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SOUHRN

Fotodynamicka terapie (PDT) je terapeuticky prostfedek pouzivany pii 1écbé nadorh. Tato
metoda je zalozena na aplikaci fotosenzitivni latky, ktera se hromadi v nadorovych buiikach a po
ozéafeni svétlem zpusobuje jejich usmrceni. Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo studium
novych fotosenzitivnich latek - porfyrinii s glykolovou substituci. Porfyriny obsahujici jeden az
Ctyfi nizkomolekularni glykolové fetézce vazané éterovou vazbou v pozici meta na meso-
tetrafenylporfyrin  (mTPP(EG)1-4) byly porovnany s fluorinovanymi (pTPPF(EG)4) a
nefluorinovanymi (pTPP(EG)4) derivaty majicimi glykolovy fetézec v para pozici. Vstup do
bun¢k a fotodynamicka aktivita byly vyrazné zavislé na koncovych skupinach glykolovych
substituentt.  Porfyriny s hydroxyglykolovou substituci, na rozdil od porfyrind
s methoxyglykolovou substituci, byly uc¢innéji transportovany do bunck a zptsobovaly hojné
apoptézu v nadorovych bunkach in vitro. Po pocateénim otestovani byly vybrany a detailné
analyzovany prototypy hydroxy etylenglykolovych derivath. Para derivaty pTPP(EG)4 a
pTPPF(EG)4 se akumuluji pfedev§im v lysozomech, zatimco meta derivaity mTPP(EG)1-4 v
endoplazmatickém retikulu (ER). Pozice etylenglykolového fetézce na porfyrinovém kruhu ma
vliv nejen na nitrobunéénou lokalizaci ale i na G¢innost fotodynamické terapie in vivo. PDT
zprostiedkovana meta derivaty vedla u NuNu mysi k Gplnému vymizeni nadort (lidsky karcinom
prsu MDA-MB-231). Po fotoaktivaci oba typy derivatl indukuji smrt nddorovych bunék pomoci
reaktivnich druhti kysliku (reactive oxygen species, ROS). Para derivity pTPP(EG)4 a
pTPPF(EG)4 aktivuji p38 MAP kindzovou signdlni kaskddu, kterd nasledné spusti
mitochondridlni apoptickou drdhu. Na rozdil od para derivatl, meta derivat porfyrinu
mTPP(EG)4 vyvolava dramatické zmény homeostizy Ca®* projevujici se zvysenou hladinou
Ca®'v cytoplazmé, aktivaci kalpaind a stresovych kaspaz -12 nebo -4. Stres endoplazmatického
retikula vede k rozvoji tzv. unfolded protein respose (UPR), jejiz soucasti je PERK signalni
draha aktivovana fosforylaci PERK, elF2a. Nasledn¢ jsou indukovany transkripéni faktory
ATF4 a CHOP, které reguluji geny odpovidajici na stresové podnéty. Ulohu PERK dréhy v
MTPP(EG)4-zprostiedkované bunééné smrti potvrzuji pokusy, kdy vyfazeni (knockdown) genu
PERK nebo jeho utlumeni chrani buiiky pied apoptozou.

Vysledky ziskané analyzou mechanismu bunééné smrti navozené PDT jasné dokladaji, zZe
mTPP(EG)4 ptedstavuje novy fotosensitizér s lokalizaci mimo mitochondrie, ktery ma schopnost
velmi G¢inn¢ aktivovat apoptéozu v rakovinnych bunkach. Navic je pfi odstranéni
experimentalnich nddorti vyrazné G¢innéjsi nez klinicky pouzivany Foscan. Predkladand prace
tak ukazuje zajimavy zpisob, jak dale vyvijet fotosensitizéry pro budouci pouziti v klinické
praxi.



SUMMARY

Photodynamic therapy (PDT) is a treatment modality for cancer. It combines selective
accumulation of chemical compounds, called photosensitizers (PS), with light to irreversibly
damage cancer cells via oxidative stress. The main goal of this thesis was to study
photosensitizers represented by a unique group of newly synthesized porphyrin derivatives with
glycol chain substitution. Glycol-functionalized porphyrins containing one to four low molecular
weight glycol chains that are linked via ether bonds to the meta-phenyl positions of meso-
tetraphenylporphyrin (MTPP(EG)1-4) were compared with fluorinated (pTPPF(EG)4) and
nonfluorinated (TPP(EG)4) derivatives having glycol chains in para-phenyl positions. The
cellular uptake and photodynamic activity was significantly dependent on terminal groups of the
glycol substituent. Hydroxy glycol porphyrins, in contrast with methoxy glycol porphyrins,
exhibited efficient intracellular transport and high induction of apoptosis in tumor cell lines in
vitro. After initial testing effective prototype hydroxy ethylene glycol derivatives were selected
and analyzed in detail. Para derivatives pTPP(EG)4 and pTPPF(EG)4 accumulated mainly in
lysosomes whereas meta derivatives mTPP(EG)1-4 in the endoplasmic reticulum (ER). Position
of ethylene glycol chain on the porphyrin ring affected not only intracellular localization but also
PDT efficacy demonstrated by permanent ablation of human breast carcinoma (MDA-MB-231)
in nude mice following treatment with meta derivatives. After photoactivation, both types of
derivatives induced death of tumor cells via reactive oxygen species (ROS). Para derivatives
pTPP(EG)4 and pTPPF(EG)4 activated the p38 MAP kinase cascade, which in turn induced the
mitochondrial apoptotic pathway. In contrast, meta porphyrin derivative mTPP(EG)4 induced
dramatic changes in Ca®* homeostasis manifested by Ca®" rise in the cytoplasm, activation of
calpains and stress caspase-12 or caspase-4. ER stress developed into unfolded protein response.
Immediately after irradiation the PERK pathway was activated through phosphorylation of
PERK, elF2a and induction of transcription factors ATF4 and CHOP, which regulate stress
response genes. PERK knockdown and PERK deficiency protected cells against mTPP(EG)4-
mediated apoptosis, confirming the causative role of the PERK pathway.

Analysis of the cell-death mechanism revealed that mTPP(EG)4 represent a novel
nonmitochondrially localized photosensitizer that has a profound ability to induce apoptosis in
tumor cells and exhibits a superior PDT efficacy in elimination of experimental tumors in
comparison to clinically used photosensitizer Foscan. The presented work thus suggests an
interesting avenue for further development of photosensitizers aiming at their future clinical
application.
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1 UVOD

1.1  Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je 1é¢ebna metoda vyuzivana k 1é¢b¢ nadori. Tato nadéjna metoda
je zalozena na aplikaci fotosenzitivni latky (synteticka nebo prirodni latka, aktivovatelna
svétlem), jez se prednostné hromadi v nadorovych buinikach a po ozafeni svétlem zpusobuje
jejich smrt. PDT je zalozena na fotochemické interakci fotosensitizéru, svétla a molekuly
substratu, jejimz koneénym produktem jsou tzv. reaktivni formy kysliku (ROS). Mezi ROS patii
ruzné formy volnych kyslikovych radikala, ale také vysoce cytotoxicky singletovy kyslik 0, (9,
10). Tento proces vede k programované bunééné smrti — apoptoze, nekroze nebo autofagii (4, 24,
42).

1.1.1 Fotosenzitizér

Fozosenzitizér (PS) je definovan jako chemicka latka, ktera po absorpci svétla indukuje
chemickou nebo fyzikdlni zménu jiné chemické latky. Kdyz je fotosenzitizér obsazen
v rakovinnych bunkach a tyto bunky se ozafi svétlem o specifické vinové délce, dojde k jeho
aktivaci a nasledné zahajeni procest vedoucich ke smrti téchto bunék. Idealni PS je
charakterizovan nékolika diilezitymi vlastnostmi. Pfedev§im by to méla byt chemicky ¢ista latka
s garantovanou kontrolou kvality, s nizkymi vyrobnimi naklady a méla by vykazovat vysokou
stabilitu pfi skladovani. Déale by méla byt foto- a biologicky stabilni, s absorpénim spektrem
Vv oblasti vlnové délky 600-800 nm (Cervena-tmave Cervend), jelikoz absorpce fotonl o vinové
délce vyssi nez 800 nm neposkytuje dostatek energie k excitaci kysliku do jeho singletové formy
a dalSich reaktivnich forem. Zaroven neni vhodné ani svétlo s nizsi vinovou délkou, jelikoz nema
dostatecnou prichodnost tkanémi (10). Odstranéni PS z téla by mélo byt co nejrychlejsi, aby se
co nejvice snizily vedlejsi fototoxické ucinky. PS nesmi byt toxicky v neptitomnosti svétla. Dale
by mél snadno vstupovat do tkani a byt rozpustny v biologickych médiich a musi s vysokou
ucinnosti vytvaret ROS. Navic by mélo dochazet k jeho pirednostnimu hromadéni v nadorové
tkani. | pfes Castecné Uspcchy se stale hledaji lepsi PS, které by mély pokud mozno idedlni
vlastnosti. Mechanizmus ptfednostniho hromadéni PS v nadorové tkani stale neni plné popsan a
pochopen. V ramci PDT bylo formulovano a navrhnuto nékolik hypotéz (10). Ty zohlednuji
specifické vlastnosti nadorové tkané, jako napiiklad relativné propustnou az déravou
vaskularizaci, kterd je nasledkem rychlého riistu a rychlé tvorby novych cév, dale nedostate¢né
napojeni na lymfaticky systém, coz dohromady vede k vysoké propustnosti ale zaroven k vysoké
retenci (19).

Jedny z vhodnych fotosensitizéra jsou porfyriny (27). Porfyriny nejsou toxické, maji v piirodé

velmi riznorodou funkci a miZzou mit uzasnou $kalu roli. To je jeden z divodu, pro¢ jsou hojné
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studovany. Zékladni strukturou téchto molekul, mezi néz patii chlorofyl, hemoglobin,
cytochromy nebo vitamin B12, je porfyrinovy kruh soustfedény kolem centralniho atomu (v
pfipadé hemu je centralnim atomem zelezo, v chlorofylu hoic¢ik). Porfyriny se piednostné
hromadi v naddorovych bunkach, absorbuji svétlo o vinové délce v rozpéti viditelného svétla.
Jejich omezenim je jejich hydrofobnost. Problém jejich Spatné rozpustnosti a nizkého transportu
do bunék muze byt vyfeSen navazanim hydrofilnich substituentd (napt. hydroxyl, cukry, amino
borat, sulfat, fosfonat, cyklodextrin, protein nebo PEG). Nahrada jadra struktury PS je dalsi
z modifikaci, ktera ovlivituje fotofyzikalni vlastnosti a wuspotfadani chemické struktury
makrocyklu.

1.1.2 Absorp¢ni vlastnosti PS a prostupnost svétla tkani

Pro uspésné zahajeni fotodynamické reakce je tieba ozaieni fotosensitizéru svétlem o urcité
vinové délce. Modré svétlo prochazi tkdni méné u¢inng, zatimco Cervené a infracervené svétlo
pronika do tkané hloubé&ji. VEtsSina PS je aktivovana svétlem o vinové délce mezi 630 a 700 nm,
coz odpovida proniknuti svétla do tkané od 0,5 cm (~630 nm) do 1,5 cm (~700 nm). K tvorbé

reaktivniho kysliku (102) vSak dochazi jen po ozaieni svétlem o maximalni vlnové délce 800 nm.

1.1.3 PDT - mechanizmus u¢inku — fotofyzika a fotochemie

Fotosensitizér ma v zakladnim stavu ve vn&jSim orbitalu 2 elektrony s navzajem opacnym
smérem otacenim (spinem). Absorpce svétla vede k ptfechodu jednoho elektronu do orbitalu
s vyss$i energii. Takto excitovany PS je velmi nestabilni a pfebyte¢nou energii vyzafi ve forme
fluorescence a/nebo tepla. PS vSak mize projit tzv. intersystémovym piechodem za vzniku
excitovan¢ho tripletniho stavu charakterizovany jednim elektronem s obracenym smeérem
otaCeni. PS v tomto stavu se miize bud’ rozpadnout bez vyzareni a vratit se do zakladniho stavu
nebo prenést energii na molekulu kysliku (O3), coz vede ke vzniku unikatni molekuly, tzv. triplet
v zékladnim stavu. Tento krok vede k vytvofeni singletového kysliku (*O5) a nazyva se proces
typu II. Proces typu I, ktery muize také nastat, je zaloZzen na reakci PS piimo s jakoukoli
organickou molekulou v bunécném prostiedi, z niz ziskava atom vodiku nebo elektron a dochazi
k tvorb¢ radikalu. Nasledna autooxidace redukovaného PS vede k tvorbé superoxidového
anionového radikalu (‘O,’). Dismutace O; nebo redukce jeho jednoho elektronu vytvaii peroxid
vodiku (H20;), ktery zase prochazi redukci jednoho elektronu a vétSinou vytvari ucinny
hydroxylovy radikal ((OH). Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) cestou typu Il je jednodusi
nez typ I a predpoklada se, Ze vétSina PS pusobi spiSe pravé mechanizmem typu Il.

1.1.4 Nitrobunééna lokalizace PS

Je znamo, Ze k poskozeni bunéénych struktur v disledku oxidativniho stresu dochazi pouze

v mistech shodnych s misty lokalizace fotosensitizéru (40). To je zpusobeno velmi kratkou
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dobou zivota ROS a jejich omezenou difuzi v biologickych systémech (<0,04 s, akéni radius
<0,02 um). Je tedy ziejmé, ze primarni molekularni cile PDT se nachazeji pouze nékolik
nanometri od molekuly sensitizéru (39). Fotosensitizéry, které ucinné vyvolavaji apoptozu, se
prednostné akumuluji v mitochondriich (verteporfin, Pc4, AlPc, CMXRos, ATX-s10 etc.) (3, 18,
20, 25, 37, 38, 52, 53, 57) nebo endoplazmatickém retikulu (Hypericin, Foscan, CPO, PPME)
(14, 20, 21, 35, 36, 50), kde spoustéji apoptozu. Zatimco fotosensitizéry akumulujici se v
plazmatick¢é membrané nebo lysozomech (Photofrin, Npe6, LuTex) zpisobuji pievazné smrt
bunky nekrézou (17, 23, 45, 55). To zda dojde ke smrti bun¢k po PDT apoptdzou nebo nekrézou

zalezi na dalSich faktorech, jakymi jsou typ bunék, koncentrace fotosensitizéru a davka svétla.

1.2  Molekuliarni mechanizmus bunééné smrti pri PDT

1.2.1 T¥i zakladni typy programované bunééné smrti

Fotodynamicka terapie mize vyvolat 3 typy programované bunécné smrti: apoptdzu, nekrozu a
autofagii. PDT je spojena S apopto6zou, typu bunééné smrti, jez je vysoce kontrolovany a
energeticky narocny proces, spi§ nez s nekrozou, ktera neni jiz tak regulovana casto dochazi ke
vzniku zanétlivého procesu (1, 22, 42, 54).

1.2.1.1 Apoptoza

Apoptoza je jednim z hlavnich typill programované bunééné smrti. Zahrnuje sled biochemickych
procest vedoucich k typickym zménam vzhledu buiky: kondenzaci chromozomu, fragmentaci
DNA, smr$téni bunky, zméné tvaru plazmatické membrany a vytvoteni apoptickych télisek.
Nasledné dochazi k Setrnému odstranéni zbytka této bunky (bez ptitomnosti K zanétu), ¢imz se
apoptoza lisi od nekrozy.

Kaspazy tcastnici se apoptdézy mizeme rozdélit na iniciatory (kaspazy-8/-10 a -9) a efektory
(kaspazy-3 a -7), tyto kaspazy se Gcastni dvou hlavnich drah: ,,vné&j$i” a ,,vnitini” drahy. Vnéjsi
draha je iniciovana navazanim ligandu (napt. FasL, TNF-a, TRAIL) na receptor smrti — DR
(napt. Fas, TNF-RI, TRAIL receptor). Po navazani ligandu na receptor dojde ke vzniku tzv.
DISC (“death inducing signaling complex”), ktery aktivuje kaspazu-8 a kaspazu-10. Kaspazy-8/-
10 pak obvykle aktivuji dalsi kaspazy (kaspazy-3 a -7), které nevratné¢ sméiuji ke smrti bunky
[shrnuto v (5, 30)]. Vnitini draha je zprostiedkovana pies mitochondrie. Signalni drahy
zpusobujici bunéénou smrt 1ze rozdé€lit na jdouci pies / mimo mitochondrie. Mitochondrie jsou
zivotn¢ dulezitou organelou, S vysokym metabolickym obratem a produkci zasob energie ve
form¢ ATP. Piekryvajici se signalni drahy aktivované pii poskozeni se sbihaji pravé na
mitochondridlni membrang, coz vede nasledné k jeji permealizaci. Permealizace mitochondridlni
membrany vede k uvolnéni nékolika apoptogennich proteinti, ulozenych v mitochondrialnim
mezimembranovém prostoru, do cytozolu. Mezi proteiny lokalizované v mitochondridlnim
mezimembranovém prostoru, které maji dilezitou roli v apoptdze, patii aktivatory kaspaz, jako
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je naptiklad cytochrom c. Navazani cytochromu ¢ v cytozolu na Apaf-1 (apoptotic protease-
activating factor 1) v pritomnosti ATP nebo dATP vede aktivaci prokaspazy-9 a naslednému
vytvoreni heptamerniho komplexu zvaného apoptozom. Apoptoézu-indukujici factor (AIF) a
endonukleaza G se pfesouvaji do jadra, kde zpasobuji kondenzaci chromatinu a fragmentaci
DNA nezavisle na kaspazach (32, 47). Stépeni proapoptického proteinu Bid, ktery je ¢lenem
Bcl-2 rodiny, je zprostfedkovano kaspazou-8 a piedstavuje misto propojeni mezi vnitini a vnéjsi
drahou apoptozy [shrnuto v (5, 30)].

1.2.1.2 Nekroza

Nekroza je morfologicky charakterizovdna vakuolizaci cytoplazmy, bobtndnim a rozpadem
plazmatické membrany. To vSe vede ke vzniku zanétlivé reakce zplisobené uvolnénim obsahu
buiky vcetné prozanétlivych molekul. Nekroza je povaZzovana za koneCny dusledek
bioenergetické katastrofy vznikajici z vyCerpani ATP na troven neslucitelnou s pfezitim bunky
(11).

1.2.1.3 Autofagie

Autofagie, lysozomalni degradacni draha, je jednim z katabolickych procest, ktery buiikam
umoziiuje vyrovnat se s nedostatkem Zzivin pomoci stravovani vlastnich cytoplazmatickych
komponent. Autofagie rovnéz slouzi k odstranéni poSkozenych proteini a organel (7).
Charakteristickym znakem autofagie je zformovani dvojmembranovych struktur, které izoluji
cytoplazmatické komponenty a vytvareji autofagické vakuoly, tzv. autofagozomy, které poté

fazuji s lysozomy.

1.2.2 Regulaéni drahy indukujici apoptézu nevozenou PDT

Apoptoza je bezesporu nejlépe prostudovanou formou programované bunééné smrti, a ma celou
fadu tloh, jak fyziologickych tak 1 patologickych a terapeutickych. Apoptoza je nejrozsifenéjSim
typem bunécné smrti navozené PDT.

Vyznam stresu ER v apoptoze navozené PDT

Endoplazmatické retikulum méa vyznamnou roli v udrzeni homeostizi Ca?* iontil, syntéze
proteintll, posttranslacni modifikaci a spradvném sloZeni proteinu, stejné jako jejich tfidéni a
export. Zmény v homeostazi Ca?* nebo akumulace neslozenych protein v ER mize vyvolat
vznik stresu (44). Stres ER mize spoustst apoptozu nejméné dvéma mechanizmy, zejména Ca®*
signalizaci a odpovédi na vysoké mnozstvi nesbalenych proteini (unfolded protein response,
UPR) (12, 44). Oxidativni poskozeni ER zptsobené navozené PDT miuize vést k dramatickému
naruieni Ca®" homeostazi. Navic vyliti Ca** z ER miize vést k aktivaci kalpaing, kli¢ovych hrac
v pfenosu signalu Ca?* z ER na kaspazu-12. To nasledné vede k aktivaci dalSich kaspaz —

kaspaz-9/-3/-7 a aktivaci apoptozy nezavislé na cytochromu c a Apaf-1. Kaspaza-12, jejiz lidsky



homolog je kaspaza-4, je povazovana za kli¢ovou kaspazu apoptdzy v odpovédi na stres (16, 31,
41).

Hlavni funkci ER, krom& ulohy v signalizaci a uskladnéni zasoby Ca®* iontf, je zajisténi
spravného slozeni nové syntetizovanych proteinti a jejich modifikace a sorting. Poruseni jakékoli
z téchto funkci mize vést ke vzniku stresu ER. Vyrazné zasahy do koncentrace Ca’* v ER
mohou také vést ke vzniku stresu ER, stejné tak jako poruchy ve skladani proteinti, které¢ vedou
ke vzniku UPR. Obecné je stres ER detekovan tfemi integralnimi stresovymi receptory, mezi néz
patii PERK, ATF6 a IRE1 (46). Tyto transmembranové proteiny endoplazmatického retikula
jsou za normalnich podminek udrzovany v neaktivnim stavu navdzanim na chaperon Bip/GRP78
(glucose regulated protein 78 kD). Pii akumulaci neslozenych proteint, se tato vazba rusi a
faktoru 2, coz nasledn¢ vede ke zvySené translaci transkripéniho faktoru ATF4 (33). ATF4
nasledné zvysuje expresi proapoptotického proteinu CHOP (13, 34).

Vyznam MAPK v mechanizmu PDT

V soucasnosti je znamo, ze mechanizmus PDT neni omezen pouze na jednu organelu nebo na
jednu signalni kaskadu. V procesu bunécné smrti navozené PDT byla popsana celd tada
signalnich kaskad (5).

Oxidativni stres aktivuje nékolik signalnich drah, mezi néZ patii i mitogen-aktivovana
proteinkinaza (MAPK). MAPK patfi do rodiny serin/threonin protein kindz, které jsou
aktivovany fosforylaci na tyrozinu a threoninu. Tti nejznaméjsi MAPK z této rodiny jsou: ERK,
JNK a p38 MAPK. JNK a p38 maji kli¢ovou tlohu v pfenosu stresovych signald (15) a jsou
Casto spojovany s apoptozou (6). Presna tloha JNK a p38 MAPK v mechanizmu apoptozy
navozen¢ PDT zlstava stdle rozporuplnd. Nicméné aktivace MAPK byla popsana pfi
fotoaktivaci nasledujicich fotosensitizéri Verteporfin (49), 5-aminolevulinate (26), Hypericin
(2), Pc4 (56) a Photofrin (51). V ptipad¢ Pc4, Rose Bengal a PORF-TEG (v dizerta¢ni praci
oznacen jako pTPPF(EG)4), je aktivace p38 davana do spojitosti pfimo s apoptozou (29, 56, 58).
V apoptoze indukované Hypericinem a Photofrinem vSak byly JNK a p38 MAPK spojeny

s odolnosti bunék proti smrti navozené PDT (2, 51).



2  CILE DIZERTACNI PRACE

Rozsahly vyzkum v minulych letech prokézal, Zze fotosensitizéry pouzivané pii PDT se vyrazné
lisi ve své chemické struktuie a aktivité. Jakakoli drobnd modifikace ve struktufe vyraznym
zpusobem meéni ucinnost a ovlivituje lokalizaci v bunce. To miize byt prospésné, ale mize to vést
1 ke zvySeni toxicity a vyskytu vedlejSich u¢inkt. Vysledky ptedchoziho vyzkumu vykazovaly
nesrovnalosti v ¢inku PS v zavislosti na pouziti riznych buné¢nych linii. Hlavnim cilem této
prace bylo prozkoumat unikétni skupinu nové syntetizovanych derivati porfyrinti. Ocekavalo se,
ze ne vSechny derivaty budou u¢inné. Za pomoci celé fady metod molekularni biologie jsme se
snazili identifikovat nadéné molekuly. Aby byly nase vysledky co nejvice obecné a
aplikovatelné, testovali jsme derivaty na mysich a lidskych bunéénych liniich. Po pocateéni fazi
jsme vybrali nejslibngjsi derivaty a ty testovali na in vivo modelu a detailn¢ popsali
mechanizmus jejich ucinku.

Specifické cile prace byly nasledujici:

1. Vybrat nadéjné fotosensitizéry ze skupiny nove syntetizovanych latek (pfipravené na
VSCHT v Praze), které v porovnani s klinicky pouZzivanym fotosensitizérem Foscan

vykazovaly zlep$ené vlastnosti.

2. Zjistit, jak zmény v molekularni struktute fotosensitizert ovliviiuji jejich transport do
bunék.

3. Popsat bunécny transport téchto latek a jejich lokalizaci v burice.

4. Na rakovinnych buikach analyzovat a popsat mechanizmus bunééné smrti indukované

fotosensitizéry po aktivaci svétlem

S. Identifikovat hlavni signdlni drahy zodpovédné za navozeni bunécné smrti.

6. Potvrdit uc¢innost vybranych fotosensitizéra in vivo.



3  VYSLEDKY
3.1  Vstup derivati porfyrinu do bunék

Syntéza a zdkladni analyza derivat porfyrinu studovanych v dizertacni praci byla provedena na
VSCHT v Praze a je detailné popsana v publikaci J. Med. Chem. (28).

V prvni fazi bylo na 4T1 bunkéch testovano, jakym zplisobem se méni intracelularni koncentrace
a distribuce PS v bunce v zavislosti na variabilité¢ v pozici postranniho fetézce etylenglykolu
nebo jeho délce. To bylo provedeno pomoci fluorescence a zaroven byly tyto nové derivaty
porfyrinu testovany i spolu s ,,rodi¢ovskymi molekulami (pTHPP, mTHPP), z nichz byly nové
derivaty odvozeny, ty vSak nemély postranni glykolovy fetézec. Meta derivaty (slouceniny
MTPP(EG)1-4) vykazovaly charakteristickou difuzni fluorescenci v celé oblasti cytoplazmy jiz
béhem 2 h, zatimco pro para derivaity (pTPP(EG)4, pTPPF(EG)4 a pTPPF(DEG)4,
pTPPF(ETA)4) byl charakteristicky spiSe teckovany vzor, ktery se objevil po delsi inkubaci.

3.2 Fototoxicita in vitro

Abychom otestovali fotodynamicky potencial derivati porfyrinu s glykolovym fetézcem,
inkubovali jsme buiiky HL60 a 4T1 se zvySujici se koncentraci jednotlivych porfyrint a nasledné
je za pomoci filtru ozafili svétlem o specifické vinové délce (500-520 nm, 2.5 J/cm?). Nasledujici
den byla barvenim trypanovou modii stanovena viabilita ozafenych bunék a z vysledku byla
vytvorena kiivka dadvka/odpoveéd’ (tzv. dose/response curve). Pro kazdou kiivku, tedy pro kazdy
porfyrin byla vypocitana hodnota IC50, hodnota piedstavujici koncentraci latky, ktera je poticba
ke smrti 50 % bunék v kultuie. Hodnota 1C50 porfyrinu mTPP(EG)4 se symetrickou substituci
EG fetézct do vSech ctyfech pozic meta byla u bun€k HL60 1 4T1 dosaZena pii 20-krat nizsi
koncentraci nez v ptipadé derivatu pTPP(EG)4 se substitucemi EG fetézci do pozic para.
Fluorinovany porfyrin se substitucemi v poloze para pTPPF(EG)4 vykazoval vyssi biologickou
ucinnost v porovnani s jeho nefluorinovanym analogem pTPP(EG)4. Za stejnych
experimentalnich podminek byla do pokusti zahrnuta i slou¢enina mTHPC, coz je Gc¢inna latka
pouzivana v klinické praxi pod ozna¢enim Foscan. Celkova fotodynamicka davka (sloucenina x
davka svétla) porfyrinu mTPP(EG)4 potiebna pro dosazeni IC50 byla ptiblizné 5-krat nizsi nez

pro mTHPC, coz ukazuje na vyrazné lepsi u€innost a potencial derivatu mTPP(EG)4.

3.3 Nitrobunééna lokalizace derivati porfyrinu s EG substituci v burnikach 4T1

K identifikaci bunéénych kompartmentli, ve kterych dochazi k akumulaci porfyrinovych
derivatt, jsme pouzili fluorescenéni proby LysoTracker Green, MitoTracker Green a ER Tracker
Blue-White. Takto ptipravené buiiky byly analyzovany pomoci konfokalni mikroskopie.

Ani jeden z testovanych derivati se nehromadil v mitochondriich. VSechny derivaty porfyrinu s

jednim (MTPP(EG)1), dvéma (MTPP(EG)2), tiemi (MTPP(EG)3) a &tyfmi (MTPP(EG)4) EG
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fetézci v poloze meta se hromadi v ER. Zatimco para derivaty jsou lokalizovany pfevazné

Vv lysozomech. Pozice EG fetézce tedy zdsadnim zplsobem ovliviiuje lokalizaci porfyrinii

3.4  Derivaty porfyrinu s EG substituci vedou k bunééné smrti apoptoézou

Cela fada praci jiz popsala, Ze buniky vystavené PDT umiraji regulovanym procesem, apoptdzou.
Jednim z charakteristickych znakii apoptdzy jsou zmény v permeablité plazmatické membrany,
dale ptresun fosfatidylserinu z vnitini na vnéj$i stranu membrany. K detekci apoptdzy jsme
pouzili barveni bun¢k Annexinem V-FITC/PI (propidium jodid) a jejich naslednou analyzu
pomoci pratokového cytometru. Tato metoda dokaze odliSit populace zivych buné€k, bunck
nekrotickych a apoptotickych.

Bunky HL60 byly pfes noc ikubovany s derivaty mTPP(EG)4, pTPP(EG)4, pTPPF(EG)4,
pTPPF(DEG)4 a pTPPF(ETA)4, nasledné 4,5-6,5 h po ozifeni s Annexinem V-FITC a PI.
Studium kinetiky ukazalo, Ze v kratkém Case po ozafeni se ani Annexina ani Pl v bunkéch témér
nevyskytuje. Nicméné s postupem ¢asu se zvySoval pocet bun¢k pozitivnich na Annexin (¢asné
apoptotické bunky) a pozdéji (>5 h) i na PI (pozdni apoptotické bunky). Z vysledka téchto

pokusti je patrné, ze vSechny derivaty v urcité koncetraci indukovaly apoptozu.

3.4.1 U¢inky derivata porfyrinu s EG substituci v pozici meta na rist nadori in
vivo po PDT

Protirakovinné ucinky PDT jsou zprostfedkovany na dvou rtznych urovnich: (1) pfimym
smrtelnym zasahem rakovinnych bunék a (2) poSkozenim vaskularni sit€¢ v misté ucinku, coz
vede k omezeni krevniho zasobeni (10). Pro in vivo analyzu byly vybrany derivaty pTPP(EG)4,
pTPPF(EG)4, mTPP(EG)1-4 a byla stanovena jejich ucinnost pii PDT. V praci jsou uvedeny
vysledky z Casového intervalu 2 az 6 dni, ve kterém byla pozorovana maximalni redukce ristu
nadoru. U mysi léCenych para derivaty pTPP(EG)4, pTPPF(EG)4 a meta derivatem porfyrinu
s jednou EG substituci mTPP(EG)1 bylo pozorovdno pouze ¢aste¢né zmenSeni nadoru, od 10.
dne doslo k opétovnému nartstu nadort. Tyto nadory vznikaly z malé populace buné¢k, ktera
odolala u¢inku PDT. Pouze u mysi 1éCenych meta derivaty porfyrinu s dvéma a vice EG fetézci
(MTPP(EG)2-4) doslo k Gplnému vymizeni nadord a i po del$i dobé nedoslo ke znovuobjeveni
nadorti. Tyto vysledky potvrzuji nejvyssi ucinnost meta derivati porfyrinii se dvéma, tfemi a

¢tyfmi EG fetézci.

3.4.2 ROS jako aktivatory bunééné smrti navozené derivaty porfyrini s EG
substituci

V fad¢ studii zamétenych na PDT bylo popsano, Ze tvorba ROS je zodpovédna za iniciaci
procesti bunécné smrti. Singletovy kyslik vytvofeny aktivaci svétlem ma v zivych systémech
velice kratkou Zivotnost a malou prostupnost, coZ naznacuje, ze primarni molekularni cile
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fotodynamickych procestt musi sidlit v t€sné blizkosti (n€kolik nm) molekuly fotosensitizéru.
Para derivaty se prednostné hromadi v ER a meta zejména v lysozomech, k bezprostiedni tvorbé
ROS tedy musi dochézet také v ER a lysozomech. Pro sledovani tvorby ROS indukované UV
svétlem jsme uspéSn¢ pouzili sondu 3’-p-(aminophenyl) fluorescein (APF), kterd slouzi
k detekovani tvorby radikalti 'O, a "OH (43). Jiz béhem nékolika sekund po vystaveni UV svétlu
byla zachycena fluorescence APF, ktera se nachazela na stejném misté jako porfyriny. Tvorba

ROS tedy odpovidé organeldm, ve kterych se porfyriny prednostné hromadi.

3.4.3 MAP kinazy (MAPK) a jejich uloha v apoptéze navozené derivaty porfyrinu
s EG substituci

Apoptodza je organizovany d¢j, ktery se sklada z celé fady procesti. Nasim cilem bylo zjistit, zda
existuje korelace mezi chemickou strukturou fotosensitizért, jejich nitrobunéénou lokalizaci a
aktivaci signalnich kaskad ozafenim.

V praci, nedavno publikované nasi laboratofi, se podafilo prokdzat vyznam p38 MAP kinazové
signalni kaskady v indukci apoptoézy derivatem porfyrinu pTPPF(EG)4 v riznych nadorovych
bunéénych liniich (29). Na zakladé téchto vysledkd jsme se snazili zjistit, jestli dochazi k
aktivaci MAPK i v piipadé nami studovanych derivatt mTPP(EG)4 and pTPP(EG)4. Pro tento
ucel byl pouzit specificky inhibitor p38 (PD169316). Za ucelem porovnani byl do pokusu
zahrnut i v pfedchozi fazi studovany derivat pTPPF(EG)4. Otestovani inhibice aktivity p38
specifickym inhibitorem bylo provedeno na bunkach 4T1 pomoci metody Western blot. Inhibice
p38 MAPK nebo knockout genu p38a vedly v ptipadé obou para derivata (p-TPP(EG)4 a p-
TPPF(EG)4) ke sniZzeni imrtnosti. U meta derivatu mTPP(EG)4 vSak Zadné sniZeni pozorovano
nebylo. Aktivace p38 MAPK ma tedy kli¢ovou tlohu v indukci apoptdzy navozené para derivaty
(pTPP(EG)4 a pTPPF(EG)4), ale ne v ptipadé meta derivatu mTPP(EG)4.

3.4.4 Fotoaktivaci derivatu porfyrinu s EG substituci dochazi ke vzniku stresu ER
azménam v homoestazi Ca’*

Apoptéza navozend ozafenim meta derivatu mTPP(EG)4 je tedy pravdépodobné spusténa jinym
mechanizmem nez V ptipad¢€ para derivati. Abychom zjistili, kterd signalni drdha zodpovida za
aktivaci apoptoézy meta derivaty, zaméfili jsme se na misto lokalizace téchto derivatl, tedy
endoplazmatické retikulum. Nejprve jsme chtéli prokézat vyznam zmén v homeostizi Ca?* na
bunénou smrt. Pomoci pritokové cytometrie s pouzitim fluorescenéni sondy Fluo-4-AM
detekujici hladinu Ca®" v buiikach jsme sledovali hladiny véapniku v buiikach inkubovanych
s derivaty porfyrinu s EG substituci. Nejvys$i nartst [Ca**Jcyt byl pozorovan 1 minutu po

ozafeni. Vysledky experimentd ukézaly, e cytozolickd hladina Ca?* u bun&k inkubovanych



s meta derivatem mTPP(EG)4 vyrazné vzristala, zatimco u bun¢k inkubovanych s para derivaty
pTPP(EG)4 nebo pTPPF(EG)4, byl tento vzestup mensi.

V ptipad¢ vsSech pouzitych derivati signal Fluo-4-AM tplné¢ vymizel, pokud byly bunky
inkubovany s BAPTA-AM, latkou vychytavajici volny vapnik uvniti buniky. Podobny inhibi¢ni
ucinek byl pozorovan i1 v piipad¢ pouziti L-histidinu, latky, kterd je schopna vychytat singletovy
kyslik, 'Oz, Tento vysledek je tedy dikazem toho, Ze vznik ROS je primarnim spoustddem
udalosti vedoucich K vzriistu Ca?* v buiice. Vysledky dalSich experimentii, kde byly pouZity
inhibitory BAPTA-AM a specificky inhibitor vstupu Ca®* (Ru360) do mitochondrii, definitivné

vyloucily t¢ast mitochondrii v mechanizmu spusténi apoptdzy navozené meta derivatem.

3.4.5 Efekt derivatu porfyrinu s EG substituci na aktivaci kalpainu a stresovych
kaspaz

Dale jsme se zabyvali efektem EG-porfyrinti na aktivaci kalpainu a stresovych kaspaz. Aktivace
kalpainu byla detekovéna na urovni §t€peni fodrinu, proteinu, ktery je Stépen kalpainem nebo
kaspazou-3 a slouzi tedy jako marker jeho aktivace (8). Je znamo, Ze fodrin je kalpainy stépen na
specifické fragmenty o velikosti 150 kD, fragmenty o velikosti 120 kD vznikaji pilisobenim
kaspazy-3. U bunck 4T1, které byly vystaveny PDT s meta derivaitem MTPP(EG)4, byl
pozorovan vznik fragmenti fodrinu po 0,5 h po ozateni a koreloval s aktivaci kaspazy-12.
V ptipadé¢ PDT s pouZitim para derivati byla pozorovana pouze nizkd aktivace a téméf zZadné
fragmenty fodrinu, a to i v pozd&jsi dobé po ozafeni. Podobné vysledky byly ziskany i na
lidskych buiikach (HL60) ovSem s pon¢kud zpozdénou kinetikou. V tomto piipadée jsme testovali
kaspéazu-4, ktera ptedstavuje lidsky homolog kaspazy-12.

Abychom potvrdili vyznam aktivace kalpaint pti PDT s EG porfyriny, provedli jsme pokus se
snizenim exprese Capn4 pomoci specifické siRNA. Tato transfekce snizila endogenni mnozstvi
proteinu Capn4/Capnsl a S$tépeni fodrinu. Capn4 siRNA také vyznamné snizila mnozstvi
mrtvych bunék Vv ptipad¢ inkubace s MTPP(EG)4. Ackoli byla transfekce spojena se snizenim
Stépeni fodrinu pozorovana i u para derivatl, nedoslo ke zméndm na trovni bunééné viability.
Vysledky vSech téchto experimentil potvrzuji vyznamnou roli aktivace kalpainti v bunééné smrti
navozené mMTPP(EG)4.

3.4.6 mTPP(EG)4 s lokalizaci v ER zpiisobuje vznik stresu ER a naslednou aktivaci
nékolika UPR cilovych genii

Jakykoli zasah, ktery narusi homeostazi endoplazmatického retikula mtize vyustit ve vznik stresu

ER zejména diky hromadéni nesbalenych proteintt (UPR response) (48). Abychom zjistili, zda

EG-porfyriny spousti UPR, zaméfili jsme se nejprve na jeden z indikatord stresu - PERK. U 4T1

bun¢k inkubovanych s mTPP(EG)4 byl ihned po ozatfeni (¢as 0) viditelny nartist fosforylace
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PERK a fosforylace jeho substratu elF2a. Obdobna odpoveéd’ vSak nebyla pozorovana u bun¢k
inkubovanych s para derivaty pTPP(EG)4 a pTPPF(EG)4. V souladu s tim doslo ke zvySeni
exprese transkripnich faktori ATF4 a CHOP/GADD153 bezprostiedné po ozateni (¢as 0 a 0,5
h). Podobné vysledky byly zjistény u bunék HL60. U obou typt bun¢k inkubovanych s para
derivaty nebyl pozorovan zadny vyrazny efekt na zmény exprese proteini PERK signalni drahy.
Tyto vysledky naznacuji, ze PERK signalni drdha ma zasadni roli v indukci apoptozy pii PDT
S meta derivatem.

Abychom potvrdili, Ze PERK signalni draha ma zasadni roli ve vzniku stresu ER navozenym
EG-porfyriny, pomoci siRNA jsme u bunék snizili expresi PERK. Transfekce PERK siRNA
vyznamné¢ snizila endogenni mnoZzstvi PERK proteinu. Zaroveil bylo zjiSténo, Ze nedochézi
k indukci ATF4 a CHOP. Vyznam PERK jsme dale testovali na 4T1 buikach inkubovanych
s EG-porfyriny pomoci RNA interference. Bylo zjisténo, ze vyrazeni PERK vede k vyraznému
poklesu bunécné smrti indukované derivatem mTPP(EG)4, zatimco u para derivati nedoslo
k Zadnym zménam ve viabilit¢ bunék. V dalsi fazi jsme provedli experimenty se specifickymi
bunéénymi liniemi MEF s neporuSenym genem (wt) nebo s inaktivovanym genem pro PERK
(KO). Mezi témito buitkkami nebyl pozorovan zadny rozdil z hlediska vstupu derivati do bunék,
MEF-KO vsak vykazovaly vyrazné vyssi odolnost k PDT indukované mTPP(EG)4. U bunék
inkubovanych s para derivaty nebyl pozorovan zadny uc¢inek na mortalitu, coz dokazuje, zZe
aktivace PERK drahy neni potiebna k indukci apoptdzy para derivaty. VSechny vysledky tedy
potvrzuji zasadni vyznam PERK drdhy v indukci bunééné smrti aktivované meta derivatem
mTPP(EG)4.
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4 ZAVERY

1. V experimentech scelou fadou nizkomolekularnich meso-tetraphenylporfyrind
s glykolovou substituci bylo dokazano, Ze biologicka G¢innost zavisi na jejich struktufe a
aktivité. Byl popsan proces syntézy porfyrinii obsahujici jeden az ¢tyfi nizkomolekularni
glykolové fetézce vazané éterovou vazbou do pozice meta na meso-tetrafenylporfyrinu.
Skupina para derivati byla navic jeSté rozclenéna na fluorinované a nefluorinované
derivaty, a bylo zjisténo, ze ptitomnost fluoru zlepsSuje biologické ucinky. Variace v
substitucich glykolového fetézce na fenylovy kruh porfyrinli dramaticky ovlivituje
vlastnosti derivati, sledované na urovni transportu do bunék, nitrobunécné lokalizaci a
uc¢innosti PDT.

Nejvyssi ucinnost byla popsdna u derivaitu mTPP(EG)4 vykazujicim pétindsobné nizsi
fotodynamickou davku potfebnou pro 50% inhibici viability nadorovych bunék v

porovnani s klinicky pouzivanym fotosensitizérem Foscan.

2. Vstup derivatii do bunék vyznamné zédvisi na koncové skupiné glykolového substituentu.
Pouze porfyriny s hydroxyglykolovou substituci (MmTPP(EG)1-4, pTPP(EG)4,
pTPPF(EG)4, pTPPF(DEG)4 a pTPPFETA)4), na rozdil od porfyrint
s methoxyglykolovou substituci (nNTPP(EGME)4, pTPP(EGME)4 a pTPPF(EGME)4),
vstupovaly do bunék a vykazovaly fototoxicitu.

Meta derivaty (slouceniny mTPP(EG)1-4) vykazovaly charakteristickou difuzni
fluorescenci v celé oblasti cytoplazmy jiz béhem 2 h, zatimco pro para derivaty
(pTPP(EG)4, pTPPF(EG)4 a pTPPF(DEG)4, pTPPF(ETA)4) byl charakteristicky spise

teCkovany vzor, ktery se objevil po delsi inkubaci.

3. Pozice EG fetézce zasadné ovliviiuje lokalizaci derivati porfyrint v bunice. VSechny
derivaty porfyrinti s EG substituci v meta pozici (NTPP(EG)1-4) vyrazné Iépe vstupovaly
do bunc¢k a hromadily se pfedev§im v ER, podobné jako jejich ,,rodi¢ovska* sloucenina
mTHPP. Naproti tomu substituce EG fetézce do pozice para (pTPP(EG)4, pTPPF(EG)4,
pTPPF(DEG)4 and pTPPF(ETA)4) vedla K prednostnimu hromadéni v lysozomech.

Pritomnost fluoru ve struktuie neméla na lokalizaci zadny pozorovatelny tc¢inek.
4. Glykolové derivaty porfyrini velmi G¢inné indukuji apoptézu v nddorovych buikach.
Hydroxyglykolové derivaty Vv porovnani s methoxyglykolovymi derivaty vykazuji

vysokou indukci apoptdzy v nadorovych buiikach in vitro. Tyto slou¢eniny se prednostné
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hromadi v nadorovych bunkach, coz dokazuje i jejich interakce s nadorovymi markery

(napt. kyselina sialova).

. Byl popsan molekuldrni mechanizmus bunééné smrti navozené PDT, zaloZené na pouZiti
porfyrind se substituci EG fetézce do pozic meta (mMTPP(EG)4) nebo para (pTPP(EG)4 a
pTPPF(EG)4). Oba typy derivati spousti bun&nou smrt nadorovych bunck cestou
vzniku ROS.

Para derivaty aktivuji p38 MAPK signdlni kaskadu, ktera indukuje mitochondrialni
apoptickou drédhu. Inhibice p38 MAPK nebo vyfazeni genu pro p38 vedlo ke snizeni
mortality bunék indukované para derivaty (pTPP(EG)4 a pTPPF(EG)4).

Meta derivat mTPP(EG)4 indukoval dramatické zmény v homeostazi Ca®*, které se
projevily prudkym narGistem koncentrace Ca”* v cytoplazmé, aktivoval kalpainy a
kaspazy-12/-4. Dale doslo k rozvoji stresu ER, ktery se dale rozvinul v UPR odpoved. Ta
zahrnuje aktivaci PERK signalni drahy, zacinajici fosforylaci PERK, elF2a a indukci
transkripcnich faktorit ATF4 a CHOP. Vyrazeni a utlumeni PERK chrani bunky pted
apoptézou zpusobenou mTPP(EG)4. Tyto vysledky potvrzuji zésadni vyznam PERK
signalni drahy v indukci apoptozy navozené mTPP(EG)4.

. U imunodeficientnich mysi vedla lé¢ba pomoci PDT zprostiedkovana mTPP(EG)2-4
K aplnému vymizeni nadort (lidsky karcinom prsu MDA-MB-231). U mysi lé¢enych
PDT zprostiedkované derivaty mTPP(EG)1, pTPP(EG)4 nebo pTPPF(EG)4 doslo pouze
k pfechodnému omezeni ristu nadort.

Zavérem, predlozené vysledky prokazuji, ze meta derivaty porfyrintii s EG substituci maji
velmi dobré vlastnosti fotosensitizéru a kromé¢ detailniho popisu molekularniho
mechanizmu jejich pasobeni ukazuji na jejich vysoky potencial pro aplikaci v PDT in
Vivo.
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