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Prostiredek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesi

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka prostfedku pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesii
u teplokrevnych Zivocichli nebo kultur bunék, obsahujiciho latku zvy3ujici fotocitlivost, schop-
nou absorpce svétla.

Dosavadni stav techniky

Vétsina molekul nepronikd snadno do membran bunék. Zavadéni molekul do cytozolu Zivych
bunék je potiebné pro zpracovani a studii biologickych d&ji. Mezi dnes nejobvykleji pouzivané
postupy tohoto druhu patfi mikroinjekce, stinové zprostiedkovana fuze pomoci &ervenych
krvinek a liposomova fuze, osmotickd lyse pinosomu, pIn€ni Skrabanim, elektroporace, trans-
fekce zprostiedkovand fosfore¢nanem vapenatym aviry. Tyto postupy jsou uziteEné pro
zkoumani bungk v kultufe, a¢ jsou v mnoha ptipadech nepraktické, ¢asové naro&néjsi, neiidinné
nebo zpiisobuji podstatné ni¢eni bun€k. Nejsou tudiz optimdlni pro pouZiti v biologickém
a lékafském vyzkumu nebo pfi [é€eni, pfi kterém buriky musi zistat funk&ni. Je dobfe znamo, ze
porfyriny a mnoho dalSich latek, které zvySuji fotocitlivost, vyvolavaji cytotoxické efekty na
burikach a tkanich. Tyto efekty jsou zaloZeny na skute€nosti, Ze latky zvySujici fotocitlivost, tj.
latky, které po vystaveni svétlu, v€etné svétla ultrafialového a infracerveného vyvolavaji reakci,
vyluduji pfi vystaveni svétlu 102 singlety, které rozkladaji membrany bunék a strukturu bunék
a pii rozsahlé destrukci nakonec buriky zni¢i. Tyto efekty byly vyuZity pii 1é¢bé nékolika druhi
nadorovych onemocnéni. Lé¢ba je zndma pod jménem fotodynamicka terapie (Photodynamic
Therapy, dale jen PDT) a je zaloZena na injekci fotocitlivého a nador lokalizujiciho barviva,
nasledované vystavenim nadorové oblasti svétlu. Cytotoxicky efekt je zprostfedkovan zejména
tvorbou singletového oxidu. Meziprodukt této reakce ma v buitkdch velmi kratkou Zivotnost
(<0,04 us). Proto je zékladni cytotoxicky efekt PDT uskuteCnén b&hem vystaveni svétlu ato
velmi blizko mist tvorby 102. 102 reaguje s proteiny (his-tidinem, triptofanem, metioninem,
cysteinem, tyrosinem), DNA (guaninem), nenasycenymi mastnymi kyselinami a cholesterolem
a oxiduje je. Jedna z vyhod PDT spoéiva v tom, Ze tkail nevystavena svétlu zlistane nezasaZena.
Existuje rozsahla dokumentace, tykajici se pouziti PDT pro zni€eni nezadouci populace bunék,
napiiklad nadorovych bunék. Nékolik feSeni se tykéd samotnych fotodynamickych latek nebo
latek spojenych s imunoglobuliny zaméfenymi na determinanty receptoru nadorové buiiky, ¢imz
se komplex stane buiikové vice specificky. Nékteré fotodynamické latky, jako napf. odvozeniny
hematorfyrinu, které jsou zaméfeny na ni¢eni nezadoucich bun€k jsou popsany v norském
patentu &islo 173319, v norskych patentovych prihlaSkach 900731, 902634, 901018, 941548,
851897, 934837, 924151 a 891491. V PCT/US93/00683 je popsan zpusob dodavky léku,
tvofeného protinddorovym lékem a fotoaktivaénim lékem pfipojenym na kopolymerni nosice. Po
podéni vstoupi tento komplex do nitra butiky pinocytozou nebo fagocytozou a umisti se uvnitf
endosomi a lyzosomu. V lyzosomech je vazba mezi protinddorovou latkou a polymerem hydro-
lyzovéana a uvedena latka miZze pasivné difundovat pfes lyzosomovou membranu do cytozolu.
Tato metoda je tedy omezena na malé molekularni latky, které jsou schopné difundovat napfi¢
lyzosomnimi membranami. Po urité Casové prodlevé na difuzi se pouZije svételny zdroj
o ptisluiné vinové délce a energii pro aktivaci fotoaktivani latky. Slou¢eny efekt protinddorové-
ho léku a fotoaktivadniho Iéku zni¢i butiku. VSechna znamé pouziti fotoaktivnich latek jsou tedy
zaméfena na rozsahlé niCeni struktury bunék, vedouci az ke zniceni butiky. Neni zndm prostiedek
ani metoda uvolnéni bun&éné membrany nepropustné molekulam pro proniknuti do cytozolu po
mistnim prolomeni endosomnich a/nebo lyzosomnich membran. Cilem tohoto technického reSeni
je tudiz zajistit prostiedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesti, obsahujici
latku zvy3ujici fotocitlivost, ktery by po vystaveni buiiky sv&tlu o vhodné vinové délce a energii
umoznil naru$eni endosomnich a lyzosomnich membran, aniz by znic¢il funkénost vétSiny bunek.
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Podstata technického feSeni

Nevyhody dosavadniho stavu techniky podstatnou mérou odstrafiuje a cil technického feSeni
spliiuje prostiedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesti u teplokrevnych
Zivotichi nebo kultur bunék, obsahujici latku zvySujici fotocitlivost, schopnou absorpce svétla,
ktery podle technického feSeni obsahuje litku uvolnitelnou do cytozolu buné&k, samu o sobé
nepronikajici bun&nou membranou, pfiCemz latka zvySujici fotocitlivost a/nebo latka
uvolnitelna do cytozolu bunék nebo jejich komponenty jsou voliteln€ pfipojeny ke stejnym nebo
riiznym molekuldm nosice. Podle vyhodného provedeni mohou byt molekuly nosi¢e zvoleny ze
skupiny polohové orientovanych molekul, latek usnadnujicich absorpci latky zvySujici
fotocitlivost nebo molekul, které maji byt uvolnény do cytozolu. S vyhodou miize byt latka
uvolnitelnd do cytozolu zvolena ze skupiny obsahujici DNA, oligo(deoxy) nukleotidy, mRNA,
protismérné DNA, cukry, proteiny, peptidy, membranou nepronikajici léky, jiné molekuly samy
0 sobé& nepronikajici bunéénou membrénou a kovalentné nebo nekovalentné vdzané kombinace
shora uvedenych molekul. S vyhodou miiZe byt 1atka uvolnitelna do cytozolu zvolena ze skupiny
latek modifikujicich proteosyntetickou aktivitu, miize byt protinadorovou latkou, ktera mizZe byt
alespoii jednou ze skupiny gelonin, saporin, agrostin nebo jejich kombinace. S vyhodou mize
byt latka zvySujici fotocitlivost zvolena ze skupiny obsahujici porfyriny, ftalocyaniny, purpuriny,
choriny, benzoporfyriny, naftalocyaniny, kationovd barviva, tetracykliny a lysozomotropicky
slabé zasady a jejich derivaty. S vyhodou miZe byt rovnéz latka zvySujici fotocitlivost alespoii
jednou latkou zvolenou ze skupiny tetrafenylporfyrin s dvéma sulfonanovymi skupinami na
ptilehlych fenylovych kruzich (TPPS,,), mezotetrafenylporfin se 4 sulfonanovymi skupinami
(TPPS,) a ftalocyanin hliniku se 2 sulfonanovymi skupinami na pfilehlych kruzich (AlPcS,,).
Latka zvy$ujici fotocitlivost mize byt svyhodou tetrafenylporfin s dv€ma sulfonanovymi
skupinami na prilehlych fenylovych skupinach. Koncentrace latky zvySujici fotocitlivost je
s vyhodou zAvisla na mnozZstvi preZivajicich bungk. Latka zvySujici fotocitlivost opéné vektorové
molekuly a dopravovana(é) molekul(y) volitelné pfipojené ke stejnym nebo riiznym molekuldm
nosi¢e mohou byt vzajemné slou¢ené nebo oddélené. Jsou aplikovény na zivé buiiky a potom
endocyticky nebo jinym zplisobem pfemistény do endosomi, lyzosomii nebo jinych mezibun&g-
nych, membranou omezenych komirek, pfi¢emz jsou buiiky vystaveny svétlu o vhodné vinové
délce podle absorpeniho spektra latky zvySujici fotocitlivost v rozliénych davkach, zavislych na
pozadované mife pieziti tak, aby membrany endosomnich, lyzosomnich nebo jinych mezibun&g-
nych komurek se nenarusily a do cytozolu zavddéné molekuly se uvolni do cytozolu, aby
samotnd svétlem aktivovana latka zvySujici fotocitlivost nezniCila vétSinu bun&k. Podle
vyhodného provedeni jsou molekuly uvoliiované v cytozolu zvoleny ze skupiny obsahujici DNA,
oligo(deoxy) nukleotidy, mRNA, protismérné DNA, cukry, proteiny, peptidy, bun&nou
membranou nepronikajici 1éky, jiné bun&énou membranou samy o sob& nepronikajici molekuly
a kovalentn& nebo nekovalentn& vazané kombinace shora uvedenych molekul, ze skupiny latek
modifikujicich proteosyntetickou aktivitu, latka uvolilovand do cytozolu mize byt s vyhodou
gelonin, saporin nebo agrostin nebo jakdkoliv jejich kombinace, pouzité latky zvySujici
fotocitlivost mohou byt zvoleny ze skupiny obsahujici porfyny, ftalocyaniny, purpuriny,
chloriny, benzoporfyriny, naftalocyaniny, kationova barviva, tetracykliny a lozosomotropické
slabé zasady a jejich derivaty, pouzitd latka zvy3ujici fotocitlivost miize byt tetrafenylporfin s 2
sulfonanovymi skupinami na pfilehlych fenylovych kruzich (TPPS,,), mezotetrafenylporfin se 4
sulfonanovymi skupinami (TPPS,) nebo ftalocyanin hliniku se 2 sulfonanovymi skupinami na
pfilehlych kruzich (AlPcS,,) nebo jakdkoliv jejich kombinace, pouzité vektorové molekuly
mohou byt polohové orientované molekuly nebo latky, které usnadiluji absorpci latky zvy3ujici
fotocitlivost nebo molekul, které maji byt uvolnény do cytozolu, frakce piezivajicich bunék mize
byt regulovana volbou davky svétla ve vztahu ke koncentraci fotocitlivost zvySujici latky.
Prostiedek pro modifikaci nadorovych nebo jinych bun&nych procesi u teplokrevnych
Zivo&ichl nebo kultur bunék obsahujici jak latku, kterd mé byt uvolnéna do cytozolu, tak latku
zvySujici fotocitlivost a nosie, miZe obsahovat &len zvoleny ze skupiny sloZené z nosie na
usnadnéni translokace do mezibun&nych komiirek, jako napf. endosomy, lyzosomy nebo jiné
mezibun&&né komiirky, majici navic pfipojené jak latky modifikujici bun&&ni proces, které maji
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byt uvolnény do cytozolu, tak i latku zvy3ujici fotocitlivost, kterd po aktivaci svétlem prolomi
membrany mezibunéénych komiirek, nékolik z fe€enych nosi¢d z nichz nejméné jeden nosi¢ ma
navic pfipojenou latku, kterA ma byt uvolnéna do cytozolu, a jiny podobny nebo odlisny nosig
ma navic pfipojeny fotocitlivost zvySujici latku a oddélenou prostfedek nosi¢d, ktera méa byt
spolu se latkou uvolnéna do cytozolu, a latku zvySujici fotocitlivost s vyhodou miZe byt fetena
latka, ktera mé& byt uvoln€na do cytozolu, protinddorova latka, kterou miZe byt gelonin, latka,
ktera ma byt uvoln€na do cytozolu, muZze byt zvolena ze skupiny obsahujici DNA,
oligo(dexy)nukleitidy, mRNA, protismérnou DNA, cukry, proteiny, peptidy, membranou
nepronikajici léky, jiné bunéénou membranou samy o sob& nepronikajici molekuly, kovalentné
nebo nekovalentné vazané kombinace shora uvedenych molekul, latka zvySujici fotocitlivost
miZe byt zvolena ze skupiny obsahujici porfyriny, ftalocyaniny, purpuriny, chloriny,
benzoporfyriny, naftalocyaniny, kationovd barviva, tertracykliny a lyzosomotropicky slabé
zasady a jejich derivaty, mlZe byt tetrafenylporfin s dvémi sulfonanovymi skupinami na
prilehlych fenylovych skupinidch nebo mohou byt nosie zvoleny zpolohové orientovanych
molekul nebo latek, které usnadiiuji absorpci latek zvySujicich fotocitlivost nebo molekuly, které
maji byt uvolnény do cytozolu. Pfedmétem technického feSeni je rovnéZ souprava pro provadéni
tohoto zplsobu obsahujici latku zvy3ujici fotocitlivost a jiné latky modifikujici pfenos pies
membréanu buiiky, usnadiiujici uréité populace buné€k nebo jiné souvisejici funkce. P¥i pouZiti
prostfedku pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesii podle technického feSeni
zistanou molekuly dostupné v cytozolu a buiika si udrzi svou funk&nost. Fotoaktiva&ni latka,
absorbovana buitkou aje umisténa v endosomech, lyzosomech nebo jinych bun&nych
komurkach, slou¢ené nebo oddéleng, spolu s nosnymi molekulami, cilovymi imunoglobuliny
a molekulami, které se maji dopravit do cytozolu. Vystavenim bun&k svétlu o vhodné vinové
délce pro aktivaci latky zvySujici fotocitlivost jsou prolomeny jen endosomni, lyzosomni a jiné
bunééné komory a molekuly budou uvolnény v cytozolu beze ztraty funké&nosti buiiky akei
fotoaktivované latky a pfipadnou akci obsahu endosomu a/nebo lyzosomu.

Piehled obrazki na vykrese

Technické feSeni je dale detailné popsano a ilustrovdno vyobrazenimi, kde obr. 1 ukazuje, jak
mohou byt molekuly zavedeny do cytozolu buitky podle tohoto technického feSeni. Latka (S)
zvySujici fotocitlivost volitelné molekuly (M) jsou endocytovany buiikami (I, predstavuje
invaginaci plazmy membrany spoustéjici endocyticky postup) a obé latky kongi ve stejnych
vezikuldch (vagcich) (II). Po vystaveni téchto vezikuli svétlu se membrany vezikuli prolomi
a obsah se uvolni (III). Obr. 2 predstavuje syntézu proteinu v burikdich NHIK 3025 po oSetfeni
geloninem za nepfitomnosti nebo pfitomnosti TPPS,, svétla po dobu 50 s. Na obr. 2 jsou pouZity
tyto znacky: O, TPPS,, + svétlo; ®, -TPPS,, -svétlo, +TPPS,, -svétlo; V , -TPPS,, + svétlo. Tyto
buiiky byly pres noc oSetfeny pomoci 3,2ug/ml TPPS,, a indikovanou koncentraci geloninu a ve
v8ech piipadech vystaveny stejné davce svétla. Syntéza proteinu byla méfena méienim vtéleni 3
[H] leucinu do proteinii, 24 hodin po vystaveni svétlu. Obr. 3 predstavuje kiivky davkové reakce
bunék o3etienych jen TPPS,, a svétlem (O) nebo v kombinaci s 0,2 ug/ml (V) nebo 2,0 pg/ml
geloninu, jak popsano v obr. 2. Obr. 4 pfedstavuje syntézu v buitkkich NHIK 3025 po oSetfeni
pomoci 3,2 ng/ml TPPS,, a svétla za nepfitomnosti nebo pritomnosti 0,2 pg/ml geloninu. Pouzité
znaCky: ®, TPPS,, - gelonin; TPPS,, + gelonin. Buriky byly oSetfeny pfes noc pomoci
TPPS,, v nepfitomnosti nebo pritomnosti geloninu a vystaveny naznaenym davkam svétla.
Syntéza proteinu byla méfena vtélenim 3 [H] leucinu do proteinu. Obr. 5 predstavuje syntézu
v butikdch V79 po osetfeni pomoci 25 pg/ml AlPcS, a svétlem v nepfitomnosti nebo pfitomnosti
1 nug/ml geloninu. Pouzité znalky: @ latka zvySujici fotocitlivost + toxin; O latka zvySujici
fotocitlivost. Obr. 6 predstavuje syntézu v buitkich H146 po oSetfeni pomoci 0,3 pg/ml
TPPS,, a svétlem v nepfitomnosti nebo pfitomnosti 1pg/ml geloninu. PouZité znalky: jako v
obr. 5. Obr. 7 pfedstavuje syntézu v buitkdch V79 po oSetfeni pomoci 1 pg/ml TPPS,, a svétlem
v nepfitomnosti nebo pfitomnosti 1 pg/ml geloninu. Pouzité znaCky jako vobr.S5. Obr. 8
piedstavuje syntézu v buiikich NHIK 3025 po o3etfeni pomoci 3,2 pg/ml TPPS,, a svétlem
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v nepfitomnosti nebo pfitomnosti 1 pg/ml agrostinu. Pouzité znadky jako vobr.5. Obr.9
pfedstavuje syntézu v buitkdch NHIK 3025 po osetieni pomoci 3,2 pg/ml TPPS,, a svétlem
v nepfitomnosti nebo ptitomnosti 1 pg/ml saporinu. Pouzité znaCky jako v obr.5. Obr. 10
pfedstavuje syntézu v butikdich NHIK 3025 po oSetfeni pomoci 0,25 pg/ml 3-THPP a svétlem
v nepfitomnosti nebo pFitomnosti 1 pg/ml geloninu. PouZité znafky jako v obr.S5. Obr. 11
predstavuje syntézu v buitkdich COS-7 po oSetfeni pomoci 3 pg/ml TPPS,, a svétlem
v nepfitomnosti nebo pfitomnosti 1 pg/m! geloninu; pouzité znalky jako v obr.5. Obr. 12
pfedstavuje syntézu v butikich NHIK 3025 po oSetfeni geloninem v nepfitomnosti nebo
pritomnosti TPPS, a osvétleni po dobu 50 s. Pouzité znacky O TPPS, + svétlo, V - TPPS, -
svétlo; +RPPS, - svétlo. Buiiky byly o$etfeny pres noc 75 pg/ml TPPS, a naznagenou koncentra-
ci geloninu ave vSech pfipadech byly vystaveny stejné ddvce svétla. Syntéza proteinu byla
méfena méfenim vtéleni 3 [H] leucinu do proteinu 24 hodin po vystaveni svétlu. Obr. 13
piedstavuje syntézu v buitkich OHS po osetfeni 3 pg/ml TPPS,, po dobu 18 hodin, nasledova-
ném 4 hodinami bez pfitomnosti TPPS,, a za nepfitomnosti nebo pfitomnosti 3 pg/ml geloninu
pied vystavenim sv&tlu. Buiiky byly inkubobany po stejné 4 hodiny v 50 uM chlorochininu nebo
10 mM NH,CI pro zabranéni degradace lyzosomniho proteinu. Je plné¢ dolozeno, ze cela fada
1ékd, veetné di- a tetrasulfo-natovaného hliniku ftalocyaninu, sulfonatovanych tetrafenylprofini
(TPPSn), nilské modre, e6 derivati chloru, uroporfinu I, fylloerythrinu a pfipadné hemetoporfy-
rinu a metylové modfe jsou umistény v endosomech a v lyzosomech bunék v kultuie. Ve vétsiné
piipadi je to zptisobeno endocytickou aktivitou. Piivodci prokazali, Ze vystaveni bunék obsahuji-
cich latky zvySujici fotocitlivost ve svych lyzosomech vede k propustnosti lyzosomil a uvolnéni
latky zvySujici fotocitlivost. V nékterych pripadech, jako napf. u TPPS, a TPPS;, podstatna &ast
aktivity lyzosomniho enzymu byla po PDT zji§téna v cytozolu, coZ naznaduje, Ze obsah
lyzosomu lze uvolnit do cytozolu beze ztraty jeho aktivity. Tento efekt barviv zvySujicich
fotocitlivost 1ze podle této studie pouzit vieobecné na uvolnéni endocytozovanych molekul
zendosomi a lyzosomu. Zavedeni molekul do bunélni cytoplazmy se docili v prvé fads
vystavenim buné€k nebo tkané barvivu zvysujicimu fotocitlivost, molekulu(y), kterou(é) chceme
dodat do cytozolu bungk s nebo bez nosnych molekul a imuglobint, které by viechny mély byt
pfednostn€ umistény v endosomech a/nebo lyzosomech. V druhé fad® se buiky nebo tkai
vystavi svétlu o vhodné vinové délce a energii pro vyvolani fotodynamické reakce. Tato foto-
dynamicka reakce povede k prolomeni lyzosomnich a/nebo endosomnich membrén a obsah
téchto vezikuli bude uvolnén do cytozolu. Principy tohoto technického feSeni jsou naznaeny na
obr. 1. Je nutné, aby latka zvy3ujici fotocitlivost a molekula, které se maji zavést do bunék, byly
umistény v té€chze komirkach. Je rovnéz nutné zdiraznit, Ze externé pfidané molekuly se mohou
hromadit v mezibunéénych komirkach, jinych nez jsou lyzosomy aendosomy, jako napf.
v Golgiho aparatufe a v endoplasmatickém retikulu. V takovych piipadech lze fotocitlivost
zvySujici latky, nachazejici se ve stejnych komurkach, pouzit ve spojeni se svétlem pro stejné
ucely za predpokladu, Ze kombinace svételné davky a fotocitlivost zvySujici latka nezni&i
funkénost bungk. Toto technické feSeni je zaloZzeno na nasi in vitro demonstraci, podle které
fotocitlivost zvySujici latka, napf. TPPS,, (terafenylporfin s 2 sulfinanovymi skupinami nebo
pfilehlymi fenylovymi skupinami) v kombinaci se svétlem mohou vyvolat uvolnéni funk&ng
neporusené¢ho obsahu lyzosomu bez znileni velkého podilu bunék. TéhoZ efektu lze docilit
pouzitim jinych fotocitlivost zvySujicimi latkami samotnymi nebo ve spojeni nebo ve vazbg
sjinymi molekulami a ¢asticemi pouzitymi jako vektory pro nasmérovani fotocitlivost
zvySujicich latek na endosom a/nebo lyzosomu nebo jiné mezibuné&iné komurky. Takovymi
vektory mohou byt tkafi nebo bunééné specifické protilatky nebo jiné ligandy, které se vaZzou na
povrch bunék, ¢imZ zvySuji absorpci fotocitlivost zvySujicich latek receptory zprostfedkované
endocytozy. Jinym vektorem by mohlo byt pouziti rekonstruovanych ¢astic LDL. Tyto &astice
jsou rovnéZz absorbovany reptory zprostfedkované endocytozy. Timto zplisobem lze zvysit po&et
fotocitlivost zvySujicich molekul na LDL ¢&éstici avazbu na ¢&astice LDL v porovnani
s pfedvazbou na ptivodni LDL. Technické feSeni neni omezeno na pouziti in vitro, ale miZe byt
také pouzit in vivo, bud’ na oSetfeni na mist&, nebo na ex vivo o3etieni, nasledované injekci
oSetfenych bunék. Absorpce do endosomi a lyzosomii milze byt zlepSena stejnym zplsobem,
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ktery byl popsan pro in vitro oSetfeni. OSetfit lze vSechny tkang&, pokud fotocitlivost zvy3ujici
latka je absorbovana cilovymi buiikami a svétlo je dodano spravn&. Kromé fotocitlivost zvy3ujici
latky je podstatné i svétlo. Svétlo musi byt absorbovano fotocitlivost zvysujici latkou nebo musi
nepiimo vyvolat vybuzeny stav latky zvySujici fotocitlivost. Oblast vinové délky bude proto
zaviset na fotocitlivost zvy3ujici latce. Expozi¢ni sv&tlo nemusi byt monochromatické nebo
kolimacni. Lze pouzit kazdy zdroj svétla vyzatujici pfistusnou vinovou délku. Pfekvapujici je, ze
fotodynamicka akce podle tohoto technického feSeni zfejmé neutralizuje potencilng cytotoxicky
efekt uvoliiovani lyzosomniho obsahu. Vynalezci tak prokézali, Ze vzniku lyzosomniho katepsinu
je podstatné zabranéno fotodynamickou akci TPPS,, v kultufe bunék NHIK 3025. To tvoii
piekvapujici jev tohoto technického feSeni a poméha udrZet Zivotnost a funk&nost bunék po
dopravé molekul do cytozolu naru$enim endosomnich a /nebo lyzosomnich membran.

Piiklady experimentalniho a klinického vyuziti

Toto technické feSeni je dale objasnéno nasledujicimi ptiklady, aniZ by bylo na né omezeno:

1) Léceni rakoviny

Ne&kolik fotocitlivost zvy3ujicich latek se prednostné usazuje v nadorovych tkéanich, pri¢emz
selektivita nidoru nad okolni tkaf ma obvykle faktor 2 - 3, aviak v n&kterych ptipadech, jako
napf. u mozkovych tkéni, tento faktor mize byt vyssi, konkrétné az do 30. Molekuly, které
mohou byt klinického zajmu pro lé¢eni rakoviny, ale jsou omezeny nizkou nebo Zidnou
absorpci, v cytozolu, mohou byt zavedeny do cytozolu pomoci tohoto technického fefeni.
Gelonin, jak ukadzano v niZe uvedeném piikladu, je naptiklad takové molekuly. Rovnéz mohou
byt pouzity né€které dalsi molekuly, ato bud’ samostatné nebo ve spojeni s jinymi molekulami
(jako napt. protilatkami, transferinem, latkami zvySujicimi fotocitlivost, aponemB na
rekonstruovanych LDL ¢&asticich). Vyhoda takového kombinovaného o3etfeni by spogivala ve
zlepSeném cytotoxickém efektu v hlubSich vrstvach nadorové tkang, jelikoz nizké a subtoxické
davky svétla jsou dostateCné na naruSeni lyzosomi aendosomi, ave zlepSené specifi¢nosti
toxinu, jelikoz PDT je aplikovana jen na oblast nadorové oblasti.

2) Genova terapie

Genova terapie, tj. terapeuticky pfenos genti do bunék pacienta, tvofi slibnou metodu pro 1é&eni
genetickych poruch, jako jsou napf. rakovina, cysticka fibrozitida, kardiovaskularni onemocnéni
a mnoho dalSich nemoci. Hlavni dnesni problém je transfekce, kterd musi nastatin vivo, nebo
v nékterych pripadech ji 1ze provést ex vivo. Dnes nejcastéji pouzivany vektor, tj. struktura, ktera
poméahéa dodat molekuly DNA do bungk, jsou rozli¢né druhy virli, zejména retro a endoviry.
Nevyhody téchto metod jsou nizka stabilita vektoru, omezena specifi¢nost, nizka vyt&znost
a zavedeni DNA viru do lidské tkan€. DNA miiZe byt zavedena do bunék, bud’ jako protismysla
DNA nebo jako celé geny, prostfednictvim fotochemicky vyvolaného naruseni endosomi a/nebo
lyzosomii. OSetfeni miize byt provedeno in vivo.

3) Experimentalni vyuziti

Toto technické FeSeni miiZe byt pouZzito na zavedeni Siroké Skaly molekul do bun&k v kultufe,
jako napf. gend, protilatek, upravenymi proteiny a latkami, které obvykle samy o sob& nepronika-
Jji membranou plazmatu.

Priklad 1

Tento piiklad doklada, ze fotodynamické oSetfeni uvoliiuje latku zabratiujici syntézu proteinu do
cytozolu. Rada rostlinnych toxint ni&i buiiky tim, Ze vnika do cytozolu a enzymaticky deaktivuje
ribozomni funkci. Nejcytotoxictéjsi rostlinné proteiny jsou tvofeny 2 polypeptidnimi fetézci, A
a B, vzajemné vazanymi dvojsifi¢itanovymi mustky. Funkce fetézce B je vazat protein na povrch
bunék, zatimco fetézec A obsahuje enzymatickou aktivitu. Gelonin je rostlinny toxin, ktery
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G&inn& brani syntéze proteinu v bezbun&iném systému, ale ma jen maly nebo Zédny vliv na
neporuené buiiky. Nizky cytotoxicky vliv na neporuSené buriky je pravdépodobné zpiisoben
nedostatkem fetézce B v geloninu. Buitky NHIK 3025 byly inkubovany s TPPS,, (vzorec I)
a geloninem, oddélen& nebo spoleéng, po dobu 18 hodin a nasledné 1 hodinu v TPPS,,
a bezgeloninovém prostiedi dfive, nez byly buiiky vystaveny svétlu. Syntéza proteinu byla
méfena 24 hodin po vystaveni sv&tlu. Fotodynamické ofetieni, které ni¢i 10 - 20 % samotnych
bunék, sniZilo syntézu proteinu 030 -40 % (obr.2). Z obr.2 vyplyva, ze samotny gelonin
v pfitomnosti nebo nepfitomnosti svétla zabrailuje do jisté miry syntézu proteinu. Syntéza
proteinu mize byt zcela zamezena 5 kombinaci PDT a geloninu 0 IC50 = 0,2 pg/ml geloninu.
V nepfitomnosti fotodynamického ogetfeni gelonin tedy v podstaté nevnikl do cytozolu. Tento
pfiklad naznaluje, Ze lze pouzit TPPS,, a svétla po zavedeni funkiné neporusenych
makromolekul do buné&ného cytozolu.

Piiklad 2

Tento ptiklad ukazuje, jak muiZe byt davka svétla (o vinové délce, kterd je absorbovina
barvivem) pouzita na rozhodnuti o velikosti prezivajici frakce bun¢k. Buitky NHIK 3025 byly
inkubovany s TPPS,, a geloninem podle planu piikladu 1. Klonogenické preZziti bun€k bylo
méfeno 24 hodin po vystaveni svétlu. Z obr. 3 vyplyva, Ze prakticky viechny buiiky byly znieny
pomoci TPPS,, a svétla pfi prodlouZeni expozice svétlu. To je v souladu s piedchozim stavem
techniky tykajici se nieni neZadoucich bun€k pomoci PDT. Pfidanim geloninu klesne mira
pieziti z divodu Gtlumového vlivu geloninu na syntézu proteinu, coZ znaci, Ze gelonin je nyni
uvolnén v cytozolu. ZvySena koncentrace pfidaného geloninu vede k vice geloninu v cytozolu,
jak naznadeno zvy$enou citlivosti bunék na fotodeaktivaci. Toto technické feseni v kazdém

piipadé nabizi moZnost nastaveni hladiny pfeziti a volbu kombinace fotocitlivost zvySujici latky
a vystaveni svétlu, kterd zachova Zivotnost Zadané frakce bunék.

Ptiklad 3

Tento pfiklad predvadi, jak ménici se davka osvétleni fidi mnozstvi geloninu uvolnéného
v cytozolu, stanoveného relativni syntézou proteinu. Buitky NHIK 3025 byly inkubovéany pomoci
TPPS,, a geloninem podle planu piikladu. Z obr. 4 vyplyva, Ze shora uvedend toxicka davka
50 s zvysila frakci geloninu v cytosolu, stanovenou relativni syntézou proteinu. Pfiklad 4 - 11
pfedvadi pouZiti na riznych druzich bunék a s riiznymi fotocitlivost zvy3ujicimi latkami a toxiny.
Mezibun&¢ni umisténi fotocitlivost zvySujicich latek je lyzosomni (TPPS,, TPPS,,, AlPcS;,)
a extralyzosomni (3-THPP). PouZité znatky znamenaji: AlIPcS,, je ftalocyanin hliniku s2
sulfonanovymi skupinami na pfilehlych fenylovych kruzich; TPPS, je mezotetrafenylporfin se 4
sulfonanovymi skupinami; TPPS,, je mezotetrafenylporfin se 2 sulfonanovymi skupinami na
piilehlych fenylovych kruzich; 3-THPP je tetrahydroxylfenylporfin. PouZzité druhy bungk jsou
karcinomat6zni builky v misté zlidského hrdla (NHIK 3025), plicni fibroblasty z &inského
kie¢ka (V79), SV-40 transformovana jatra z africké zelené opice (CV1-opiéi fibroblastim
podobné buriky) (cos-7), lidské osteosarkomni buiiky (OHS) a malé buiiky plicni rakoviny
(H146). Viechny pokusy byly vedeny jako v pfikladu &.1.

Priklad 4

Tento ptiklad se tykéa pouZiti latek AlPcS,, zvySujicich fotocitlivost ve V79 buiikach s nebo bez
geloninu jako toxinu (obr.5). Volbou specifické davky osvétleni (ozafovaci doby) je
piedvedeno, Ze bez toxinu dochazi k velmi malému poSkozeni buriky, jak doloZeno malym
sniZenim syntézy proteinu, zatimco s geloninem je syntéza proteinu hluboce sniZzena. To ukazuje,
jak jsou molekuly geloninu pfenaeny do cytoplazmy buiiky prostfednictvim lyzosomu bez
podstatného poskozeni bunék, pfestoze mezibuiikové lokalizace ALPcS,, je lyzosomni (Moan.J.,
Berg.K.; Anholt.H. a Madslien.K.: (1994). Sulfonated aluminium phtalocyanines as sensitzers
for phototherapy. Effects of small light doses on lacalization, dye fluorescence and
photosensitivity in V79 cells. Sufonanované ftalocyaniny hliniku jako zvy$ovade citlivosti pro
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fotochemoterapii. [Vliv malych davek svétla na lokalizaci, fluorescenci barviv a fotocitlivost
v burikach V79]. Int.J.Cancer 58: 865-870).

Ptiklad 5

Tento ptiklad predvadi pfenos toxinu geloninu do bun&€k H146 bez podstatného ovlivnéni
Zivotnosti bunék. (Obr. 6) je zndmo, Ze TPPS,,je lyzosomné umist€éna v buiice. (Berg.K.,
Western.A., Bommer.J. a Moan.J.: (1990) Intracellular localisation of sulfonated meso-
tetraphenylporphines in human carcinoma cell line. [Mezibuiikové umisténi sulfonanovaného
mezotetrafenylporfinu v lidském karcinomnim druhu bunék.] Photochem.Photobiol.52: 481-487,
Berg.K., Madslien.K., Bommer J.C., Oftebro.R., Winkelman J.C. a Moan.J.: (1991) Light
induced relocalization of sulfonated mesotetraphenyl-porphines in NHIK 3025 cells and effects
of dose fractionation. [svétlem vyvolana relokalizace sulfonanovych mezotetrafenylporfiniv
buiikich NHIK 3025 a vlivy frakcionalizace davkovani.] Phochem.Phobiol.53: 203-210; Berg.K.
a Moan.J: (1994) Lysosomes as photochemical targets. [Lyzosomy jako fotochemické cile.]
Int.J.Cancer 59: 814-822).

Priklad 6

Tento ptiklad pfevadi zpisob podle technického feSeni v buitkkdch V79 za pouziti TPPS,, jako
latky zvysujici fotocitlivost (obr. 8).

Ptiklad 7

Tento piiklad predklada prenos toxinu agrostin do bunék NHIK 3025 pomoci latky TPP,,
zvysujici fotocitlivost (obr. 9).

Priklad 8 ‘
Tento piiklad piedstavuje pfenos toxinu saporin do NHIK 3025 bunék pomoci TPP;, (obr. 9).

Priklad 9

Toto je porovnéavaci ptiklad pfedvadé&jici, Zze u latky zvySujici fotocitlivost (3-THPP), ktera
nevstupuje do endocytickych vezikuli (tj. endosomii alyzosomil) (Peng.Q., Danielsen, H.E.
a Moan.J.: (1994) Potent photosensitizers for photodynamic therapy of cancer: Applications of
confocal laser scanning microscopy for fluorescence detection of photosensitizing fluorophores
in neoplastic cells and tissues. [Scopné latky zvySujici fotocitlivost pro fotodynamickou terapii
rakoviny: Aplikace konfokalni (souhniskové) laserové snimaci mikroskopie pro fluorescen¢ni
detekci fluoronosiét zvysujicich fotocitlivost v nddorovovych buiikach a tkdnich.]: Proceedings
of microscopy, Holography and Interferometry in Biomedicine. SPIE svazek 2083:71-82,
neexistuje podstatny rozdil mezi vlivem 3-THPP snebo bez geloninu na syntézou proteinu
(obr. 10). TudiZ gelonin neni dopravovan do cytozolu bunék.

Priklad 10

Tento piiklad pfedklada prenos geloninu do bung€k COS-7 pomoci TPPS,, podle technického
feSeni (obr. 11).

Priklad 11

Tento piiklad ptedklada prenos geloninu do bunék OHS pomoci TPPSy, podle technického
feSeni (obr. 13). U tohoto druhu bunék dochézi k podstatné degradaci proteinu v lyzosomech,
které jsou v tomto pfikladu potlageny 4-hodinovou inkubaci bunék bud’ v 50 uM chlorochininu
nebo v 10 mM NH,CL.
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Piiklad 12

‘Tento ptiklad pfedvadi, podobné jako v ptikladu 1, pfenos geloninu do bung¢k NHIK 3025 jako

funkcei koncentrace geloninu, kdyZ jsou buriky inkubovany s TPPS, a s riznymi koncentracemi
geloninu a vystaveny svétlu (obr. 12). P¥i inkubaci bunék jen se samostatnym geloninem
a vystaveni svétlu, nebo inkubaci s TPPS, a geloninem bez vystaveni sv&tlu, nedochazi k pfenosu
geloninu do bunék. Piiklady ukazuji, Ze riizné molekuly mohou byt zavedeny do cytozolu
Sirokého sortimentu bunék pomoci riznych latek zvySujicich fotocitlivost a svételnych davek.
Exogenni molekuly mohou byt zavedeny do bun&ného cytozolu po davkach latek zvysujicich
fotocitlivost a osvétleni, které nenidi buiky, pokud jsou zavadéné molekuly a fotocitlivost
zvySujici latky dopravovany do téchZe komirek bun&k. Fotochemicky efekt na biologické
komirky zavisi na daném mnoZstvi fotocitlivost zvySujici latky v této komirce, na davce
pouzitého svétla a na spektralnich vlastnostech svételného zdroje. Nejlepsi zpiisob vyhodnoceni
fotochemickych ¢inkd na buriky v kultufe je proto méfeni preziti butiky 24 hodin nebo déle po
oSetfeni. Jak uvedeno shora, existuje dobra korelace mezi vlivem ni¢eni bun&k a potladenim
syntézy proteinl 24 hodin po o3etieni, jak uvedeno shora (data viak nejsou uvedena).

NAROKY NA OCHRANU

1. Prostfedek pro modifikaci bund¢nych zejména nddorovych procesii u teplokrevnych
Zivocichli nebo kultur bun&k, obsahujici latku zvy3ujici fotocitlivost, schopnou absorpce svétla,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje latku uvolnitelnou do cytozolu bun&k, samu o sob&
nepronikajici bunénou membranou, pti€emz latka zvy3ujici fotocitlivost a/nebo latka
uvolnitelnd do cytozolu bungk nebo jejich komponenty jsou voliteln& pfipojeny ke stejnym nebo
riznym molekuldm nosice.

2.  Prostfedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesii podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze molekuly nosi¢e jsou zvoleny ze skupiny molekul polohovg
orientovanych, latek usnadiiujicich absorpci latky zvy3ujici fotocitlivost nebo molekul, které
maji byt uvolnény do cytozolu.

3. Prostfedek pro modifikaci bun&&nych zejména naddorovych procest podle naroku 1 nebo 2,
vyznadujici se tim, Ze litka uvolnitelnd do cytozolu je zvolena ze skupiny obsahujici
DNA, oligo(deoxy) nukleotidy, mRNA, protismé&mé DNA, cukry, proteiny, peptidy, membranou
nepronikajici 1éky, jiné molekuly samy o sobé& nepronikajici buné&nou membréanou a kovalentn&
nebo nekovalentng vazané kombinace shora uvedenych molekul.

4.  Prostfedek pro modifikaci bun&&nych zejména nadorovych procest podle jednoho z pred-
chozich narokii 1 2z 3, vyznadujici se tim, Ze latka uvolnitelnd do cytozolu je
zvolena ze skupiny latek modifikujicich proteosyntetickou aktivitu.

S.  Prosttedek pro modifikaci buné¢nych zejména nddorovych procesti podle jednoho z pred-
chozich ndrokii 1 az 4, vyzmnacdujici se tim, Ze litka uvolnitelnd do cytozolu je
protinddorova latka.

6. Prostfedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesit podle naroku 5,
vyznadujici se tim, Ze protinidorova latka je alespoti jedna latka ze skupiny gelonin,
saporin, agrostin nebo jejich kombinace.

7. Prosttedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesti podle jednoho z pied-
chozich narokii 1 az6, vyznaéujici se tim, Ze latka zvySujici fotocitlivost je zvolena
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ze skupiny obsahujici porfyriny, ftalocyaniny, purpuriny, choriny, benzoporfyriny, naftalo-
cyaniny, kationova barviva, tetracykliny a lysozomotropicky slabé zasady a jejich derivaty.

8. Prostfedek pro modifikaci bunéénych zejména nadorovych procesii podle jednoho z pred-
chozich narokii 1az27, vyznadujici se tim, Ze latka zvySujici fotocitlivost je alespori
Jednou latkou zvolenou ze skupiny tetrafenylporfyrin s dvéma sulfonanovymi skupinami na
ptilehlych fenylovych kruzich (TPPS,,), mezotetrafenylporfin se 4 sulfonanovymi skupinami
(TPPS,) a ftalocyanin hliniku se 2 sulfonanovymi skupinami na ptilehlych kruzich (AIPcS,,).

9.  Prostfedek pro modifikaci buné¢nych zejména nadorovych procest podle jednoho z néroka
1az8, vyznacujici se tim, Ze latka zvySujici fotocitlivost je tetrafenylporfin s dvéma
sulfonanovymi skupinami na pfilehlych fenylovych skupinach.

10.  Prostfedek pro modifikaci bunéénych zejména néadorovych procesti podle jednoho

znarokd 1 az9, vyznadujici se tim, Ze koncentrace latky zvySujici fotocitlivost je
zéavisla na mnozstvi preZivajicich bungk.

13 vykrest
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