy pfi
37 °C a 5% COea.

4.2 FOTOSENSITIZERY

Jednotlivé fotosensitizéry (Obr. 19) byly ziskany z riznych zdrojt:

Porfyrinové fotosensitizéry byly dodany prof. Mosingerem - Ustav Anorganické
Chemie Univerzity Karlovy v Praze.

e TPPS,4 (meso-tetrakis(4-sulfonatophenyl) porphyrin)

e ZnTPPS4 (zineCnaty derivat TPPS,)

e PdTPPS; (paladnaty derivat TPPS4)

e MQTPPS4 (hotecnaty derivat TPPS,)

Xanthenova barviva byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich.
e Rose Bengal (4,5,6,7-Tetrachloro-2',4',5',7'-tetraiodofluorescein disodium)

e erythrosin B (2',4',5',7'-Tetraiodofluorescein disodium)
Fotosensitizér 3. generace byl vytvofen a charakterizovan na zakladé spoluprace

S RCPTM pod vedenim Mgr. Katetfiny Polakové, Ph.D.
e Kompozit TMPyPu a oxidu grafenu

55
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ZnTPPS4 M=Zn" R=SOH
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Obr. 19: Struktura fotosensitizéra: A — TPPS4, Zn TPPS4, Pd TPPSs, Mg
TPPS4; B — Rose Bengal; C — erythrosin B; D — TMPyP (ptevzato od Mosinger

a kol., 2002; https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial

1198269?lang=en&region=CZ&cm sp=InsitecaSrpResults srpRecs srpModel

erythrosin%20b- -srpRecs3-2, https://www.sigmaaldrich.com/catalog/

product/aldrich/330000?lang=en&region=CZ&cm sp=Insite- -caSrpResults

srpRecs_srpModel_bengal%20rose-_-srpRecs3-1, Borissevitch a kol., 2018)
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https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial%20/198269?lang=en&region=CZ&cm_sp=InsitecaSrpResults_srpRecs_srpModel_erythrosin%20b-_-srpRecs3-2
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial%20/198269?lang=en&region=CZ&cm_sp=InsitecaSrpResults_srpRecs_srpModel_erythrosin%20b-_-srpRecs3-2
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial%20/198269?lang=en&region=CZ&cm_sp=InsitecaSrpResults_srpRecs_srpModel_erythrosin%20b-_-srpRecs3-2
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/%20product/aldrich/330000?lang=en&region=CZ&cm_sp=Insite-_-caSrpResults%20srpRecs_srpModel_bengal%20rose-_-srpRecs3-1
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/%20product/aldrich/330000?lang=en&region=CZ&cm_sp=Insite-_-caSrpResults%20srpRecs_srpModel_bengal%20rose-_-srpRecs3-1
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/%20product/aldrich/330000?lang=en&region=CZ&cm_sp=Insite-_-caSrpResults%20srpRecs_srpModel_bengal%20rose-_-srpRecs3-1

4.3 OSTATNI MATERIAL
a) ROZTOKY, MEDIA A CHEMIKALIE

e aceton

e destilovana voda

e DMSO (Dimethyl sulfoxid) (Sigma)

e EDTA (Lachema); 1,21 g Tris (Sigma) + NaOH (Sigma) k upravé na pH 10

e elektroforeticky roztok = 2 1 destilované vody; 24 g NaOH (Sigma); 0,584 g

e etanol 70%

e FBS (fetal bovine serum, Sigma Aldrich)

e HMP agardza (Serva)

e Hoechst

e kultivaécni DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) = praskové
DMEM (Sigma); 500 ml 10% fetalniho séra (Sigma); 100 ml 1%
penicilin/streptomycin (Sigma); 100 ml 1% glutaminu (Sigma)

e LMP agar6za (Qbiogene)

e lyzaéni roztok = 1 litr destilované vody; 146,1 g NaCl (Tamda); 29,23 g

e metanol

e NaOH (Sigma)

e neutralizaéni roztok = 1 litr destilované vody; 48,46 g Tris (Sigma) + HCl
(Lachema) k apraveé na pH 7,5

e PBS 10x (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4 = 80 g NaCl (Tamda); 2 g KCI
(Lachema); 14,4 g Na2HPO4 (Penta); 2,4 g KH2PO4 (Lach-Ner); destilovana
voda do 1 litru + HCI (Lachema) k upravé pH

e propidium jodid (Sigma)

e Ribonukleaza A (Sigma)

e SYBR Green (Invitrogen)

e TrypLE (Invitrogen)

e Triton X-100 (Serva)

b) KOMERCNI KITY
e Annexin FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma)
e DCF (5-(a-6)-chloromethyl-2’,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat, acetyl
ester (CM-H>DCFDA)) (Invitrogen)
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e JC-1 (5,5¢,6,6°-tetrachloro-1,1°3,3 -tetraethylbenzimidazolcarbocyanine
iodide (Sigma)

e MTT kit (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromid) (Sigma)

4.4 LABORATORNI ZARIZENI A POUZITE PROGRAMY

e 414 nm LED diody (Kingbright Corporation, Taiwan)

e 525 nm LED diody (Huiyuan Opto-Electronics Co., Cina)

e 740 nm LED diody (Kingbright Corporation, Taiwan)

e BD FACSDiva™ software (BD Biosciences, USA)

e CO: inkubator (BioTek, USA)

e centrifuga

e Comet Score (TriTek Corp., USA)

e fluorescenéni mikroskop Olympus IX81 (Olympus, Japonsko)

e fluorescencéni spektrometr (Edinburg Instruments)

e horizontalni elektroforéza Sub-Cell 192 (BIORAD, Ceska republika)
e hrot DNP-10 (Bruker, USA)

e Infinite M200 Pro Multi-Mode Microplate Reader (Tecan, Svycarsko)
e konfokalni mikroskop Nikon Eclipse Ti2 (Japonsko)

e laboratorni vahy

e Microsoft Excel

e Mikroskop atomarnich sil (Bruker, USA)

e program 3T3 NRU PT Phototox 2.0 (BfR, Némecko)

e SPIP (Image Metrology, Denmark)

e Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, USA)

e zdroj—40V, 3 A (Voltcraft, Ceska republika)
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5 METODY
5.1 PRIPRAVA FOTOSENSITIZERU A OZAROVANI

Porfyrinové fotosensitizéry a xanthenova barviva byly dodany ve formé prasku,

proto bylo potieba prevést tyto fotosensitizéry z pevného stavu do roztoku. V piipadé

kompozitu GO/TMPyP byl dodan jiz rozpustény fotosensitizér, ktery byl nasledné

pouze podiedén na pozadované koncentrace v DMEM médiu.

Zvolené koncentrace se odvijely od jednotlivych fotosensitizérti. Pro experimenty

s porfyrinovymi fotosensitizéry byla zvolena pouze koncentrace IC50 (Tab. 1),

u xanthenovych barviv a fotosensitizéru 3. generace bylo nejprve potieba pomoci

pokust zvolit vhodnou koncentra¢ni fadu (Tab. 2), ze které nasledné byly zjiStény

hodnoty IC50.

Tab. 1: Koncentrace IC50 porfyrinovych fotosensitizéra pouZité pri pokusech.

bunécna linie fotosensitizér 1 Jjem? 5 Jjem?® 10 Jjem?
koncentrace [uM]| koncentrace [pM]| koncentrace [pM]
G361 TPPS, 4,239 1,209 0,667
G361 ZnTPPS, 2,467 0,617 0,253
G361 PdTPPS, 5,641 1,995 1,196
G361 MgTPPS4 4,122 1,021 0,257
NIH3T3 TPPS, 6,194 2,17 0,795
NIH3T3 ZnTPPS, 15,737 3,089 2,312
NIH3T3 PdTPPS, 8,236 2,797 2,047
NIH3T3 MgTPPS,4 8,03 2,939 2,086

Tab. 2: Rozsah koncentra¢ni fady jednotlivych fotosensitizérii v zavislosti na

bunééné linii.

bunééna linie fotosensitizér koncentrace [uM]
G361 Rose Bengal 0,5-5
xanthenova G361 erythrosin B 5-60
barviva NIH3T3 Rose Bengal 0,5-5
NIH3T3 erythrosin B 30-90
fotosensitizér Hela TMPyP 3-25
3. generace Hela GO/TMPyP 3-25

Po aplikaci fotosensitizéru v dané koncentraci byly buniky 24 hodin inkubovany

Vv termoboxu pii 37 °C a 5% COs.. Po této inkubaci nasledovalo ozéafeni bunék.
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Pfi ozafovani byl pouzit vhodny zafi¢ (Obr. 20) a hodnota plosné hustoty svételné
energie Vv zavislosti na pouzit¢é metodé a fotosensitizéru. Pro porfyrinové
fotosensitizéry byly pouzity LED diody s vinovou délkou 414 nm a hustotou vykonu
20 mW/cm?. Pii ozafeni fotosensitizérti Rose Bengal a erythrosin B byly pouzity LED
diody s vy$§i vlnovou délkou 525 nm a hustotou vykonu 14,7 mW/cm?. V piipadé
kompozitu oxidu grafenu/TMPyP byly pouzity nejdiive LED diody s vinovou délkou
740 nm o hustoté vykonu 33 mW/cm? a nasledné LED diody s vinovou délkou 414
nm a hustotou vykonu 10 mW/cm?. Pro dosazeni pozadované hodnoty ploiné hustoty

svételné energie byly bunky vystaveny danému zafeni riznou dobu (Tab. 3).
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Obr. 20: Pouzité LED diodové zaric¢e s vinovou délkou: A - 414 nm, B - 525 nm a
C-740 nm.

Tab. 3: Tabulka znazoriujici ¢as potiebny pro dosaZeni poZadované plos$né

hustoty svételné energie.

doba | plo$na hustota

fotosensitizér proud [A] |zaieni| svételné energie
[s] [J/cm?]
TPPS4 50 1
ZnTPPS, 018 py :
PATPPSs
MgTPPSs 500 10
Rose Bengal
_ 08 340 5
erythrosin B
oxid grafenu | 036 (740 nm) | 900 30
+
TMPyP 0,7 (414nm) | 100 1

Pted samotnym ozafenim bylo DMEM médium vyménéno za 100 ul PBS 1x
s 5 mM glukdézou. Po ozafeni bylo do mikrotitracni desticky na misto PBS 1x opét
ptidano 100 ul DMEM média. Bunky byly poté inkubovany 24 hodin v termoboxu pfi
37 °C a 5% COg2. Vyjimku predstavovaly buinky pro kinetické méfeni produkce
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reaktivnich forem kysliku, kdy doSlo k méfeni ihned po ozafeni a nedoslo tudiz
k zadné dalsi inkubaci.

Je dulezité také zminit, ze pii predchozich pokusech bylo zjiSténo, Ze neozaiené
porfyrinové fotosensitizéry nemaji zadnou toxicitu a samotné tedy neptisobi destrukci
bunck.

Pti ozatovani LED zdroj nevykazoval zadné vyrazné tepelné ani jiné zmény, které

by mohly mit vliv na poSkozeni bunék.

52 MTT TEST

Zasobni roztok MTT ma koncentraci 10x a byl pfipraven rozpusSténim 20 mg
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromidu ve 4 ml PBS 1x. Naslednym desetindasobnym
zfedénim pomoci PBS 1x vznikl vysledny MTT roztok, ktery byl pfidan 24 hodin po
terapii do kazdé jamky v objemu 50 pl. Poté byla desticka s buitkami inkubovéna 3
hodiny pti 5 % CO2 a 37 °C. U prezivsich bun¢k poté doslo k pfeméné ve vodé
rozpustného 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromidu na
nerozpustny formazan. Fialové zbarvené krystalky formazanu v jamkach byly
nasledné rozpustény pomoci 100 pl DMSO. Desticka byla poté vlozena do Synergy
HT readeru a doslo ke zméfeni absorbance pti 570 a 690 nm.

Viabilita bun¢k byla poté vypocitana jako pomér bunék po PDT a kontroly
vynasobeny 100 %. Pomoci programu Phototox 2.0 byla vysledna data pfepocitana na

hodnoty IC50.

5.3 DETEKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Moznost méfit reaktivni formy kysliku je zptisobena fluorescenéni znackou CM-
H2DCFDA, ktera se po vstupu do buiiky pfeméni na nerozpustnou formu CM-H2DCF.
Tato forma je poté schopna interagovat s reaktivnimi formami kysliku, které vznika;ji
vlivem zafeni béhem fotodynamické terapie. Tato interakce vede k preméné CM-
H2DCF na fluorescenéni CM-DCEF, kterou 1ze nasledné métit pomoci fluorescenéniho
readeru.

Po ub&hnuti 24 hodin od aplikace fotosensitizéru byly jamky fadné vyplachnuty
pomoci PBS 1x. Nasledné bylo k bunkdm ptiddno 50 pl DCF roztoku, ktery byl
pfipraven smichanim 10 pl 10 uM DCF al ml PBS 1x. Poté byly bunky

S fluorescenéni DCF znackou inkubovany 25 minut pii 5 % CO2 a 37 °C. Po skon¢eni
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inkubace byly bunky ozafeny vhodnou vlnovou délkou po dany cas, poté ihned
vlozeny do Synergy HT readeru a kazdou minutu podrobeny kinetickému méteni po
dobu 10 minut u xanthenovych barviv a 30 minut v pfipadé TMPyPu a GO/TMPyPu
(excitani vlnova délka — 485 nm, emisni vinova délka — 548 nm). Z vysledku
kinetického meéfeni byly vypocitany regresni koeficienty, které¢ byly nésledné

zpracovany do grafické podoby.

54 ZTRATA MITOCHONDRIALNIHO MEMBRANOVEHO
POTENCIALU

Charakteristickym znakem rané faze apoptdzy je praveé ztrata mitochondrialniho
membranového potencidlu. Tento fakt vSak neznamend, ze v kone¢ném dusledku
dojde apoptdze. Rana faze apoptdzy je stav, ktery se mize kdykoliv zménit a skoncit
nekrézou bunky. Zjisténi, zda se buiiky nachazi ¢i nenachazi v rané fazi apoptozy,
umoznuje také odhalit, zda dand latka poSkozuje mitochondrie (zplsobuje jejich
dysfunkci) nebo puisobi umrti buriky jinym zpisobem.

Pro detekci ztraty mitochondridlniho membranového potencidlu se vyuziva
fluorescenéni sondy JC-1. V ptipadé neposkozenych bunék se tato latka vlivem
membranového potencidlu hromadi v mitochondridlni matrix, kde vytvari dimery.
Tyto dimery se jinak také oznacuji jako J-agregaty, které se vyznacuji Cervenou
fluorescenci. Pokud vSak poskozena buika ztrati sviij membranovy potencial, dojde
k rozptyleni JC-1 do cytoplazmy, kde ma svou monomerni formu, kterd vyzatuje
zelenou fluorescenci. Diky tomu lze odliSit poskozené buiiky v rané fazi apoptdzy od
zdravych a neposkozenych bunék.

Po PDT a nasledné inkubaci byly buiiky promyty PBS 1x. Poté bylo do jamek
ptidano 50 pl roztoku JC-1 (5 mg/ml v DMSO + 5 ml PBS 1x) a desticka byla vlozena
na 20 minut do inkubatoru pti 5 % COz a 37 °C. Nasledné byly buiiky dvakrat promyty
pomoci PBS 1x a po vlozeni desticky do Synergy HT readeru se 100 ul PBS 1x byla
zmétena zelena fluorescence (excitacni vlnova délka — 485 nm, emisni vinova délka —
548 nm) a Cervena fluorescence (excitacni vinova délka — 520 nm, emisni vinova délka
—590 nm).

Zména membranového potencidlu je uréena pomérem zelené a cervené
fluorescence. Vys§i hodnota znamena vice buné€k s poskozenymi mitochondriemi a

vice bunék v rané fazi apoptdzy.
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55 DETEKCE APOPTOTICKYCH A NEKROTICKYCH

BUNEK

K urceni a rozliSeni zpusobu buné¢né smrti slouzi fluorescenéni znacky annexin
a propidium jodid. Annexin je sonda, ktera se vaze na fosfolipidy, jako je napiiklad
fosfatidylserin, ktery v buiikdch za normalnich okolnosti tvofi vnitini ¢ast lipidové
dvojvrstvy. Pokud vsak u bunky propukne apoptdza, dochazi k uréitému pretvoieni
lipidové dvojvrstvy, béhem které se fosfatidylserin pfesouva do jeji vnéjsi Casti a je
tak pFistupny pro fluorescencni annexinovou sondu, kterou je poté mozno detekovat
ve formé zelené fluorescence. Nekrotické bunky Ize rozlisit pomoci propidium jodidu,
ktery se vaze na bunénou DNA v jadie. K této vazb¢ vSak dochazi pouze v ptipadé,
kdy nastane rozruSeni bunéénych membran, které je typické pro nekrézu. Vazba této
sondy s DNA je poté detekovatelna jako ¢ervena fluorescence.

Po uplynuti 24 hodin od ozareni bylo potieba bunky proplachnout pomoci PBS
1x. Nasledné¢ bylo k bunkam ptidano 50 pl roztoku, ktery se skladal z 1000 pl
destilované vody, 100 pl 10x binding pufru, 10 pl propidium jodidu a 5 pl annexinu.
Poté byly desticky s butkami 10 minut inkubovény pii 5 % CO2 a 37 °C a nasledné
analyzovéany na fluorescenénim mikroskopu. Apoptotické a nekrotické buiky byly

poté manualné spocitany a prevedeny na procenta.

56 KOMETOVA ANALYZA

Kometové analyza je mikroelektroforetickd metoda, kterd umoziuje urcit miru
fragmentace DNA. Pomoci toho pak lze sledovat, zda a do jaké miry dany
fotosensitizér ve spojeni s PDT poskozuje DNA bun¢k. Na zéklad¢ vysledné miry
fragmentace lze pak u jednotlivych fotosensitizérii ur€it, zda je jejich primarnim cilem
DNA, jejiz poSkozeni poté vede k usmrceni bunky.

V ramci pokust s porfyrinovymi latkami byla v ptipad¢ obou bunécnych linii
zvolena pro kazdy fotosensitizér koncentrace IC50 s hodnotou plosné hustoty svételné
energie 1 J/cm?, 5 J/cm? a 10 J/cm?.

Dulezitym bodem této metody je spravna ptiprava podloznich skel, na kterych
bude probihat elektroforéza. V prvni fazi je tieba fadné potdhnout celé sklo
rovnomeérnou vrstvou horké 1% HMP agar6zy v destilované vod¢. Takto potazend skla
se nasledné susi 30 minut pfi 60°C. Nasledné je tfeba vytvofit na tomto skle policko

z 85 pl 1% HMP agardzy v PBS 1x a nechat cca 1 hodinu zatuhnout v lednici.
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Bunky po PDT je potieba fadné vyplachnout DMEM pomoci PBS 1x. Poté je
K bunkam pfidan trypsin, ktery zapficini jejich uvolnéni od povrchu. Jakmile jsou
vSechny buiiky uvolnény, je potfeba pomoci DMEM zastavit proces trypsinizace, aby
nedoslo k jejich poSkozeni. Obsah jamek je nasledné ptepipetovan do popsanych
mikrozkumavek a centrifugovan po dobu 2 minut pti 1500 rmp, aby doslo k oddéleni
bun¢k, které vytvoii pelet, od zbytku kapalin. Z tohoto peletu se odeberou bunky
Vv objemu 25 pl a smichaji se s 85 pl 1% LMP agarozy v PBS 1%, kterd je ohfata na
37°C. Tato smés se poté napipetuje na piipravené policko s 1% HMP agar6zou v PBS
1%, ihned se pfekryje krycim sklem a d4 ztuhnout na 15 minut do lednice. Poté se skla
vyskladaji do kyvet, ptida se 100 ml lyza¢niho roztoku s 1 ml Tritonu X a nechaji se
1 hodinu lyzovat.

Po lyzaci se skla vlozi na 40 minut do elektroforetické vany s elektroforetickym
roztokem, kterd musi byt umisténa v lednici. Poté se nastavi a zapne elektroforéza na
20V a 0,35 A po dobu 20 minut. Poté se skla preskladaji do kyvet, kde se promyvaji
vychlazenym neutralizacnim roztokem po dobu 2x 10 minut. Po promyti a uschnuti
skel lze bunky nabarvit pfiddnim 20 pul SYBR Green a vyhodnocovat pomoci
fluorescencniho mikroskopu a programu Comet Score.

Diky elektroforéze dojde k odd¢€leni fragmentované DNA od buniky za vzniku tzv.
komety, ktera se sklada z ,,hlavy* a ,,ocasu (Obr. 21).

Obr. 21: Znazornéni komety vzniklé po elektroforéze v ramci kometové analyzy.

5.7 URCENI FAZE BUNECNEHO CYKLU

Smyslem této metody bylo odhalit, zda ma urcity fotosensitizér nebo plosna
hustota svételné energie u G361 a NIH3T3 bunéénych linii vliv na to, ve které fazi
dojde k zastaveni buné¢ného cyklu v porovnani s kontrolnimi burikami.

V piipadé porfyrinovych fotosensitizérti byla k jednotlivym bunéénym liniim
aplikovana koncentrace IC50, ktera byla nasledné ozéfena svétlem s ploSnou hustotou

svételné energie 1 J/cm? a 5 J/cm?.
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Pro spravné méteni k ur€eni faze bunééného cyklu je nezbytna slozitd piiprava a
fixdz bun¢k. Po PDT jsou buiikky promyty pomoci PBS 1x, aby doslo k odstranéni
zbytkového DMEM kviili néaslednému pfidani trypsinu, ktery uvolni ptichycené
bunky. Poté je tfeba pifidat DMEM pro zastaveni trypsinizace. Uvolnéné bunky jsou
poté preneseny do zkumavek a centrifugovany 5 minut pii 1600 rpm. Supernatant je
poté odstranén, nahrazen PBS 1x a bunky jsou opét centrifugovany (5 minut, 1600
rpm). Poté, co dojde k odstranéni supernatantu, je k buiikdm na vortexu pomalu
ptikapavan ledovy 70% ethanol. Takto zafixované butiky jsou poté centrifugovany (5
minut, 1600 rpm) a supernatant odstranén. Ten je poté nahrazen roztokem PBS 1x a
1% FBS. Nasleduje dalsi centrifugace (5 minut, 1600 rpm), odstranéni supernatantu a
pfidani roztoku PBS 1x s Tritonem X-100, se kterym je potieba bufiky inkubovat 15
minut na ledu. Poté dojde opét k centrifugaci (5 minut, 1600 rpm), odstranéni
supernatantu a jeho nahrazeni roztokem PBS 1x a 1% FBS. Po posledni centrifugaci
(5 minut, 1600 rpm), odstranéni supernatantu je k bunikam piidan propidium jodid a
RNA-aza. Builkky musi byt poté inkubovany jesté¢ 30 minut ve tmé a pii pokojové
teploté. Takto pfipravené buiiky mohou byt poté analyzovany pomoci pritokové

cytometrie.

5.8 MERENI YOUNGOVA MODULU PRUZNOSTI

Pro méfeni Youngova modulu byl vybran na zakladé vysledkl piedchozich
pokusu fotosensitizér ZnTPPS4, ktery vykazal nejlepsi vlastnosti. Celkova hodnota
plo$né hustoty svételné energie byla v tomto ptipadé 5 J/cm?. Jak kontrolni buiiky, tak
I bunky po terapii byly méfeny v DMEM médiu pomoci Bioscope Catalyst AFM
systému nastaveného na Force Volume mdd. Méteni probihalo v centralni ¢asti bunék
a pti pokojové teploté. Analyzovana oblast mé¢la velikost 15x15 pm a skladala se
z celkem 256x256 bodu. Vlastni métfeni probihalo pomoci hrotu DNP-10 s rezonan¢ni
frekvenci v rozmezi 16-28 kHz a konstantou pruznosti 0,12 N/m.

V ptipadé G361 bunécné linie bylo analyzovano 20 kontrolnich bunék a 30 bun¢k
po terapii. U NIH3T3 bunécné linie se jednalo o 26 kontrolnich bun¢k a 18 bun¢k po

fotodynamické terapii.
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5.9 SPEKTROSKOPICKE URCENI ABSORPCNIHO MAXIMA

Ke zjisténi absorpéniho maxima fotosensitizéru TMPyP a nanokompozitu
GO/TMPyP byl pouzit fluorescencni spektrometr s R928P fotonasobi¢em a 450 W

xenonovou lampou.

5.10 KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Pomoci fluorescencéniho konfokalniho mikroskopu bylo detekovano, v jakych
¢astech bunky dochazi k akumulaci fotosensitizért erythrosin B, Rose Bengal, TMPyP
a kompozitu GO/TMPyP.

U xanthenovych barviv byly bunééné linie G361 a NIH3T3 inkubovany 24 h pfi
37 °C a 5 % CO2 v35mm Petriho misce s vlozenym krycim sklem. Poté bylo
K bunkam pfidano 40 pl ImM roztoku sensitizéru a nasledovala 24h inkubace za
stejnych podminek. Po inkubaci, byly buiikky 3x promyty PBS Ix. Nasledovala
inkubace 15 minut s fluorescen¢ni sondou Hoechst (excitaéni vinova délka: 402 nm,
emisni vlnova délka: 560 nm) ve tm¢. Bunky byly opét 3x promyty PBS 1x a poté
zafixovany ledovym roztokem metanol:aceton 1:1. Po 10 minutach fixace bylo kryci
sklicko vyjmuto a ptiklopeno na podlozni sklo. Pfi méfeni byl vyuzit vodni objektiv
se zvétSenim 40x. Pro detekci xanthenovych barviv byla nastavena excitacni vinova
délka 450 nm a emisni vlnova délka 595 nm.

V ptipadé TMPyPu a kompozitu GO/TMPyP doslo po 10 minutach fixace
roztokem metanol:aceton 1:1 k promyti PBS 1x. Méfeni probihalo po 60 minutach,
120 minutach a po 24 hodinéch pii koncentraci 25 uM. Excita¢ni vlnova délka byla
nastavenana 561 nm a 405 nm. Emise byla snizena pouZzitim 404 nm, 465 nma 617 nm

filtrt.

5.11 STATISTICKA ANALYZA

Nameétené vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci softwarového
programu IBM SPSS Statistics Verze 22 a Statistica v. 13. Kazdy soubor dat z méfeni
se sklada ztripleti a tfech nezavislych opakovani, tedy celkem z9 hodnot.
K porovnani naméfenych hodnot s kontrolou u MTT bez ozafeni byla pouzita
ANOVA s Dunnett post-hoc testetm. Pro vyhodnoceni IC50, ROS, mitochondrialniho
membranového potencialu a Youngova modulu byla pouzita ANOVA s Bonferroniho

post hoc testem. Pro test na rozliSeni apoptotickych a nekrotickych bun¢k byl pouzit
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chi-kvadrat test a Bonferroniho korekce. Vysledky kometové analyzy byly porovnany
s vyuzitim Kruskal-Wallis testu a Mann-Whitney U-testu s Bonferroniho korekci.
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6 VYSLEDKY
6.1 PORFYRINOVE FOTOSENSITIZERY

V navaznosti na méteni provedené v ramci diplomové prace, byla u porfyrinovych
fotosensitizéri provedena kometova analyza, urCeni bunécného cyklu a méfeni

Youngova modulu.

6.1.1 KOMETOVA ANALYZA

Vysledné grafy kometové analyzy pro G361 (Obr. 22) a NIH3T3 (Obr. 23)
bunééné linie ukazuji pomér mezi mnozstvim DNA v hlavé a v ocasu komety. Hlava
komety pfedstavuje nefragmentovanou DNA, kterd ziistala v buiice, zatimco v ocasu
komety se nachazi DNA, u které vlivem fotodynamické terapie doslo k fragmentaci, a
kterda se vlivem elektroforetické separace rozdélila podle velikosti jednotlivych
fragmentt.

Porovnanim vysledkid obou bunéénych linii je patrnd vétsi fragmentace DNA u
G361 bunécné linie. Tento rozdil byl viditelny v pfipadé kazdého pouzitého
fotosensitizéru a aplikované plo$né hustoty svételné energie. Je vSak tfeba konstatovat,
ze tento rozdil byl velice maly a pohyboval se v jednotkach procent. Jelikoz ve vSech
ptipadech (bunééna linie, pouzity fotosensitizér, plo$na hustota svételné energie) bylo
mnozstvi DNA v hlavé komety vZdy ptes 90 %, Ize usoudit, ze zadny z porfyrinovych
fotosensitizéri primarné nezpusobuje fragmentaci DNA a k usmrceni bunék tedy

dochazi jinym zptisobem.
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Obr. 22: MnozZstvi DNA v hlavé a ocasu komety ur¢ené pomoci kometové analyzy
u G361 bunééné linie pri pouziti koncentrace IC50 fotosensitizéric TPPSa,
ZnTPPS4, PATPPSs a MgTPPSs. A — 1 J/cm?, B -5 J/cm?, C — 10 J/cm?,

Kontrola (K). ozdarend, bez fotosensitizéru

*: P < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)

+: P < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s ZnTPPS,

0. P < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s MgTPPS,
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Obr. 23: MnoZstvi DNA v hlavé a ocasu komety urc¢ené pomoci kometové analyzy
U NIH3T3 bunééné linie pri pouziti koncentrace IC50 fotosensitizéri TPPSs,
ZnTPPS4, PATPPSs a MgTPPSs. A — 1 J/cm?, B -5 J/cm?, C — 10 J/cm?,

Kontrola (K). ozdarend, bez fotosensitizéru

*: p < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)

-1 p < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s TPPS,

+: p < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s ZnNTPPS4

a: p < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s MQTPPS4

6.1.2 URCEN{ FAZE BUNECNEHO CYKLU

Pusobeni Vnéj Sich vlivli na bunku mitize zpﬁsobit poékozeni urcitych Casti buﬁky
Z kontrolnich bodl. Ke zjisténi Jednothvych fazi byla pouzita priitokova cytometrie,
jejiz vysledkem byly FACS histogramy (Fluorescent Activated Cell Sorting)
(Obr. 24).

Smyslem bylo zjistit, zda za urcitych podminek fotodynamické terapie
nedochézi k selektivnimu zastaveni v konkrétni fazi bunécného cyklu, a poté dale
analyzovat konkrétni pochody v buiice, které k tomu vlivem PDT vedly. Vysledné
grafy (Obr. 25 a Obr. 26), vytvoiené na zakladé FACS histogramu, vSak bohuzel
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neprokazaly statisticky vyznamné zmény v jednotlivych fazich bunééného cyklu jak
pfi porovnani s kontrolnimi bufikami. Vyrazny rozdil nebyl ani mezi jednotlivymi

fotosensitizéry, riznymi hodnotami plo$né hustoty svételné energie nebo mezi obéma

liniemi.
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Obr. 24: Vysledné FACS histogramy reprezentativnich vzorka z pratokové
cytometrie analyzujici jednotlivé faze bunééného cyklu pri koncentraci IC50. A
— G361 bunécna linie pfi 1 J/cm?, B — NIH3T3 bunééna linie pii 1 J/em?, C — G361
bunééna linie pii 5 J/cm?, D — NIH3T3 bun&én linie pti 5 J/cm?.

Kontrola (Control). ozarend, bez fotosensitizéru
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Obr. 25: Grafy vyjadiujici mnoZstvi bunék v jednotlivych fazich bunééného
cyklu analyzované pomoci pritokové flowcytometrie v koncentraci 1C50 u G361
bunééné linie. A — 1 J/cm?, B -5 J/cm?,

Kontrola (K): ozdrend, bez fotosensitizéru
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Obr. 26: Grafy vyjadiujici mnoZstvi bunék v jednotlivych fazich bunééného
cyklu analyzované pomoci prutokové cytometrie v koncentraci 1C50 u NIH3T3
bunééné linie. A — 1 J/cm?, B -5 J/cm?,

Kontrola (K): ozdrend, bez fotosensitizéru
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6.1.3 MERENI YOUNGOVA MODULU PRUZNOSTI

Cilem této metody bylo zjistit, zda a pfipadné¢ i do jaké miry, zplisobuje
fotodynamickd terapie zmény v cytoskeletu bunck. Této analyzy lze dosahnout
pomoci mikroskopu atomarnich sil, ktery je mimo jiné schopny méfit elastickou
deformaci (tuhost objektu), ktera je vyjadiena Youngovym modulem. Ten vyjadiuje
schopnost materialu odoldvat dan¢ deformaci. Cytoskeletalni mikrofilamenta, ktera se
nachazi pfimo pod cytoplazmatickou membranou, jsou velice pruzna a diky tomu se i
mimo jiné podili na pruznosti (tuhosti) membran. Z toho Ize usoudit, ze pokud dojde
vlivem PDT k poskozeni téchto cytoskeletalnich proteinovych vladken, zméni se i
pruznost membrany. Cim vy$§i je hodnota Youngova modulu v daném srovnani, tim
k vétsimu poskozeni cytoskeletu doslo.

Pro méteni byl vybran na zakladé hodnoty IC50 ten nejucinngjsi fotosensitizér -
ZnTPPS4, ktery byl pfidan ke G361 a NIH3T3 bunécné linii v koncentraci 1C50 a
aktivovan byl pouze jednim zafenim s plo$nou hustotou svételné energie 0 velikosti 5
Jiem?,

Vysledné hodnoty Youngova modulu (Obr. 27) ziskané pomoci AFM ukazuji, Ze
pouze u nadorové bunécné linie G361 doslo k signifikantnim rozdiliim v pruznosti
membrany. Statisticky vy$§$i hodnota Youngova modulu u G361 bunék po
fotodynamické terapii v porovnani S kontrolnimi builkami naznacuje, ze doslo
bunééné¢ membrany. V piipadé nenddorové NIH3T3 bunétné Ilinie nebyly

zaznamenany vyraznéjsi zmeény bunééné membrany.

78



20000 - *
18000 -
16000 -
14000 -
12000 -

B G361 kontrola

10000 - B G361 po terapii

8000 -

Youngtiv modul [Pa]

6000 -
4000 -

2000 -~

Bunécné linie

20000 -
18000 -
16000 -

14000 -

[y

N

[=]

[=]

o
1

H NIH3T3 kontrola
@ NIH3T3 po terapii

Youngtiv modul [Pa]
(=Y
[=]
o
(=]
o

Bunécné linie

Obr. 27: Vysledny graf Youngova modulu srovnavajici kontrolni buiiky G361 a
NIH3T3 bunééné linie s buiikkami po fotodynamické terapii.
Kontrola: ozarena, bez fotosensitizéru.

*: p < 0,05 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)



6.2 XANTHENOVA BARVIVA
6.2.1 MTT TEST

Jelikoz v ptipad¢ xanthenovych barviv nebyl znamy jejich vliv na buiiky, bylo
potieba provést nejdiive MTT test samotnych latek Rose Bengal a erythrosin B ve tmé,
aby se zjistilo, zda nejsou samy o sob¢ tyto latky cytotoxické. Kontrola predstavuje
neozarené buiiky bez pfitomnosti fotosensitizéru a jeji hodnota byla nastavena jako
100 %.

Vysledky MTT testu pro Rose Bengal (Obr. 28) a erythrosinu B (Obr. 29)
prokézaly, ze nedoslo ke statisticky vyznamnému poklesu Zivotnosti u zadné z G361
a NIH3T3 bunéénych linii v porovnani s kontrolnimi bunkami bez téchto

fotosensitizéru.
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Obr. 28: MTT test po aplikaci fotosensitizéru Rose Bengal a bez nasledného
ozareni. A — G361 bunécéna linie, B — NIH3T3 buné¢na linie.

Kontrola (K): neozadrena, bez fotosensitizéru
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Obr. 29: MTT test po aplikaci fotosensitizéru erythrosin B a bez nasledného
ozareni. A — G361 bunécna linie, B — NIH3T3 bunécna linie.

Kontrola (K): neozadrena, bez fotosensitizéru

Dalsi ¢ast experimentu zahrnovala zjisténi fototoxicity obou fotosensitizérti u
G361 a NIH3T3 bunécné linie po fotodynamické terapii pfi plosné hustoté svételné
energie 5 Jlcm?. Z vyslednych grafi pro Rose Bengal (Obr. 30) a erythrosin B
(Obr. 31) je jasné patrna koncentracni zavislost fotosensitizér u obou bunéénych linii,

kdy s rostouci koncentraci roste i fototoxicita a klesa zivotnost bunék.
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Obr. 30: MTT test fototoxicity fotosensitizéru Rose Bengal a jeho vliv na Zivotnost
G361 a NIH3T3 bunééné linie pri plosné hustoté svételné energie 5 J/cm?2.
A - G361 buné¢na linie, B — NIH3T3 bunééna linie.

Kontrola (K): ozdrend, bez fotosensitizéru

*: p < 0,014 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Obr. 31: MTT test fototoxicity fotosensitizéru erythrosin B a jeho vliv na
Zivotnost G361 a NIH3T3 bunécné linie pri ploSné hustoté svételné energie
5 J/cm?,

Kontrola (K): ozdrend, bez fotosensitizéru

*: p < 0,01 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Vysledky MTT testu byly poté vlozeny do programu Phototox Verze 2.0, ktery
na jejich zaklad¢ vypocital hodnoty IC50 (Tab. 4) pro oba fotosensitizéry u obou

bunécnych linii.

Tab. 4: Hodnoty IC50 pro Rose Bengal a erythrosin B u G361 a NIH3T3

bunéénych linii.

fotosensitizér Rose Bengal erythrosin B
bunééna linie G361 NIH3T3 G361 NIH3T3
* * + +
IC50 [uM]
1,01+0.03 2,90+0.15 22,37+0.39 53,92+0.66

Poznamka: IC50 byly zjistény pomoci programu Phototox verze 2.0.
*:p < 0,0001 - hodnoty pro obé linie jsou vzdajemné statisticky rozdilné

+: p < 0,0001 - hodnoty pro obé linie jsou vzajemné statisticky rozdilné

Porovnanim obou linii pro Rose Bengal a erythrosin B je patrné, Ze koncentrace
IC50 je pro kazdy fotosensitizér vzdy minimalné 2% niz$i u naddorové G361 bunécné
linie. Tento fakt mize naznacovat vyssi i€innost a vétsi akumulaci v nddorové G361
linii nez v nenadorové NIH3T3 linii. Pfi vzajemném srovnani obou fotosensitizérd je
viditelny rozdil v koncentracich IC50. Hodnoty pro Rose Bengal jsou vice jak 20x
niz8i nez v ptipad¢ erythrosinu B u kazdé buné¢né linie. Niz§i ¢innad koncentrace
fotosensitizéru je velice zadouci, jelikoz tak snizuje pravdépodobnost nckterych
nezadoucich ucink, jako je naptiklad fotosensitivita klize.

Aby dalsi experimenty mohly zahrnovat zjiSténou koncentraci IC50, bylo
potieba vytvofit novou koncentracni fadu. Ta byla odvozena z IC50 vzdy jako jeji

polovina a dvojnasobek (Tab. 5).

Tab. 5: Hodnoty 1/21C50 a 2x 1C50 odvozené z | C50 pro Rose Bengal a erythrosin
B u G361 a NIH3T3 bunécnych linii.

fotosensitizér bunééna linie Y 1C50 [uM] IC50 [uM] 2x IC50 [uM]

Rose Bengal G361 0,50 1,01+0.03 2,01
NIH3T3 1,45 2,90+0.15 5,80

erythrosin B G361 11,19 22.37+0.39 44,75
NIH3T3 26,96 53,92+0.66 107,85
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6.2.2 DETEKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Vysledné grafy byly vytvofeny na zéklad¢ linearnich regresnich koeficienta
z 10 minutového kinetického méfeni ihned po ozateni. Cim vys3i tento koeficient je,
tim vice reaktivnich forem kysliku bylo kazdou minutu detekovano. Vysledky jsou
uvedeny jako procentudlni vyjadieni fluorescence, kdy kontrola piedstavuje 100 %.
Jednotlivé grafy ukazuji zavislost mnozstvi ROS na koncentraci fotosensitizéru
Rose Bengal (Obr. 32) nebo erythrosin B (Obr. 33). Na prvni pohled je patrna
predpokladana tendence, kdy s rostouci koncentraci vyrazné roste i mnozstvi
produkovanych reaktivnich forem kysliku. Tento fakt jen potvrzuje potencidlni vyuziti
téchto latek jako fotosensitizéri pro fotodynamickou terapii, protoze jednou
z dtlezitych vlastnosti je pravé zvySena produkce ROS. DalS§im zajimavy pohled
predstavuje srovnani obou fotosensitizérid. Ackoliv se na prvni pohled mtize zdat, ze
hodnoty mnozstvi ROS jsou v piipadé erythrosinu B vzdy vétsi, a ze je tedy 1 i¢innéjsi,
je nutné zohlednit i pouZzitou koncentra¢ni fadu. Koncentrace erythrosinu B jsou vice
jak 20x vy$si nez v piipad¢ Rose Bengal. Tento fakt tedy znaci, ze ackoliv je rozdil
Vv koncentracich obou latek mnohonasobny, rozdil v mnozstvi ROS jiz tak markantni
neni, coz stejné jako MTT test jen potvrzuje velkou ucinnost fotosensitizéru Rose

Bengal.
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Obr. 32: Procentualni narist reaktivnich forem Kkysliku pf#i pouziti
fotosensitizéru Rose Bengal a plo§né hustoté svételné energie 5 J/cm? v porovnani
s kontrolou, ktera byla nastavena jako 100 %. A— G361 bunécna linie, B—NIH3T3
bunécna linie.

Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizéru

*:p < 0,0001 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Obr. 33: Procentualni narist reaktivnich forem Kkysliku prFi pouzZiti
fotosensitizéru erythrosin B a plo§né hustoté svételné energie 5 J/cm? v porovnani
s kontrolou, ktera byla nastavena jako 100 %. A — G361 bunécna linie, B—NIH3T3
bunécna linie.

Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizeru

*:p < 0,0001 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)

6.2.3 ZTRATA MITOCHONDRIALNIHO MEMBRANOVEHO
POTENCIALU

K vyhodnoceni zmény (ztraty) Vv mitochondridlnim membranovém potencidlu
slouzi pomér zelené a ¢ervené fluorescence. Cim vétsi je tato vysledna hodnota, tim
vEtsi je Cetnost mitochondrii, které ztratily svlij membranovy potencial, a tim vetsi i
pocet bunék, u kterych timto doslo k navozeni rané fazi apoptdzy. Obecné Ize miru,
s jakou dochéazi k naruseni mitochondridlniho membranového potencialu, pouZit i
K ur¢eni, zda dany fotosensitizér poskozuje pravé tuto bunéénou organelu vede K jeji
dysfunkci.

Vysledky fotosensitizérti Rose Bengal (Obr. 34) a erythrosin B (Obr. 35) vykazuji
u obou linii obdobny trend, kdy s rostouci koncentraci roste i pocet bunék v rané fazi
apoptozy. Vyjimku ptedstavuji vzdy nejvyssi koncentrace fotosensitizéri, kdy doslo

Mrwve

vysokou koncentraci latek, ktera byla pfili§ cytotoxicka, a proto najednou zacalo vetsi
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mnozstvi bunék podléhat nekrdze, ¢imz se podil bun€k v rané fazi apoptdzy snizil.
Celkové je vsak tfeba konstatovat, ze dany nartst v porovnani s kontrolou neni tak
velky, jako u jinych latek, coz ovSem pravdépodobné souvisi s vlastnostmi
xanthenovych barviv a s tim, na jaké struktury v bunce tyto fotosensitizéry cili.
Naméfené poméry byly v grafech pfevedeny pro lepsi vyjadfeni nartistu

fluorescence na procenta, kdy kontrola ptedstavuje 100 %.
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Obr. 34: Detekce ztraty mitochondrialniho membranového potencialu vlivem
Rose Bengal a 5 J/cm? vyjadFujici miru po$kozeni mitochondrii a mnoZstvi bunék
Vv rané fazi apoptozy. A — G361 bunécna linie, B — NIH3T3 bunééna linie.

Kontrola (K): ozdrend, bez fotosensitizéru

*:p < 0,009 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Obr. 35: Detekce ztraty mitochondrialniho membranového potencialu vlivem

erythrosinu B a 5 J/cm? vyjadfujici miru poSkozeni mitochondrii a mnoZstvi

bunék v rané fazi apoptozy. A — G361 bunécna linie, B — NIH3T3 bunécna linie.

Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizéru

*:p < 0,009 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)

90



6.24 DETEKCE APOPTOTICKYCH A NEKROTICKYCH
BUNEK

S pomoci fluorescencnich znacek a fluorescenéniho mikroskopu byly
identifikovany apoptotické a nekrotické bunky. Oba zplisoby bunécné smrti byly poté
pifevedeny na procenta a dany do poméru, aby bylo mozné snadnéji urcit, ktery
z danych zptisobd smrti bunky pfevazuje.

Srovnanim vysledk fotosensitizéru Rose Bengal (Obr. 36) s vysledky
latky pfevazuje nekroza. Zaméienim se zménu tohoto poméru ve vztahu s koncentraci

je patrné, ze se tato prevaha nekrotického zpiisobu smrti buiiky dale zvétsuje.

A 110 1 * * *

100 -

90 -

80 -

70 -

60 -

50 - O Apoptotické buriky
40 - B Nekrotické buriky
30

20 -

10 -

0
0,5 1,01 2,01

Koncentrace [uM]

HH

Mnoistvi bunék [%]

91



v e

110 - * % *
100 ~
90 -
80
70
60 -
50
40 -
30
20
10 -

H

O Apoptotické bunky

H Nekrotické burky

Mnoistvi bunék [%]

K 1,45 2,9 5,8
Koncentrace [uM]

Obr. 36: Pomér apoptotickych a nekrotickych bunék po aplikaci fotosensitizéru
Rose Bengal a 5 J/cm?. A — G361 buné&na linie, B — NIH3T3 bunééna linie.
Kontrola (K): ozdrena, bez fotosensitizéru

*:p < 0,0066 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Obr. 37: Pomér apoptotickych a nekrotickych bunék po aplikaci fotosensitizéru
erythrosin B a5 J/cm?. A — G361 bun&na linie, B — NIH3T3 bunééna linie.
Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizéru

*:p < 0,0066 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)

6.2.5 KOMETOVA ANALYZA

Vysledky ziskané prostfednictvim kometové analyzy poukazuji jak v ptipadé
fotosensitivni latky Rose Bengal (Obr. 38) i v pfipadé erythrosinu B (Obr. 39) na
fragmentaci DNA u obou bun&cnych linii. Z grafl je patrné, Ze tato mira poskozeni
DNA roste s vyssi koncentraci fotosensitizéru, kdy pfi t€ nejvyssi (2x 1C50) je DNA
JiZ zhruba z 80 % fragmentovana.

Na zakladé¢ téchto a predchozich vysledkl lze pfedpokladat, Ze praveé jadro je
jedna z prvnich bunéénych organel, které tyto fotosensitizéry poskozuji, coz vede
pravé ke fragmentaci DNA. Druhou moznost predstavuje fakt, Ze tyto xanthenové
fotosensitizéry Ucinné zapficinuji celkové silné poSkozeni buiiky vetné jadra, které

tak nevede ke kaskadovité spusténé apoptdze, ale k nekroze.
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Obr. 38: Mnozstvi DNA v hlavé a ocasu komety p¥i pouziti fotosensitizéru Rose
Bengal a 5 J/cm?. A — G361 bun&ena linie, B — NIH3T3 buné&éna linie.
Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizéru

*: p < 0,004 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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Obr. 39: Mnozstvi DNA v hlavé a ocasu komety pri pouziti fotosensitizéru

erythrosin B a5 J/icm?. A —

Kontrola (K): ozarend, bez fotosensitizéru

*: p < 0,004 - statisticky rozdilné v porovnani s kontrolou (K)
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6.2.6 KONFOKALNI MIKROSKOPIE

S vyuzitim fluorescenéniho konfokalniho mikroskopu byly ziskany 3D obrazky
(Obr. 40) distribuce Rose Bengalu a erythrosinu B uvnitf bunék G361 a NIH3T3
bunécné linie. Diky moznosti vytvofit 3D obrazek bylo mozné urcit, ze nedochazi
k akumulaci Cervené fluoreskujicich fotosensitizéri uvnitt modfe fluoreskujiciho

jadra. Toto zjisténi prokazuje, ze Rose Bengal a erythrosin B nezptsobuji primarné

poskozeni jadra a fragmentaci DNA.
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Obr. 40: 3D znazornéni distribuce xanthenovych barviv pomoci konfokalniho

mikroskopu. A — Rose Bengal + G361 buné¢na linie, B — Rose Bengal + NIH3T3
buné¢na linie, C — erythrosin B + G361 bunécna linie, D — erythrosin B + NIH3T3

bunécéna linie.

6.3 FOTOSENSITIZER 3. GENERACE
6.3.1 SPEKTROSKOPICKE URCENI ABSORPCNIHO MAXIMA

UV-Vis spektroskopie byla provedena pro zjisténi, zda nedoSlo ke zméné
absorpéniho maxima kompozitu, ktery vznikl spojenim fotosensitizéru TMPyP a

oxidu grafenu. Namétfené hodnoty (Obr. 41) ukézaly, Ze zatimco absorpéni maximum
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samotného TMPyP bylo 417 nm, po jeho navazani na pienaSec (oxid grafenu) doslo
K posunuti absorpéniho maxima na 437,5 nm. Toto zjisténi je vyznamné pro dalsi
budouci pokusy a tvorbu fotosensitizérit 3. generace, jelikoZ posun absorpcniho
maxima smeérem k ¢ervené oblasti umoznuje pouziti vinové délky s vEtsi penetraci.
Tento posun ve vinové délce slouzil zaroven také jako potvrzeni uspéSného spojeni

oxidu grafenu a TMPyPu.

— GO/TMPyP_1:1
TMPyP

Absorbance (a. u.)

Wavelength (nm)

Obr. 41: UV-Vis absorpéni spektrum fotosensitizéra TMPyP a oxid
grafenu/TMPyP.

6.3.2 KONFOKALN{ MIKROSKOPIE

Pomoci konfokalni mikroskopie byla zjiSténa distribuce samotného TMPyPu a
kompozitu GO/TMPyP v HeLa buné&éné linii (Obr. 42). Ac¢koliv se mohou jevit jako
nejvyznamnéj$i hlavné vysledky po 24 hodinach, jelikoZ po pravé takové dobé se
vétSinou provadi toxikologické experimenty, Sledovat distribuci téchto latek od
zacatku jejich priuchodu do buiky je stejné tak dulezité.

Vysledky ukazuji, Ze po 60 minutach signal, ktery byl nalezen v cytoplazmé a
Vv jadfe, byl intenzivnéjsi u samotného TMPyPu nez u kompozitu GO/TMPyP
(Obr. 42A, D), coz mohlo byt zptisobeno zhasenim fluorescence TMPyPu jeho vazbou
na oxid grafenu. Nicméné po internalizaci kompozitu je TMPyP na oxidu grafenu
viditelny. Nejvice pravdépodobnou drahou, kterou dochazi k priniku do bunky, je
endocytéza. Kompozit GO/TMPyP se postupné rozdéluje do organel v cytoplazmé
(lysozoémy), kde dojde k uvolnéni TMPyPu, ktery nasledné ptechéazi ptimo do jadra
(Obr. 42D, E). V piipadé samotného TMPyPu dochazi k jeho internalizaci do jadra za
mén¢ nez 60 minut (Obr. 42A). Zda se také, Ze v ptipadé samotného TMPyPu dochézi
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k jeho kompletnimu piesunu jiz po 120 minutach, a ze je rozSifen rovnomeérne.
Fluorescencni signal kompozitu GO/TMPYP Vv jadie je na druhou stranu odlisny,
jelikoz jsou viditeln€jsi nukleozomy (Obr. 42B, E). Vysledky bunécné distribuce tedy
potvrdily cilené pifeneseni TMPyPu pomoci oxidu grafenu a naslednou internalizaci
TMPyPu do jadra HeLa bunikami.

Soucasti vyzkumu byla také distribuce latek 24 hodin po PDT (Obr. 43). Je jasné
patrné, ze bunky s aplikovanym samotnym TMPyPem jsou stale adherované
k povrchu, zatimco po aplikaci kompozitu GO/TMPyP doslo ke smr$téni bunék a
z morfologického pohledu 1 k apoptotickym a nekrotickym zméndm. K nahromadéni
Vv jadte poskozenych bun¢k doslo jak v ptipadé kompozitu GO/TMPyP, tak samotného
TMPyPu. Na zéklad¢ vysledku lze tedy predpokladat, Ze kompozit GO/TMPyP je vice

ucinny pii poskozovani bun¢k.

s

Obr. 42: Znazornéni distribuce samotného TMPyPu a kompozitu GO/TMPyP

pri koncentraci 25 pM u HeLa bunééné linie pomoci konfokalniho mikroskopu.
A — TMPyP po 60 min, B — TMPyP po 120 min, C — TMPyP po 24 hod, D —
GO/TMPyP po 60 min, E — GO/TMPyP po 120 min, F — GO/TMPyP po 24 hod
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Obr. 43: Znazornéni distribuce samotného TMPyPu a kompozitu GO/TMPyP
0 koncentraci 25 uM u HeLa buné¢né linie 24 hod po fotodynamické terapii.
A — TMPyP, B — GO/TMPyP

6.3.3 MTT TEST

Na zakladé MTT testu byly vypocéitany hodnoty IC50 (Tab. 6) pro fotosensitizéry
TMPyP a GO/TMPyP na bun&tné linii HeLa. Porovnanim téchto koncentraci bylo
mozné urcit ucinnost kazdé latky. Zatimco vysledky bez ozatreni neprokazaly toxicitu
latek, tak znaméfenych hodnot po PDT jasn€ vyplyva, ze konjugaci TMPyPu
Kk ptenaseci (oxidu grafenu) doslo v porovnani se samotnym TMPyPem ke sniZeni
hodnoty I1C50 z 8,224 uM na 5,228 pM. Nastaveni ozafovani bylo v tomto piipadé
shodné — 740 nm 30 J/cm? + 414 nm 1 J/cm?. Hodnota IC50 pro TMPyP a ozifenim
414 nm 1 J/cm? byla 8,258 uM.

Tab. 6: Hodnoty IC50 pro TMPyP a GO/TMPyP u bunééné linie Hel a.

IC50 [uM]
TMPyP GO/TMPyP
bez ozafeni / /
740 nm 30 J/cm? + 414 nm 1 J/cm? 8,22+0,41 5,23+0,26
414 nm 1 J/cm? 8,29+0,41 /
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6.3.4 DETEKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Vysledny graf byl vytvofen na zéklad¢ linearnich regresnich koeficientl
z 30 minutového kinetického méfeni ihned po ozafeni. Cim vys3i tento koeficient je,
tim vice reaktivnich forem kysliku bylo kazdou minutu detekovano. Testovany byly
latky TMPyP a GO/TMPyP kompozit v rozmezi koncentrace 0,25-25 uM u HeLa
bun&éné linie pii ozafeni 740 nm 30 J/cm? + 414 nm 1 J/cm?.

Vysledky (Obr. 44) prokazuji zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku pii
koncentraci 25 uM u kompozitu GO/TMPYP jednak v porovnani s kontrolou, ale také
V porovndni se samotnym TMPyPem. Opét se tedy prokazalo, Ze spojeni
fotosensitizéru TMPyP s vhodnym nosi¢em mélo za nasledek zvySeni jeho efektivity,

kdy doslo k nartstu produkce ROS a tim také k vétSimu cytotoxickému ucinku.
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Obr. 44: Narist reaktivnich forem Kkysliku po dobu 30 minut pFi pouziti

fotosensitizéra A - TMPyP a B - GO/TMPYP a plo$né hustoté svételné energie 30

J/icm? + 1 J/cm? u HeLa bunééné linie.
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7 DISKUZE

Jednim ze zékladnich ptedpokladi a nezbytnych vlastnosti potencidlniho
fotosensitizéru je, ze nesmi byt toxicky bez ozareni, tedy pted jeho aktivaci (Mansoori
a kol., 2019). Prvnim krokem tedy bylo otestovat cytotoxicitu samotnych
xanthenovych barviv (Rose Bengal a erythrosin B) na nadorovych G361 a
nenddorovych NIH3T3 bunécnych liniich bez ozafeni (tzv. Dark toxicity test).
Vysledky neprokdzaly statisticky vyznamny vliv obou fotosensitizéri na Zivotnost
bunék. Toto zjiSténi koresponduje také s vyzkumem (Dabrzalska a kol, 2017), ktery se
zabyval vlivem Rose Bengal na nadorové linie. Predchozi testy také neprokazaly
zadny vliv svétla, v€etné zeleného spektra, na zivotnost bunék.

MTT test cytotoxicity prokazal na dané nadorové a nenadorové bunécné linii
V porovnani s erythrosinem B vétsi Gc¢innost fotosensitizéru Rose Bengal. Tyto
vysledky jsou v souladu se studii, kterou provedl Buck a kol. (2017). Jejich vyzkum
byl zaméfen na fotodynamickou ucinnost a fototoxicitu xanthenovych barviv, véetné
Rose Bengal a erythrosinu B, na nadorovych liniich. Ac¢koliv ve své studii pouzili
odlisné nastaveni pro fotodynamickou terapii, vysledky byly velice podobné a
prokazaly také mnohonasobné vétsi ti€innost fotosensitizéru Rose Bengal.

Srovnani hodnot IC50 mezi obéma fotosensitizéry ukazalo vice jak 20 nasobny
rozdil. Z téchto vysledkt je jasné patrné, Ze Rose Bengal je mnohem ucinnéjsi nez
erythrosin B. Ackoliv distribuce a akumulace fotosensitizéru v lidském téle je
ovlivnéna mnoha faktory, pfi aplikaci in vitro hraje hlavni ulohu prichod membranou.
Ackoliv se oba fotosensitizéry do bunky dostavaji pirevazné pomoci pinocytozy a
pfimo skrze membranu prochazi ve srovnani s hydrofobnimi fotosensitizéry velice
Spatn¢, mize se rozdilna schopnost téchto fotosensitizérti pronikat skrze bunécnou
membranu podilet alespont z malé ¢asti na celkovém mnozstvi fotosensitizéru, které se
nakonec Vv buiice nahromadi. Calori a kol. (2016) studovali membranovy pruchod
xanthenovych barviv skrze membranu, aby vybrali vhodného kandidata pro PDT. Na
zaklad¢ jejich vyzkumu dosli k zavéru, Ze Rose Bengal pronikd bunéénou membranou
mnohem snadnéji nez erythrosin B, coz potvrzuje i studie Pellosi a kol. (2013). Tento
fakt mize mit ve vysledku prave urcity vliv na to, pro¢ byla pro usmrceni 50 % bun¢k
potieba vEtsi koncentrace erythrosinu B nezZ v ptipadé latky Rose Bengal.

Vysledky méteni produkce reaktivnich forem kysliku ukdzaly ptimou zavislost na

koncentraci fotosensitivni latky — ¢im vyssi byla tato koncentrace, tim vys$si byla
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produkce reaktivnich forem kysliku. Tuto zavislost na koncentraci fotosensitizéru
pozorovali a popsali ve své studii také napiiklad Srivastav a kol. (2016). Ackoliv byla
koncentrace fotosensitizéru erythrosin B zhruba 20krat vyssi nez koncentrace latky
Rose Bengal, rozdil v naméfeném mnozstvi vyprodukovanych reaktivnich forem
kysliku tak vyrazny, jak by se mohlo oc¢ekavat. Tento test pro detekci ROS ukézal, ze
i pfes mnohondsobné¢ mensi koncentraci je fotosensitizér Rose Bengal schopny
produkovat srovnatelné mnozstvi reaktivnich forem kysliku jako erythrosin B. Toto
konstatovani podporuji 1 dalsi studie, jako naptiklad Pellosi a kol. (2012), které
obdobnymi experimenty dosli ke stejnému zavéru.

Song a kol. (2015) zkoumali mimo jiné i produkci reaktivnich forem kysliku
béhem fotodynamické terapie po aplikaci fotosensitizéru Rose Bengal. Jejich vysledky
poukazovali aZ na trojnasobné zvyseni produkce ROS v porovnani s kontrolou. Takto
velky nariist je srovnatelny s vysledky méfeni ROS v této praci, coz jen potvrzuje
schopnost latky Rose Bengal nékolikanasobné zvysit produkci cytotoxickych ROS
U nadorovych linii.

McEwan a kol. (2016) se zabyvali mimo jiné i studiem PDT ve spojeni s Rose
Bengal. Ve své praci také zminuji, ze tento fotosensitizér je vybornym zdrojem
reaktivnich forem kysliku, coz potvrzuji i vysledky produkce reaktivnich forem
kysliku namétené v této praci.

Liipertz a kol. (2010) ve své praci uvadi, ze hlavnim smyslem PS je tvorba
volnych radikalu, které nasledné mohou interagovat s kyslikem za vzniku reaktivnich
forem kysliku. Vysledky této prace prokazaly zvySeni v produkci ROS u kompozitu
V porovnani se samotnym TMPyPem, coZ z n¢j €ini potencialn€ u¢ingjsi a vhodnéjsi
latku pro pouZiti ve fotodynamické terapii

Podle toho, jaké sloZeni a vlastnosti urcity fotosensitizér ma, se odviji také to, na
jaké struktury bunky dana latka cili, a také jaké zptusobuje poskozeni buriky, které vede
K jeji destrukci. Hydrofobni fotosensitizéry snadné&ji pronikaji membranou a mohou
tedy poskozovat organely v bunce (naptiklad mitochondrie) (Donohoe a kol., 2019).
Naproti tomu hydrofilni latky, jako jsou xanthenova barviva, pronikaji membranou
htite, a proto ptfimé poskozeni jednotlivych organel neni tak rozséhlé. Pfevazné se do
bunky dostavaji prostiednictvim pinocytdzy ve formé vacka, které splyvaji s lysozomy
obsahujici proteolytické enzymy. Jejich nasledna aktivace zplsobi rozruseni vacku a
vyliti proteolytickych enzymt, které zptisobi zni¢eni bunky. Tento fakt potvrzuji

vysledky méfeni ztraty mitochondrialniho membranového potencialu v této praci, kdy
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sice lze pozorovat jistou miru poSkozeni mitochondrii a ztratu membranového
potencialu, nicméné dany nartist neni v takovém rozsahu, jako u jinych fotosensitizért.
Lze tedy konstatovat, Ze bunétné organely jako jsou mitochondrie tedy nejsou
primarnim cilem téchto xanthenovych fotosensitizérii. Divodl, proC€ 1 pii pouziti
xanthenovych barviv dojde k naruSeni mitochondridlniho membranového potencialu
muze byt nékolik. Prvni moznost pfedstavuje malé mnozstvi molekul fotosensitizéru,
které projde skrze bunécnou membranu, navdze se na mitochondrii a po aktivaci
svétlem ji poskodi. Druha moznost zahrnuje poSkozeni mitochondrii proteolytickymi
enzymy. Ty se vyliji do cytosolu po aktivaci fotosensitizéru, ktery poskodi
lysozomalni vacek, se kterym splynul po pinocytdze. U tfeti moznosti dochéazi k tomu,
ze uvolnéné proteolytické enzymy poskodi endoplazmatické retikulum, které je
povazovano za nejveétsi zasobarnu vapenatych iontd (Hoorelbeke a kol., 2018). Takto
uvolnéné Ca®" ionty slouzi jako signalni molekuly pro tzv. mitochondridlni
permeabilni por (mitochondrial permeability transition pore), ktery se tak aktivuje a
zvy$i propustnost mitochondrialni membrany Diky tomu poté dojde k vypusténi
velkého mnozstvi molekul a k depolarizaci membrany (Bernardi 2013, VVorobjeva a
kol., 2020). Tento proces tedy vede jednak k mitochondrialni dysfunkci (Canton a kol.
2002), ale také k apoptoze, jelikoz dojde mimo jiné i K uvolnéni cytochromu c (Baines
a Gutiérrez-Aguilar, 2018), ktery nasledné vede ke spusténi rané faze apoptozy
(Santucci a kol., 2019).

Vysledky mitochondridlniho membranového potencidlu v této praci ukazaly
jistou miru zavislosti na koncentraci fotosensitizéru, kdy ¢im byla tato koncentrace
vy$si, tim vice mitochondrii ztratilo svilj membranovy potencial a dostalo se do rané
faze apoptozy. Tato zavislost vSak neplatila pro nejvyssi koncentraci latky, kdy doSlo
k nahlému poklesu. Stejny trend, véetné nahlého poklesu, popisuji ve své studii i Rabe
akol. (2014), ktefi také analyzovali ranou fazi apoptozy u fotosensitizéru Rose Bengal.
Vysvétleni pro tento nahly pokles s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi s tim, ze dana
koncentrace fotosensitizéru je jiz pfili§ cytotoxicka. Ranou fazi apoptozy tak lze
detekovat pouze u mensiho mnozstvi bunék, protoze vétsi ¢ast bun€k rychleji podléha
nekroze.

Garg a kol. (2012) ve své studii konstatovali, ze pii pouziti vySSich davek
fotodynamické terapie obvykle pievazuje nekrdza, zatimco apoptozu lze Castéji
pozorovat pii nizkych davkach PDT. Divodem je, ze nekrdza je Castym vyusténim

vlivu extrémnich vngjSich podminek (napf. extrémni teplota, tlak, osmolarita, pH)
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nebo rozsahlého bunééného poskozeni chemickymi procesy, které byly zplisobené
napf. letalni davkou ionizujiciho zafeni, metabolickymi inhibitory nebo rtznymi
toxickymi latkami (Plaetzer a kol., 2003). V piipadé¢ fotodynamické terapie
predstavuje tyto extrémni podminky zafeni s vysokou plosnou hustotou svételné
energie a koncentrace fotosensitizéru. Z vysledkt detekce apoptotickych a
nekrotickych bunék je patrny vliv rostouci koncentrace obou fotosensitizérti na zménu
poméru jednotlivych typt bunééné smrti, kdy s rostouci koncentraci ¢im dal vice
pievazuje nekrotickd smrt bunky. Pievahu nekrozy v PDT u obou fotosensitizérii
potvrzuji také Calzavara-Pinton a kol. (2007), kteti ve své praci uvadi, Ze Rose Bengal
a erythrosin B jsou hydrofilni barviva, kterd do bunky dostavaji zejména
prostfednictvim pinocytézy. Diky tomu se ptednostné hromadi v mimojadernych
strukturach, zejména v lysozomech. Tyto latky tedy pfevazné nespousti kaskady, které
vedou Kk programované bunééné smrti, ale poskozenim lysozomu fotodynamickou
terapii zptisobi uvolnéni proteolytickych enzymi, které zapticini nekrozu.

Liu a kol. (2019) konstatuji, ze ackoliv v nékterych piipadech mutze velké
mnozstvi reaktivnich forem kysliku zptsobit oxidativni poSkozeni DNA bazi nebo
zlomy DNA vldken, v porovnani s ionizujicim zafenim se jedna v piipad¢
fotodynamické terapie spiSe o neletalni poskozeni. Buytaert a kol. (2007) uvadi
obdobné tvrzeni, podle kterého se vétSina latek nehromadi v bunééném jadrte, a proto
je velmi malo pravdépodobné, Zze dojde k poskozeni DNA nebo mutacim. Srovnani
vysledkid kometové analyzy mezi porfyrinovymi fotosensitizéry a xanthenovymi
barvivy ukazuje zcela rozdilnou miru poskozeni DNA. Porfyrinové fotosensitizéry
jsou hydrofobni (lipofilni) latky, které snadnéji prochdzi membranou a poSkozuji tedy
pfimo bunécéné organely. V ptipad¢ lipofilnich latek dochéazi spiSe ke hromadéni
V bunéénych organelach, jako je mitochondrie, Golgiho aparat nebo endoplazmatické
retikulum. V zavislosti na velikosti celkového oxidativniho stresu miize poskozenim
nebo zni¢enim téchto organel dojit k apoptdze nebo nekrdze (Ding a kol., 2004).
Vysledky kometové analyzy porfyrinovych fotosensitizérti ukazuji, ze velka vétsina
DNA ztstala v hlavé komety a nedoslo tedy k jejimu poSkozeni/fragmentaci. Toto
zjisténi tedy potvrzuje predchozi vySe zminéné piedpoklady. Naproti tomu vysledky
xanthenovych barviv poukazuji na velkou miru fragmentace DNA. Dlvodem, ktery
na prvni pohled popird vySe zminéna tvrzeni, je struktura danych latek. V tomto
ptipad¢ se totiz jedna hydrofilni (lipofobni) latky, které velice Spatn€ prochazi skrze

fosfolipidovou bunéénou membranu (Nowis a kol., 2005), misto toho vyuzivaji
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pinocytozy. Po splynuti s lysozomem a jeho nésledném znic¢eni mohou uvolnéné
proteolitické enzymy narusit kromé dalSich organel i jadro, a tim zptsobit fragmentaci
DNA. Tento fakt podporuji i data ziskana z konfokalniho mikroskopu, ze kterych je
patrné, ze se fotosensitizér nehromadi v jadfe a nemuze tedy piimo poSkozovat DNA.
Vysledky kometové analyzy tedy nepopiraji vySe zminéné definice, ale naopak je
potvrzuji, protoze primarnim cilem zde neni jadro a DNA, jejich destrukce je pouze
dasledkem zniceni lysozomu s proteolytickymi enzymy.

Z vysledkl kometové analyzy pro Rose Bengal a erythrosin B je také patrné, ze
s rostouci koncentraci fotosensitizéru roste i mira poskozeni DNA. Tento trend je
v souladu s mnoha dal$imi studiemi, které se zabyvaly vyzkumem latek poskozujici
DNA béhem PDT (Rousset a kol., 2000; Guan a kol., 2006; Cizekova a kol., 2014;
Srivastav a kol., 2016; Li a kol., 2019).

Youngiiv modul pruznosti charakterizuje mechanické vlastnosti membrany, kdy
¢im je tato hodnota vyssi, tim k vétSimu poskozeni cytoskeletu doslo. Z vysledki je
patrné, Ze ke statisticky vyznamné zméné doslo pouze v ptipadé naddorové bunééné
linie. Tato zména v tuhosti membrany vlivem poSkozeni cytoskeletu bunky u
nadorovych buné¢k po fotodynamické terapii byla zminéna i v né€kolika dalsich studiich
(Xiao a kol., 2019; Wang a Sun, 2012).

Ackoliv neni vyzkum vlivu Rose Bengal a erythrosinu B v protinadorové
fotodynamické terapii piili§ prozkouman, existuje mnoho studii, které se zabyvaji
ucinky téchto xanthenovych barviv v antimikrobialni fotodynamické terapii (aPDT).
Ackoliv je cil, na ktery se v aPDT pusobi, jiny nez v PDT, na zéklad¢ rtiznych
vyzkumil se zd4, Ze vysledek porovnani Gcinnosti jednotlivych fotosensitizérii je
obdobny. Rossoni a kol. (2010) porovnavali Gc¢inek fotosensitizéri Rose Bengal a
erythrosin B v aPDT. Vyhodnoceni jejich méfeni jednoznaéné ukazalo, ze Rose
Bengal je mnohokrat u¢innéjsi nez erythrosin B. Stejny vysledek je patrny i na zakladé
experimentt, které byly provedeny v této praci. Vysledky obou studii tak poukazuji na
fakt, ze at’ uz se jedna o fotodynamickou terapii antimikrobialni nebo protinadorovou,
vlastnosti a ucinky fotosensitizéru Rose Bengal zcela pievysuji erythrosin B.

Vysledky z UV-Vis spektrometru prokazaly posun ve vinové délce z 417 nm
(TMPyP) na 437,5 nm (GO/TMPyP). Tento posun mimo jiné znaci i uspéSné navazani
molekul TMPyPu na oxid grafenu. Obdobné zavery zminuje ve své studii také Xu a
kol. (2016).
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Bunéény uptake a nasledna distribuce fotosensitizéru nadorovou buiikou jsou
kritickymi faktory, které ovliviiuji u¢innost 1é¢by nebo zobrazovani nadorové bunky.
V této praci byl uptake TMPyPu HelLa bunkami studovan pomoci konfokalni
fluorescen¢ni mikroskopie. Béhem prvni faze (60 min po ptidani PS) byl TMPyP nebo
kompozit GO/TMPyP lokalizovan s riznou hustotou v cytoplazmatickych organelach
(lysozémy a mitochondrie). Stejnych vysledkt dosahli také Zhu a kol. (2015), ktefi
ve své praci studovali lokalizaci H,TMPYP v endoplazmatickém retikulu, Golgiho

aparatu, lysozémech a mitochondriich u HK-1 bun¢k.
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8 ZAVER

Smyslem této disertacni prace bylo zaméfit se na studium ucinka fotodynamické
terapie in vitro. Jedna ¢ast navazovala pfimo na diplomovou praci a zahrnovala pokusy
po aplikaci ¢tyt porfyrinovych fotosensitizérai (TPPSs, ZnTPPS;PdTPPS: a
MgTPPS4) u nddorovych G361 a nenadorovych NIH3T3 bunécnych linii ptfi plosné
hustoté svételné energie 0 velikosti 1J/cm?, 5J/cm?a 10 J/cm?. Druha &4st obsahovala
experimenty s dvéma xanthenovymi barvivy (Rose Bengal, erythrosin B) u G361 a
NIH3T3 bunééné linie a ploiné hustotd svételné energie 5 J/lcm?. Tieti Gast se
zamé&fovala na zakladni studium nové vytvoieného fotosensitizéru 3. generace a jeho
porovnani s fotosensitizérem TMPyP, ze kterého byl odvozen.

Prvni provedeny MTT test bez ozareni odhalil, Ze samotné xanthenova barviva
nejsou pro buiiky toxickd. Druhy MTT s ozafenim (PDT) pak slouZil ke zjisténi hodnot
IC50 jednotlivych latek. Na zaklad¢ téchto vysledki pak 1ze konstatovat, Ze se u obou
latek prokazala vétsi tc¢innost (nizsi IC50) u nadorové G361 bunééné linie nez u
nenadorové NIH3T3 bunécné linie. Srovnani obou fotosensitizérii pak ukazuje vice
jak 20x vétsi u¢innost Rose Bengal pti srovnani s erythrosinem B.

Dalsi testy, které mély odhalit dulezité vlastnosti fotosensitizérli, zahrnovaly
detekci produkce reaktivnich forem kysliku, detekci ztraty mitochondrialniho
membranového potencialu, rozliSeni apoptotickych a nekrotickych bun¢k a
kometovou analyzu. Vysledky pro detekci produkce ROS zaznamenaly nardst o
stovky procent, coz je velice dulezité pro usmrceni nadorovych bunek. Detekce ztraty
mitochondrialniho membranového potencialu pak umoznila potvrdit ptedpoklad, ktery
byl odvozeny na zakladé¢ hydrofilnich vlastnosti xanthenovych barviv, Ze tyto latky se
nehromadi primarn€¢ v mitochondriich a nepisobi tak usmrceni burnky jejich pfimym
poskozenim. Zjisténi poméru apoptotickych a nekrotickych bunck odhalilo pifevahu
nekrotického zplisobu bunécné smrti, kdy tato ptrevaha navic rostla se zvySujici se
koncentraci fotosensitizéri. Kometova analyza ukazala zcela rozdilnou miru
fragmentace DNA pifi porovnani porfyrinovych a xanthenovych fotosensitizért.
Zatimco u hydrofobnich porfyrinovych latek nebyla zaznamenana vyraznéjsi
fragmentace, tak u hydrofilnich xanthenovych barviv byla tato fragmentace vcelku
vyrazna. Tento rozdil je dan povahou latek a zpiisobem, jakym poskozuji buniku.

U porfyrinovych fotosensitizér byl jesté proveden test k uréeni faze bunécného

cyklu a analyza posSkozeni cytoskeletu pomoci AFM. Pfedpoklad, Ze v ptipadé¢ PDT
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muze dochéazet k zastaveni bunétného cyklu v urcité fazi, se bohuzel nepotvrdil a
nebyly zaznamenany signifikantni rozdily mezi jednotlivymi fazemi. Pomoci
mikroskopie atomarnich sil bylo prokazano, ze dochazi v ptipadé nadorové bunécné
cytoskeletu po fotodynamické terapii.

Vysledky fotosensitizéru 3. generace vytvofeného konjugaci fotosensitizéru
TMPYP s oxidem grafenu prokazaly, Ze toto spojeni snizilo koncentraci IC50 a zvysilo
produkeci reaktivnich forem kysliku, coz mélo za nasledek celkové zvySeni ucinnosti
fotodynamické terapie.

Vysledky testi xanthenovych fotosensitizéri a kompozitu GO/TMPyP
prokazaly, ze tyto latky maji vlastnosti, kterymi by vhodné fotosensitizéry mély
disponovat. Z ptimého porovnani v piipadé xanthenovych barviv a TMPyPu
s GO/TMPyPem se jako nejlepsi jevi jednozna¢né Rose Bengal a GO/TMPyP, jejichz
IC50 byla prokazatelné mensi nez v ptipadé erythrosinu B a samotného TMPyPu.
Vyzkum fotosensitizéru 3. generace GO/TMPyP zaroven predstavuje velky krok ke
zlepSeni distribuce a zacileni PS, a tim i ke vétsi efektivité PDT, proto je v navaznosti
na tuto praci planovano v budoucnu vétsi zaméfeni na distribuci fotosensitizéra
navazanych na nanomaterialy.

Na zakladé¢ provedenych experimenti 1ze tedy konstatovat, ze Rose Bengal spolu
s GO/TMPyP kompozitem predstavuji vhodné kandidaty pro dalsi in vitro studie, které

by nasledné mohly vést k in vivo studiim.
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SEZNAM ZKRATEK

5-ALA — aminolevulova kyselina

AFM — mikroskop atomérnich sil

GO - oxid grafenu

HDL - lipoprotein o vysoké hustoté

HMP — ,high melting point* (vysokotuhnouci) agar6za
Hp — hematoporfyrin

HpD — derivat hematoporfyrinu

1C50 — koncentrace, pii které se Zivotnost snizi o 50 %
IR — infraCervend oblast zafeni

LDL - lipoprotein o nizké hustoté

LED — svétlo emitujici diody

LMP — low melting point* (nizkotuhnouci) agardza
MgTPPS4 — hotecnaty derivat TPPS4

NIR — blizka infracervend oblast zafeni

NO — oxid dusnaty

PNP — polymerni nanocastice

PDT - fotodynamicka terapie

PATPPS4 — paladnaty derivat TPPS4

PS — fotosensitizér

ROS — reaktivni formy kysliku

TMPyP - (5,10,15,20-tetrakis(1-metyl-4-pyridinio)  porfyrin
toluensulfonat))

TPPS4 — (meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin)
ZnTPPS4 — zine¢naty derivat TPPS4
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