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(54) Nézev vynalezu:
Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky
(57 Anotace:

Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu bufiky in vitro nebo ex
vivo tak, Ze tento zpisob zahmuje kroky, v nich se zminéna
buiika uvede do styku s fotosenzitizujicim &inidlem, buiika se
uvede do styku s molekulou jez ma byt zavedena, tedy s
prenadenou molekulou a buika se 0zafi svétlem o vinové
délce aginné pro aktivaci folosenzitizujiciho dinidla, uvedené
wzifeni se provadi pted bunécnym pohleenim zminéné
molekatly do kteréhokoliv intraceluidrniho oddily, pricemz
ptendSend molekula neni snadno uvoinéma z oddilu,
vymezeného intracefutami membranou, do cytosolu. a/nebo se
jedna sloZka nebo obé slosky, sestavajici z fotosenzitizaZniho
Cinidla a prenadené molekuly, spoji s nebo ptipoji na jednu
nebo vice z nosiCovych molekul, zacilujicich molekul nebo
vektori.
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Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky

(Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zlepeného zpiisobu zavadéni molekul do cytosolu bunék. pfi némZ
se pouziva fotosenzitiza¢ni Cinidio a ozafeni bunék svitlem o takové vinové délce, kterd je
uéinna pro aktivaci fotosenzitizacniho Cinidla.

Dosavadni stav techniky

Vétina bunék nepronika bunéénou membranou snadno. Zplsoby zavedeni molekul do cytosolu
zivych bunék jsou vhodnymi ndstroji pro manipulacni a studijni biologické postupy. Mezi nej-
béznéji pouzivané soudasné zplsoby patif mikroinjekce. permeabilizovanymi Cervenymi krvinka-
mi zprostfedkovana fuze (red blood cell ghost-mediated fusion) a fuze liposomil, osmoticka lyze
pinosomi, vnadeni poskribanim (scrape loading), elektroporace, fosforetnanem vapenatym a
virem zprostiedkovana transfekce. Tyto techniky jsou vhodné pro zkoumani bunék v kultufe, i
kdyz v mnoha piipadech mohou byt nepraktické, tasove naro¢né, netéinné nebo mohou induko-
vat vyznamné usmrceni bunék. Takové techniky tedy nejsou optimalni pro poutiti v biologickém

nebo lékafském vyzkumu, nebo pfi iégbach, vyZadujicich, aby buiiky zastaly zivé a/nebo funkéni.

Je dobfe znamo, ze porfyriny a mnoho dalsich fotosenzitizujicich slougenin miize indukovat
cytotoxické uginky na buiky a tkané. Tyto dinky se zakladaji na skutednosti, Ze béhem vystave-
ni svétlu se maze fotosenzitizujici sloudenina stat toxickou nebo miize uvolnit toxické latky, jako
je singletni kyslik nebo jiné oxidacni radikaly, které poskozuji bunéény material &i biomolekuly,
véetnd bunéénych membran a bunéénych struktur a takové bunétng nebo membranové poskozeni
miZe nakonec bufiky usmrtit.

Tyto uinky jiz byly pouzivany pfi lé¢bé riznych abnormalit nebo poruch, véetné zejména nido-
rovych onemocnéni. Tato 1é&ba se nazyva fotodynamicka lécba (PDT, photodynamic terapy) a
zahrnuje podani fotosenzitizujicich (fotochemoterapeutickych) &inidel do zasaZené oblasti téla,
ndsledné vystaveni aktivaénimu svétlu k aktivaci fotosenzitizujicich Cinidel a jejich preméné na
cytotoxické formy tak, aby zasazené bufiky byly usmrceny, nebo byla oslabena jejich prolife-
rativni schopnost. Jsou zndma takové fotosenzitizujici Cinidla, ktera budou pfednostné nebo
vybérové lokalizovat poZadované cilové misto, napfiklad nador nebo jinou lezi.

Znéma je Siroka skala fotosenzitizujicich &inidel, kam patfi zejména psoraleny, porfyriny, chlori-
ny a ftalocyaniny. Takova léiva se po vystaveni svétlu stavaji toxickymi.

Tato senzitizujici 1é¢iva mohou uplatfiovat své G&inky mnoha riiznymi mechanismy, pfimo nebo
nepFimo. Nékteré fotosenzitizery se tedy napiiklad stavaji toxickymi po aktivaci svétlem, zatimco
jiné vyvolavaji tvorbu toxickych latek, napiiklad oxidatnich ¢inidel jako je singletni kyslik a jiné
volné radikaly odvozené od kysliku, které jsou extrémné destruktivni vici bunéénému materidlu
a vii&i biomolekulam, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny.

Porfyrinové fotosenzitizery pisobi nepiimo, prostfednictvim tvorby toxickych kyslikovych latek
a jsou povaZovany za zvlaité vyhodné kandidaty k PDT. Porfyriny jsou piirodné se vyskytujicimi
prekurzory pii syntéze hemu. Konkrétné je hem produkovan tak, Ze se Zelezo (Fe™) zatleni do
protoporfyrinu (Pp IX) d¢inkem enzymu ferrochelatazy. Protoporfyrin IX je extrémné G¢innym
fotosenzitizerem, zatimco hem nemd zadny fotosenzitizatni u¢inek. V oboru je znamo velké
mnoZstvi senzitizeri na bazi porfyrinu nebo odvozenych od porfyrinu, které jsou rovnéz popsany
v literatuie.
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Cytotoxicky Géinek vétSiny senzitizerd uZitych v PDT je zprostiedkovan zejména vytvifenim
singletniho kysliku, 'Os, ktery vznika behem vystaveni fotosenzitizeri svétlu. Tento reaktivni
meziprodukt ma v buiikach velmi kratky polo¢as rozpadu (< 0,04 pus). Primarni cytotoxicky
ucinek PDT je tedy vytvafen béhem vystaveni svétlu a v mistech velmi blizkych oblastem vytva-
feni 'Oy, 'Oy reaguje s proteiny (aminokyseliny histidin, tryptofan, methionin, cystein, tyrosin)
DNA (guanin), nenasycenymi mastnymi kyselinami a cholesterolem, pfiéemz je oxiduje. Jednou
z vyhod PDT je to, ze tkané nevystavené svétlu ziistanou neovlivnéné, coZ znamena, Ze lze ziskat
selektivni G€inek PDT. Pokud se tyka pouziti PDT ke zniceni neZziadoucich bunéénych populaci,
napfiklad nadorovych bunék, existuje k tomu rozsahla dokumentace, Patentova literatura popisu-
Jje mnozstvi fotodynamickych sloucenin, at’ uz samotnych nebo spojenych s ¢inidly umoziiujicimi
jejich zacileni, napiiklad s imunoglobuliny namifenymi viéi receptorovym determinantam nado-
rovych bunék, které ¢ini komplex bunééné specifiétéj§im. Urcité fotochemické slouceniny, jako
jsou hematoportyrinové derivaty, maji nadto vrozenou schopnost koncentrovat se v malignich
burikach. Takové zpusoby a slouceniny jsou popsany v norském patentu |73 319 a v norskych
patentovych prihlaskach 900 731, 176 645, 176 947, 180 742, 176 786, 301 981, 300 499 a
891 491,

Ve WO 93/14142 je popsan systém k uvolilovani léCiv, ktery obsahuje protirakovinné &inidlo
a fotoaktivacni Cinidlo (tj. fotosenzitizér) pfipojené na kopolymerni nosi¢e. B&hem podavani
vstupuje tento komplex do nitra buiiky pinocytézou nebo fagocytézou a objevuje se uvnitt endo-
zomil a fysozomi. V lysozomech se vazba mezi protinadorovym ¢inidlem a polymerem hydroly-
zuje, prvni jmenované pak miZe pasivné difundovat lysozomalni membranou do cytosolu.
Pouzitelnost tohoto zpiisobu je tedy omezena na malé molekulami slouéeniny, které jsou schopné
difundovat pfes lysozomélni membrany. Po uréité ¢asové prodlevé pro difuzi se pouzije zdroj
svétla o ptihodné vinové délce a energii k aktivaci fotoaktivovatelné slouceniny. Spojeny 0¢inek
protinddorového &inidla a fotoaktivovatelného ¢inidla ni¢i buniku. Takové metody PDT, jaké byly
popsany vyse, jsou tedy zacileny k destrukci bunéénych struktur, vedouci aZ k odumfeni bufiky.

WO 96/074 32 a WO 00/54 802 se na druhé strané tykaji zplisobd, které pouzivaji fotodynamicky
a¢inek jako mechanismus k zavedeni membranou jinak neprostupnych molekul do cytosolu
buiiky takovym zpisobem, ktery nema nezbytné za disledek iroké bunééné poikozeni nebo
odumfeni buriky. Pii tomto zplsobu se molekula, ktera ma byt internalizovana a fotosenzitizujici
slou¢enina aplikuji soub&zné nebo nasledné do bunék tak, Ze jsou jak molekula, tak fotosenziti-
zujici sloudenina endocytovany nebo preneseny jinymi zplsoby do endosomi, lysozoma nebo do
jinych, intracelularni membranou vymezenych oddild,

Molekula, kterd ma byt pfenesena do intraceluldrnich oddili buiky a fotosenzitizujici sloutenina
Jsou do buiiky aplikovany spoleéné nebo nasledné a jsou buiikou zachyceny, pohlceny spoleéné,
do stejnych intracelutarnich (nitrobuné&nych) oddilii (¢j. jsou spole&né translokovany). Molekula,
ktera ma byt internalizovana do buiiky, je potom uvolnéna vystavenim buiiky svétlu o vhodnych
vlnovych délkach k aktivaci fotosenzitizujici slouéeniny, coz obratem vede k protrZzeni membran
intracelularniho oddilu a naslednému uvolnéni molekuly, ktera se nachazi ve stejném oddilu jako
fotosenzitizujici €inidlo, do cytosolu. Tato metoda byla nazvana ..fotochemickd internalizace®,
PClL. V téchto metodach je tedy vysledkem konecného kroku vystaveni bunék svétlu uvolnéni pri-
slu§né molekuly ze stejného intracelulirniho oddilu jako fotosenzitizujici ¢inidlo a jeji dal3i ptito-
mnost v cytosolu.

Pfedpokladalo se, Ze pro G¢innost takové metody je nezbytné, aby jak fotosenzitizujici sloudeni-
na, tak i molekula, jez ma byt uvolnéna do cytosolu, byly béhem ozareni svétlem piitomné ve
stejnych intracelularnich oddilech,

Nyni bylo pfekvapivé zjisténo, ze molekuly mohou byt zavedeny do cytosolu bunék podobnymi
metodami PCI, u nichZ viak vystaveni svétlu neni nezbytné¢ koneénym krokem a tyto metody
nejsou zavislé na tom, aby molekula a fotosenzitizujici Cinidlo byly v dob& vystaveni svétlu
pfitomné ve stejnych intracelularnich oddilech. V takovych metodach mize byt fotosenzitizujici
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&inidlo uvedeno do styku s buitkami, a aktivovano ozafenim pfed tim, neZ je molekula, kterd ma
byt internalizovana a tedy uvoinéna do cytosoiu, uvedena do styku s buiikami. Navzdory skute¢-
nosti, ¥¢ molekula k internalizaci a fotosenzitizujici &inidlo nejsou nezbytng umistény ve stejnych
intracelularich oddilech v dob& vystaveni svétlu, molekula stile vstupuje do buiiky a je uvoliio-
vana do cytosolu, Tyto vysledky jsou extrémné pfekvapujici a takové metody vykazuji vyznamne
vyhody oproti metodam, v nich? je ozifeni svétiem konetnym krokem.

Podstata vynalezu

Predkladany vynélez tedy nejobecn&ji poskytuje zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu bufky,
pidemz tento zpisob zahrnuje kroky, v nichZ se zminéna buiika uvede do styku s fotosenzitizuji-
cim ¢inidlem, zminénd buiika se uvede do styku s molekulou jez ma byt zavedena a zminéna
buitka se ozaii svétlem o vinové délce O&inné pro aktivaci fotosenzitizujiciho inidla, pfiCemz
uvedené ozafeni se provadi pied bun&nym pohlcenim zminéné molekuly do intracelulariho
oddilu obsahujiciho uvedené fotosenzitizujici &inidlo, s vyhodou pfed bunéénym pohicenim
zminéné molekuly do kteréhokoliv intracelularniho oddilu.

Podstatu vynalezu tvofi zplisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky in vitro nebo ex vivo, tento
zpiisob zahmuje kroky, v nichZ se zminéna buiika uvede do styku s fotosenzitizujicim ¢inidlem,
burika se uvede do styku s molekulou jeZ mé byt zavedena, tedy s pfenaenou moiekulou a buiika
se 0z4fi svétlem o vinové délce ndinné pro aktivaci fotosenzitizujiciho Cinidla, uvedené ozafeni
se provadi pred bunéénym pohlcenim zmingné molekuly do kteréhokoliv intracelulamiho oddilu,
pfidemz prenasend molekula neni snadno uvolnéna z oddilu, vymezeného intracelularni membra-
nou, do cytosolu, a/nebo se jedna slozka nebo obé slozky, sestavajici z fotosenzitizujiciho Einidla
a prenagené molekuly, spoji s nebo pfipoji na jednu nebo vice z nosidovych molekul, zacilujicich
molekul nebo vektord.

Tak, jak je zde pouit, tyka se vyraz ,.bun&né pohlceni nebo ,translokace” jednoho z krokil
internalizace, pFi niz jsou molekuly vn& bun&&né membrany pfijmuty do buiiky tak, Ze s¢ ocitnou
na vnitmni strang vnéj3i bun&iné membrany, napfiklad v oddilech vymezenych intracelularni
membranou nebo ve spojeni s témito oddily, naptiklad v endoplasmatickém retikulu, Golgiho
aparatu, lysosomech, endosomech a podobné, k cemuz dochazi naptiklad endocytézou nebo
jinym vhodnym pohlcovacim mechanismem.

Konkrétné jako upkednostiiovany aspekt poskytuje predkladany vynalez zplsob zavedeni mole-
kuly do cytosolu buiiky, pfidem? zminény zpiisob zahmuje kroky, v nichz se uvedena buika
uvede do styku s fotosenzitizujicim &inidlem, poté se tato buiika ozif{ svétiem o vinové déice
a&inné pro aktivaci fotosenzitizujiciho Einidla a v podstaté ve stejny asovy okamzik nebo v dobé
po ozdfeni se zminéna buiika uvede do styku s molekulou, jez ma byt zavadéna.

S vyhodou se buitky do styku s molekulami, jez maji byt zavadény nebo internalizovany (zde
dale oznatovanymi jako prenasené molekuly), uvad&ji v dob& po ozifeni, nebo jinymi slovy,
fotochemické ovlivnéni bunék jejich stykem s fotosenzitizujicim Cinidlem a poté ozafenim se
provéadi predtim, neZ jsou molekuly pidany k buitkdm. V tomto ztélesnéni mohou byt molekuly,
jeZ maji byt zavadény do cytosolu, uvedeny do styku s burikami, které jiz byly podrobeny foto-
chemickému ovlivnéni, v jakémkoliv &asovém obdobi po takovém ovlivnéna za pfedpokladu, Ze
pfenasené molekuly jsou stéle schopné byt pfijmuty do bunek. Casové okno, v némZ mohou byt
molekuly uvedeny do styku s buiikami a stale byt do nich pfijaty, mize zaviset na mnozstvi
faktord jako naptiklad na bun&&ném typu, konkrétni pfijimané molekule, na konkrétnim pouZitém
fotosenzitizujicim Ginidle a na délce trvani svételného ovlivnéni. V ptipadé potfeby mize byt
takové Zasové okno stanoveno pro konkrétni sadu podminek. Oviem s vyhodou je molekula, jez
ma byt pfevedena do cytosolu, vystavena bufikdm pomérng brzo po fotochemickém ovlivnéni,
napfiklad b&hem 24 hodin po fotochemickém ovlivnéni a jedté iépe béhem prvaich 10 hodin po
fotochemickém ovlivnéni, naptiklad béhem prvnich 5 hodin nebo jesté lépe béhem prvni hodiny.
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Napfiklad molekula pfenaSena in vitro nebo ex vive miize byt poddvéana po uréité Sasové obdobi,
napfiklad od 30 minut do 24 hodin Iépe od | do 2 hodin, pfiemz podavani za¢ina bezprostiedné
po ozafeni nebo kratce po ném, tedy pokud je konec ozafovani povazovan za vychozi bod, mize
byt pfenasend molekula aplikovana od doby nulté minuty do 24 hodin, napfiklad od 0 do 4 hodin,

Bylo zjisténo, #e dokonce i pokud je pienasena molekula uvedena do styku s bunkou znaénou
dobu po ozireni, je internalizace do této buriky stdle mozna. Pfenasena molekuta mize byt napfi-
klad aplikovana vice nez 4 hodiny po ozéifeni, napiiklad vice nez 2, 4, 8, 10 nebo dokonce
12 hodin po ozafeni.

V upfednostiiovaném ztélesnéni tohoto vynalezu je tedy zminéna bufika uvedena do styku se
zminénou pfenadenou molekulou 0 aZ 4 hodiny po ozafeni na dobu 1 aZ 2 nebo 3 hodin ¢&i déle,
napfiklad alespoii na dobu 0,5 az 3 hodin, Tato doba, po kterou je prenasena molekula podavana,
se bude liSit v zavislosti na tom, zda jsou zpiisoby provadény in vitro nebo in vivo. Pro zphsoby
in vifro mohou byt pfenasené molekuly obecn& uvadény do styku se viemi cilovymi buiikami
soubézné, napfiklad pokud jsou buiiky péstovany v kultute in vitro a je tedy pomémé snadné
piivést molekuly do styku s buitkami ve vhodny dasovy okamzik. Uspofadani in vive je oviem
krok uvedeni cilovych bunék do styku s piendsenymi molekulami jasné komplikovangjsi a bude
zaviset na zplsobu podavani a na umisténi cilovych bunék.

Pokud napriklad mize byt pfenasena molekula podavana ptimo do cilovych bun&k, napiiklad
lokdini injikaci, potom bude prendsena molekula do styku s cilovymi buitkami (nebo alespoi
s Jejich Casti) uvedena pomérné rychle, napiiklad béhem minut nebo hodin po podéni. Na druhou
stranu pokud jsou pfenalené molekuly podavany intravendzni injikaci pro dosaZeni vzdaleného
cile, pak mize trvat déle nez se dostanou do styku s cilovymi burikami. Naptiklad miize trvat
24 az 96 hodin, neZ se po podani dostanou do cilovych bunék. Tato ,doba vyjadfena ve dnech®
musi byt brana v Ovahu pfi planovani vhodné doby, béhem niz maji byt pfenasené molekuly
podavany vzhledem k aplikaci fotosenzitizujiciho ¢inidla a doby ozafeni.

V alternativnim uspofadani predkiddaného vynalezu mohou byt pfenasené molekuly spie neZ po
ozdfeni uvedeny do styku s buitkami v podstaté ve stejnou dobu, v jakou se ozafeni provadi.
Vyraz v podstaté ve stejnou dobu®, tak jak je zde pouZit, zahmuje ,,piesné ve stejnou dobu®, tj.
soucasné, ale rovnéz zahrnuje ptidani molekul k buiikam kratce pted ozafenim, napiiklad az do
Jedné nebo dvou hodin pfed ozifenim, a to za pfedpokladu, Ze bun&&né pohlceni pienasené
molekuly nenastalo v dobé ozdfeni a milZe stale nastat, tfeba po ozafeni nebo za predpokladu, Ze
pokud bunééné pohlceni prenasené molekuly jiz probéhlo, potom ptenasena molekula a foto-

senzitizaéni ¢inidlo nejsou v dobé vystaveni svétlu soustfedény ve stejnych intracelularnich
oddilech.

Jak bylo zminéno vyse, pfesné nacasovani piidavku pienaSené molekuly a fotosenzitizujiciho
¢inidla a natasovani ozéfeni k dosaZeni vyse popsanych Gginkii musi brat v potaz riizné faktory,
zahrnujici ovliviiované buiiky, pouzivana ¢inidla a pouzivané molekuly a prostfedi, v némz se
butiky nachazeji, zvlaité s ohledem na to, zda je pouzivan systém in vitro nebo in vive. Pokud
Jjsou tyto otazky zohledfiovany mohou byt piislusna nac¢asovani snadno uréena.

Jako obecny princip jsou vhodné podminky stanoveny tak, e krok ozafeni by mél byt provadén
bud’ pfed bunéénym pohlcenim prenaSené molekuly (za pfedpokladu, Ze fotosenzitizujici €inidlo
bylo samo jiz pfijmuto do intracelularnich oddili), nebo po bunééném pohlceni pienasené mole-
kuly za pfedpokladu, Ze prenadena molekula a fotosenzitizujici ¢inidlo nejsou v dobé vystaveni
svétlu soustfedény ve stejnych intracelularnich oddilech. Pii této druhé moznosti bude ptenasena
molekula samoziejmé uvedena do styku s buikami v ¢asovy okamzik pied uskuteénénim
ozafeni. To pfedstavuje jedno z upfednostiiovanych ztélesnéni tohoto vynalezu.
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Drive predkladané zplsoby fotochemické internalizace, pfi nichZ byly pfenilené molekuly
a fotosenzitizujici ¢inidlo pfidavany k buiikim pfed ozafenim, zévisely na tom, zda pfislusné
molekuly byly soustfedény ve stejnych intraceluldrnich oddilech pied vystavenim svétlu tak, aby
lyze téchto oddilii svételnou aktivaci fotosenzitizujiciho ginidla vyvolala uvolnéni jak molekuly,
tak i fotosenzitizujiciho inidla do cytosolu. Schématické vyjadfeni takového déje je na Obr. 7 A.

V predkladanych zplisobech zjevné fotosenzitizujici Cinidlo a pfenaSend molekula, jez ma byt
zavedena do cytosolu, nejsou v dobé vystaveni svétlu ve stejnych intracelulérnich oddilech,
nebot’ pfenagena molekula se k buiikam pridavé pouze kratce pfed vystavenim bunék svétlu nebo
po ném.

Mechanismus piisobeni podle pfedkladaného zpiisobu je stile neznamy a skutecnost, ze tento
zplisob viibec funguje, je zjevné pekvapujici. AniZ by bylo Zidouci vézat se teorii, muzZe byt
divodem tachto piekvapivych nalezi to, Ze dochézi k fuzi fotochemicky poskozenych méchytki
s nové vytvofenymi endocytotoxickymi méchyiky, po niZ nasleduje uvolnéni nové endocytova-
nych molekul do cytosolu. Schématicky diagram ozfejmujici tento déj je znazornén na Obr. 7B.

Alternativné miZe fotochemické poskozeni lysosomalnich enzymil nebo méchytki obsahujicich
lysosomélni enzymy, jako pozdnich endosomd, sniZit rychlost intraceluldrni degradace molekul,
jeZ maji byt internalizovany. To miZe byt zpiisobeno sniZenym transportem do méchyfki obsa-
hujicich lysosomélni enzymy, nebo transportem do endocytalnich méchyrki obsahujicich mensi
hydrolytickou aktivitu. V takovém piipadé budou mit tyto molekuly vice €asu uniknout endo-
cytické kompartmentalizaci, nez kdyz je cesta lysosomélni degradace aktivni. Dal3im alternativ-
nim vysvétienim by mohlo byt to, Ze fotochemické ovlivnéni bun€k vede k men§imu poskozeni
plasmatické membrany bunék, vedoucimu ke zvy3enému pronikani makromolekul pfes bunécnou
membranu, Qviem provadéné pokusy (viz Piiklad 7) naznatuji, Ze toto vysvétleni se pravdé-
podobné neuplatiiuje.

Predkladand vynilez se tedy tyka zpisobu pFenosu nebo transfekce jakychkoliv molekul do
cytosolu zivych bungk bud’ in vitro (tj. v bunééné kultufe) nebo in vivo, po némz by molekuly
mély byt dostupné v cytosolu.

Takové zpiisoby mohou byt pouzity nejen k prenosu molekul (nebo jejich &4sti €i fragmentit) do
nitra buitky, ale za uréitych podminek také k jejich pfedloZeni nebo expresi na bunétny povrch.
Tedy po preneseni a uvolnéni prenasené molekuly do cytosolu zpiisobem podle predkladancho
vynalezu, za predpokladu specializace prisluiné builky nebo bunék, jak je tomu napiiklad
ubunék predkladajici antigen, mohou byt molekula nebo jeji fragment pteneseny na povrch
buiiky, kde mohou byt predkiadény, tedy prezentovany na vné€j8i strané buiiky, tj. na bunééném
povrchu, Takové zplsoby maji konkrétni vyuziti v oblasti otkovani, kde mohou byt slozky
vakeiny, tj. antigeny nebo imunogeny, zavedeny do bufiky k pfedioZeni na povreh takové buiiky
a to k indukovani, usnadnéni nebo zvydeni imunitni odpovédi. Dalsi podrobnosti, tykajici se
vyuZitelnosti takové schopnosti exprese molekuly na buné&ném povrchu, jsou popsiny ve
WO 00/54 802.

Piendsené molekuly, které mohou byt zavedeny do cytosolu bungk zptisobem podle pfedklada-
ného vynalezu, zahmuji molekuly, které nesnadno prochézeji bunéénymi membranami. Nadto
mize predklddany vynilez zvysit uvolnéni do cytosolu a cytosolami aktivitu molekul, kter€ jsou
pouze Gdsteéné schopné pristupu pfes membranu buiky nebo membrény intracelulamich
méchytki. Pfenasenymi molekulami mohou byt organické slougeniny, proteiny nebo fragmenty
proteinii, jako jsou naptiklad peptidy, protilatky &i antigeny nebo jejich fragmenty. Jinou tfidou
prenasenych molekul pro pouziti podle tohoto vynalezu jsou cytotoxicka Ié¢iva jako proteinové
toxiny, nebo cytotoxické organické slougeniny, napfiklad bleomycin. Jeit€ dalsi tfidou vhodnych
prenasenych molekul jsou nukleové kyseliny.
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Nukleové kyseliny mohou byt pouzity ve formé gend, kédujicich napfiklad lé¢ebné proteiny,
antikddujici, negativni (antisense) RNA molekuly, ribozymy, RNA aptamery nebo triplex vytva-
fejici oligonukleotidy. Alternativné mohou byt nukleové kyseliny pouzity ve formé nekodujicich
molekul, jako napriklad syntetickych DNA anebo RNA negativnich molekul, ribozymii, aptame-
ri, triplex vytvarejicich oligonukleotidii, peptidovych nukleovych kyselin (PNAs), transkripéniho
faktoru . ldkajiciho® DNA (transcription factor ,deocy* DNA) nebo chimerickych oligonukleo-
tidd k opravam specifickych mutaci u pacienta. Pokud je to pfihodné, mohou byt molekuly
nukleové kyseliny ve formé celych genii nebo fragmentt nukleovych kyselin, volitelné zaélené-
nych do vektorové molekuly nebo entity, napiiklad do plasmidového vektoru nebo virové ¢astice
¢i do bakteriofaga. Posledné zminéna forma je zvla§té vyuzitelna v piipadech, kdy ma byt prena-
Sena molekula pouZita v metodach genové lécby.

Fotosenzitizujicim Einidlem, které ma byt pouzito podle pfedkladaného vynilezu, je vyhodné
jakekoliv takové ¢inidlo, soustfed'ujici se do intracelularnich oddild a zvlasté do endosomu nebo
tysosomu. V oboru je znama celd kila takovych fotosenzitizujicich &inidel a jsou také popsana
v literatufe, véetné WO 96/07 432. V tomto ohledu je tfeba zminit di~ a tetrasulfonovany hlinity
ftalocyanin (napiiklad AIPcS,,), sulfonované tetraphenylporfiny (TPPS,), nilskou modt, derivaty
chlorinu e, uroporfyrin 1, fyloerythrin, hematoporfyrin a methylenovou mod#, u nichz bylo pro-
kazano, Ze se soustfed’u)i v endosomech a lysosomech bunék v kultuie. Ve vétsing pfipadi je to
zplisobeno endocytickym pohlcenim fotosenzitizeru.

Fotosenzitizujicim Cinidlem je tedy s vyhodou takové &inidlo, které je piijimano do vnitinich
oddilt (kompartmenti) lysosomi nebo endosomii. Pouzita viak mohou byt i dal3i fotosenzitizu-
Jici &inidla, ktera se soustfed’uji do jinych intracelutirnich oddild, jako naptiklad do endoplasma-
tického retikula nebo do Golgiho apardtu. Je také moiné, 7e se miZe uplatiovat takovy
mechanismus, pfi némz O¢inky fotochemického ovlivnéni pisobi na dal3i slozky buiky (tj. na
stozky odlisné od membranou vymezenych oddild). Jednou z moznosti mize tedy byt napfiklad
destrukce molekul dileZitych pro intracelularni transport nebo fiizi méchyiki fotochemickym
ovlivnénim. Takové molekuly nemusi byt nezbytn& soustfedény v membrinou vymezenych
oddilech, oviem fotochemické poskozeni takovych molekul miZe presto vést k fotochemické
internalizaci pfenaSenych molekul. Uplatnit se mdZe naptiklad mechanismus, pfi némz foto-
chemické (€inky na takové molekuly vedou ke snizenému prenosu molekuly, jez ma byt interna-
lizovana (tj. pfenadené molekuly) do degrada¢nich méchyekd, jako jsou lysosomy, takze mole-
kula, jeZ ma byt internalizovana, miZe uniknout do cytosolu diive, nez je degradovana. Prikla-
dim takovych molekul, nikoliv nezbytné soustiedénych do membranoun vymezenych oddild, jsou
nékteré molekuly mikrotubularniho transportu jako dynein a slozky dynactinu; a naptiklad rabs5,
rab7, vi¢i N—ethylmaleinimidu citlivy faktor (NSF), rozpustny protein zachycujici NSF (soluble
NSF attachment protein, SNAP) a podobné.

Tridy vhodnych fotosenzitizujicich &inidel, které lze zminit, tedy zahrnuji porfyriny, fialo-
cyaniny, purpuriny, chloriny, benzoporfyriny, naftalocyaniny, kationtova barviva, tetracykliny
a lysomotropni slabé biaze nebo jejich derivaty (Berg se spoluautory, J. Photochemistry and
Photobiology 65, 403409, 1997). Dal3i vhodn4 fotosenzitizujici &inidla zahmuji texafyriny,
theoforbidy, porfyceny, bakteriochloriny, ketochloriny, hematoporfyrinové derivaty a derivaty
takovych litek, endogenni fotosenzitizery indukované kyselinou S—aminolevulinovou a jejich
derivaty, dimery nebo jiné konjugaty fotosyntetizerd.

Fotosenzitizery jsou s vyhodou ve volné formé, tj. nejsou konjugované s zadnou dalsi makro-
molekulou. Oviem fotosenzitizer mize byt alternativné spojen s nosicem &i pFipojen nebo konju-
govin k nosi¢i nebo jiné molekule, jak bude popsano dale, napiiklad miize byt piipojen na zacile-
nou protitatku nebo byt spojen s nosi¢em jako je polylysin.

Upfednostriovana fotosenzitizujici &inidla zahrmuji TPPS,, TPPS,,, AlPcS;, a jiné amfifilni foto-
senzitizery.
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V uptednostiiovaném aspektu poskytuje predkladany vynalez zpisob, pii némz jsou fotosenziti-
zujicimi Ginidly, ktera lze pouzit, kyselina S—aminolevulinova, estery 5—aminoievulinové kyseli-
ny nebo farmaceuticky pfijatelné sole takovych sloucenin.

U zminénych estert mize byt 5-aminové skupina substituovana nebo nesubstituovana, ve
druhém p¥ipadé se pak jedna o estery ALA, kyseliny 5-aminolevulinove.

ALA estery pro pouziti v predkladaném vynalezu jsou konkrétnéji estery kyseliny S5-amino-
levulinové s volitelng substituovanymi alkanoly, tj. alkylové estery nebo substituované alkylové
estery.

Estery ALA, které mohou byt pouZity, jsou vyhodn€ sloudeniny o vzorei |,
(RY);N-CH,COCH,~CH,CO-OR' M

(kde R' mize pfedstavovat alkyl voliteln& substituovany hydroxylovymi, alkoxylovymi, amino-
vymi, arylovymi skupinami, acyloxyskupinami, alkoxykarbonyloxyskupinami, oxoskupinami
nebo fluorovymi skupinami a volitelng preruseny kyslikovymi, dusikovymi, sirovymi nebo fosfo-
nc]»V}'fmi atomy; a skupina R, bud’ shodn4 nebo odli3nd, piedstavuje vodikovy atom nebo skupinu
R,

nebo sole takovych sloucenin,

Substituované alkylové R' skupiny mohou byt mono— nebo polysubstituované. Vhodné R' skupi-
ny tedy zahmuji napiiklad nesubstituovany alkyl, alkoxyalkyl, hydroxyalkoxyalkyl, poly-
hydroxyalkyl, hydroxypolyalkylenoxyalkyl a podobng. Vyraz ,.acyl”, jak je zde pouzivan, zah-
nuje jak karboxylitové, tak karbonatové skupiny a tedy acyloxyskupinou substituované alkylové
skupiny zahrnuji napfiklad alkylkarbonyloxyalkyl. V takovych skupinach maji kterékoliv alkyle-
nové &astice s vyhodou takovy obsah uhlikovych atomd, jaky je definovan nize pro alkylové sku-
piny. Upiednostiiované arylové skupiny zahmuji fenyl a monocyklické, 5 aZ 7 ¢lenné hetero-
aromaty, zvlasté pak fenyl a takové skupiny mohou byt opét samy volitelné substituovany.

Reprezentativni substituované alkylové skupiny R' zahrnuji alkoxymethylové, alkoxyethylové
a alkoxypropylové skupiny nebo acyloxymethylové, acyloxyethylove a acyloxypropylové skupi-
ny, napiiklad pivaloyloxymethyl.

Upfednostiiované estery ALA pro pouZiti jako fotosenzitizujici ginidla podle tohoto vyndlezu
zahrnuji takové estery ALA, kde R! predstavuje nesubstituovanou alkylovou skupinu a/nebo
kazd4 skupina R predstavuje vodikovy atom.

Tak, jak je zde pouzivan, zahrnuje vyraz ,alkyl” jakoukoliv alifatickou nasycenou nebo nenasy-
cenou uhlovodikovou skupinu s kratkym nebo dlouvhym fetézcem, rovnym nebo rozvétvenym.
Nenasycené alkylové skupiny mohou byt mono-nenasycené nebo poly-nenasycené a zahrnuji jak
alkenylové, tak alkynylové skupiny. Takové skupiny mohou obsahovat az 40 vhlikovych atomi.
Piednost se viak dévé alkylovym skupindm obsahujicim nejvyse 10, napfiklad 8, lépe nejvyse 6
a zv1asté pak nejvyse 4 uhlikové atomy.

Zejména je potfeba zminit ALA-methylester, ALA—ethylester, ALA-propylester, ALA-hexyl-
ester, ALA-heptylester a ALA-oktylester a jejich sole, které predstavuji upfednostitovani foto-
senzitizujici ¢inidla pro pouZiti podle pfedklidaného vynalezu.

Fotosenzitizujici dinidlo je do styku s buitkou nezbytng uvedeno pied ozéfenim buiiky. Na rozdil
od prenasené molekuly by viak toto Einidlo mélo byt podavano dostateCné pied ozafenim, tak,

aby pfi ozateni bylo zminéné Cinidlo pfijmuto do intracelutimiho oddilu. Zminéné ¢inidlo je
proto vyhodné aplikovano 1 a2 72 hodin pfed ozéfenim, napriklad 4 aZ 48 hodin, tedy napfiklad
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4 a7 24 hodin pred ozafenim. Opgt, jak jiZ bylo uvedeno vy3e ve spojeni s krokem uvedeni piena-
Sené molekuly do styku s buiikami, nacasovani podavani fotosenzitizujiciho ¢inidla k dosazeni
styku s cilovou bufikou ve vztahu k okamziku ozafeni bude zaviset na dobé, za kterou se fotosen-
zitizujici ¢inidlo dostane do cilovych bunék a bude do nich piijato. Tato doba se maze ligit
v zavislosti na tom, zda je zpasob provadén in vitro nebo in vivo a na tom, zda jde o podavani
pfimé do cilové tkan€ nebo nepiimé, na vzdaleném misté. Ve viech pfipadech je dilezité, aby
fotosenzitizujici <inidlo bylo ptijato cilovymi bufkami pred provadénim ozifeni. Zminéné
¢inidlo mize byt udrzovano ve styku s uvedenymi buiikami bezprostfedné az do ozafeni, napti-
klad od 1 &i 4 do 72 hodin, s vyhodou od 4 do 24 hodin, napfiklad od 12 do 20 hodin, nebo mize
byt od bunék odstranéno bezprostfedné pfed ozaienim, takZe buiiky jsou napfiklad vice nez
5 minut, napiiklad 10 minut az 8 hodin, napfiklad 1 hodinu az 4 hodiny v médiu bez pritomnosti
¢inidla.

Volitelné mohou byt bud' fotosenzitizujici &inidlo nebo prenaena molekula, nebo obé tyto
slozky, které maji byt zavedeny do bunék, asociovany, spojeny &i konjugovany s jednou nebo
vice molekulami nosice. cilovymi molekulami nebo vektory, které mohou usnadnit nebo zvysit
pohlceni fotosenzitizujiciho inidla nebo prenasené motekuly, nebo mohou zacilit &i uvolnit tyto
entity do zvlatniho bunééného typu, tkané nebo intraceluldriho oddilu. Pfiklady nosi¢ovych
systémi zahrnuji polylysin nebo jiné polykationty, dextransulfat, riizné kationtové lipidy, liposo-
my, rekonstituované LDL—Castice, stericky stabilizované liposomy nebo ¢astice adenovird.

Tyto' nosiové systémy mohou obecné zlepsit farmakokinetiky a zvysit bunééné pohlcovani
prenadené molekuly a/nebo fotosenzitizujiciho &inidla a mohou také nasmérovat prenasenou
molekulu a/nebo fotosenzitizujici ¢inidlo do intracelulamich oddild, které jsou zv1asté vyhodné
pro dosaZeni fotochemické internalizace, ale obecné nejsou schopné zacilit pfenasenou molekulu
a/nebo fotosenzitizujici ¢inidlo do specifickych bunék (napiiklad rakovinnych bunék) nebo tkani.
Ov3em k ziskani takto specifickych nebo selektivné smérujicich nosi¢ovych molekul mohou byt
prenasena molekula nebo fotosenzitizujici Cinidlo spojeny nebo konjugovény se specifickymi
smérovacimi molekulami, které napomiizou specifickému bun&nému pohlceni pienaiené mole-
kuly do pozadovanych bunék nebo tkini. Takové smérovaci molekuly mohou rovné namifit pre-
naSenou molekulu do intracelularnich oddili, které jsou zvlasté vyhodné k dosaZeni foto-
chemicke internalizace.

Pouzito mize byt mnoho riiznych smérovacich molekul, napiiklad jak popisuji D. T. Curiel
v Ann. New York Acad. Sci, 886, 158-171, 1999; G. Bilbao se spoluautory v Gene Terapy of
Cancer (vydavatelé Walden a spol., Plenum Press, New York, 1998); K. W. Peng a S. J. Russell
v Curr. Opin. Biotechnol. 10, 454-457, 1999; a T. J. Wickham v Gene Ther. 7, 110-114, 2000.

Nosi¢ova molekula a/nebo smérovaci molekula miize byt spojena, navazana nebo konjugovéna
s pfenasenou molekulou, s fotosenzitizujicim ¢inidlem nebo s obéma a pouZity mohou byt stejné
nebo odliné nosice ¢i smérovaci molekuly. Pokud jsou napiiklad jako nosié pouZity &astice
adenoviru, pak mohou byt pfenasené molekuly zatlenény do adenovirovych &astic. Naptiklad
pokud je pfenadenou molekulou molekula DNA kodujici protein nebo molekula RNA, potom je
DNA zatlenéna do virového vektoru a po fotochemické internalizaci bude molekula DNA
pfitomna na spravném intraceluldrmim mist8 tak, aby mohla nastat exprese kodované molekuly.

Exprese takovych molekul mize byt fizena vytvofenim vektoru, zplsoby dobfe znamymi
a popsanymi v oboru, Napfiklad k ziskani tkaitové specifické nebo vzhledem k onemocnéni spe-
cifické &i regulovatelné exprese ize pouzit regulacni prvky, jako jsou napiiklad tkanové specific-
ké nebo regulovatelné promotory. Pouzit je mozné napfiklad tkafiovy specificky promotor, pro-
motor vi€i melanomu specifické tyrosinazy. Dobfe znamé jsou regulovatelné promotory, jako
tetracyklinem regulované promotory. Vice piiklada specifickych nebo regulovatelnych promo-
tordl, které Ize pouzit v pfedkladaném vynalezu, je mozné najit v pracich 1. R. Harta v Semin.
Oncol. 23, 154-158, 1996; D. E. Hallahana a spoluautord, Nature Med. 1, 786-791, 1995: M. C.
Luny a spoluautorii, Cancer Res. 60, 1637-1644, 2000; N. Millera a J. Whelana, Hum. Gene
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Ther., 1997; T. J. Wickhama v Gene Ther. 7, 110-114, 2000; D. M. Nettelbecka a J. V. Mullera
v Trends Genet. 16, 174-181, 2000; T.Clacksona v Gene Therp. 7, 120-125, 2000; S.
Freundlieba se spoluautory v J. Gene Med. 1, 4-12, 1999; M. A. Speara v Anticancer Res. 18,
3223-3231, 1998; D: M. Harveye a C. T. Caskeye v Curr. Opin. Chem. Biol. 2, 512-518, 1998;
B. M. Claryho a H. K. Lyertyho v Surg. Oncol. Clin. North Am. 7, 565-574, 1998; M. C. Luny
se spoluautory v Cancer Res. 60, 16371644, 2000 a ve zde uvedenych odkazech.

Jak bylo uvedeno vyse, je moZné soub&iné pouZit vice nez jeden nosic a/nebo vektor &i sméro-
vaci molekulu. Vektory mohou byt napfiklad poskytnut v nosici, napfiklad virové vektory, jako
je adenovirus, mohou byt neseny napiiklad v liposomu nebo v polykationtové struktufe. Upted-
nostiované nosice a vektory pro pouziti v predkladaném vynalezu, zvIadt€ pro pouZiti ve spojeni
s prenasenou molekulou, zahrnuji adenoviry, polykationty jako polylysin (napfiklad poly-L-
lysin nebo poly-D-lysin), polyethylenimin &i dendrimery (napfiklad kationtové dendrimery jako
SuperFect™); kationtové lipidy jako DOTAP nebo Lipofectin; peptidy a smérovaci vektory jako
napiikiad transferin polylysin nebo zacilené adenovirové vektory. V zvlaité upfednostiovaném
ztélesn&ni tohoto vynalezu je potom nosidem adenovirus.

Takové smérujici molekuly nebo noside, jaké byly popsény vyse, mohou byt také pouzity k nami-
feni pfenasené molekuly do konkrétnich intracelularnich oddild, ktere jsou zvlast¢ prihodné pro
vyuziti PCL, naptiklad do lysosomil nebo endosomi.

Intracelularnim, membranou vymezenym oddilem miZe byt kterykoliv takovy oddil, ktery je
pitomny v buiice. S vyhodou bude takovym oddilem membranovy méchytek, zvlasté endosom
nebo lysosom, ovéem intracelulamni oddil muize také zahmovat Golgiho apardt nebo endoplas-
maticke retikulum.

Krok ozafeni svétlem pro aktivovani fotosenzitizujiciho inidla miZe byt provadén technikami
a postupy dobfe znamymi v oboru. Vinova délka a intenzita svétla mohou byt napiiklad zvoleny
podle pouzitého fotosenzitizujiciho ¢inidla. Vhodné svételné zdroje jsou v oboru dobfe znime.
Doba, po kterou jsou buiiky vystaveny svétlu v metodich podle pfedkladaného vynilezu, se
muze ligit. Uginnost internalizace pFenadené molekuly do cytosolu se zd4 zvy3ovat s rostoucim
vystavenim svétiu. Upfednostiiovana doba v kroku ozéfeni zavisi na fotosenzitizeru, na mnoZstvi
fotosenzitizeru shroma?déném v cilovych butikiach nebo v tkani a na piekryvu mezi absorpénim
spektrem fotosenzitizeru a emisnim spektrem svételného zdroje.

Obecn& bude trvani kroku ozafeni v ¥adu od minut do n&kolika hodin, napfiklad s vyhodou do
60 minut, napiiklad od 0,5 nebo 1 minuty do 30 minut, napfikiad od 0,5 minuty do 3 minut nebo
od 1 minuty do 5 minut nebo od 1 minuty do 10 minut, napiiklad od 3 do 7 minut a s vyhodou
pfiblizné 3 minuty, naptiklad od 2,5 do 3,5 minuty.

Vhodné davky svétla mohou byt zvoleny odbornikem v oboru a opét budou zdviset na typu foto-
senzitizeru a na mnostvi fotosenzitizeru nashroméazdéného v cilovych buiikach nebo tkanich.
Davky sv&tla, typicky pouZivané k fotodynamické 16¢b& rakoviny za pfitomnosti fotosenzitizeru
Photofrinu a protoporfyrinového prekurzoru kyseliny 5-aminolevulinové jsou napfiklad v rozme-
zi od 50 do 150 J/cm® a v rozmezi svételného toku mensim nez 200 mW/cm’” k zabranéni hyper-
termie. Davky svétla jsou obvykle niZi, pokud jsou pouzity fotosenzitizery s vyssimi extinkéni-
mi koeficienty v éervené oblasti viditelného spektra. Oviem k 1é¢b& nerakovinnych tkdni, v nichz
se shromazd'uje mensi mnozstvi fotosenzitizeru, musi byt celkové mnoZstvi svétla podstatné
vy3§i neZ u 1é&by rakoviny,

Stanoveni vhodnych dévek zacilenych molekul pro pouziti ve zpiisobech podle tohoto vynalezu
by mélo byt pro odbornika v oboru rutinni praxi. Pokud je pfenasenou molekulou bilkovina nebo
peptid, mély by byt ptenasené molekuly pro aplikaci in vitro obecng pouZity v davkach mengich
nez 5 mg/ml (naptiklad 0,1 az S mg/ml) a pro aplikace in vivo by pfenadené molekuly mély byt
obecné pouZivany v ddvkach mensich nez 5 mg/kg (napiiklad 0,1 az 5 mg/kg). Pokud je prenase-
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nou molekulou nukleova kyselina, méla by piikladna davka pfenadenych molekul pro aplikace
in vitro byt piiblizné 0,1 az 50 ug nukleové kyseliny na 10° bunék a pro apiikace in vivo priblizné
10° az 1 g nukleové kyseliny na 1 injikaci u ¢lovéka. Pokud je pfenaseni molekula spojena
s adenovirovym nosi¢em, méla by ptikladna davka pro aplikace in vitro predstavovat | az 1x 10°
fyzickych virovych &astic, naptiklad | x 10" az 1 x 10° astic na buiiku a pro aplikace in vivo
mize byt molekula, zavadéna ve spojend sadenovirovym nosiéem, pfitomna v koncentraci
1x107 a2z 50%, jako 3 x 10 az 50%, napiiklad 0,003 aZ 30 %, napfiklad 0.2 az
10 % (hmotnost/hmotnost) virovych castic v konetném prostiedku pro pouziti in vivo, pFifemz
adaj hmotnost/hmotnost se tyka hmotnosti virového noside priddvaného k molekule, jez ma byt
zavadéna, vzhledem k hmotnosti celkového prostiedku. Pokud se pouziva injekce o objemu 1 ml,
bude odpovidat davee priblizné 10° az 10" fyzickych virovych &astic.

Zpiisoby podle tohoto vynalezu budou nevyhnuteln& vyvolavat ur&itou imrtnost bunék vzhledem
k fotochemické léche, tj. plisobeni fotosenzitizujiciho ¢inidia. Tato smrt bunék nebude na zavadu
a dokonce miize byt vyhodn4 u mnoha aplikaci (naptikiad u 1é¢by rakoviny) a zpisoby podle
tohoto vynilezu mohou byt upraveny tak, ze podil preZivajicich bunék je fizen volbou svételné
dévky vzhledem ke koncentraci fotosenzitizatniho &inidla. Takové techniky jsou v oboru znamé.
Bez ohledu na mnozstvi bunék, usmrcenych ¢istym fotochemickym pisobenim, je dilezité, Ze
svételna davka je fizena tak, Zze nékteré z jednotlivych bunék u nichZ se projevi PCI icinek,
nejsou usmrceny pouhym fotochemickym oviivnénim (atkoliv mohou byt nasledné usmrceny
pusobenim PCI uéinku),

U nékterych aplikaci mize byt vyhodné zachovat po pisobeni PCI vétsi mnoZstvi Zivych bunék.
Napriklad pfi vakcinaci a u nekterych zpisobii genové 1é¢by je dilezité zachovat Zivé buiiky,
které umozni napiiklad prezentaci antigenu nebo expresi proteinu. U takovych aplikaci je vyhod-
né, aby u celé populace nebo prosté vétsiny bunék, v podstat® u vedkerych bunék nebo u jejich
vyznamné vétiiny (napfiklad alespoit u 50 %, lépe alespofi o 60, 70, 80 nebo 90 % bunék) nedos-
lo k usmrceni. To oviem neni vidycky zadouci, zvla§té pokud se PCI pouZiva k zavedeni cyto-
toxickych pfenasenych molekul a nasiedné bunéné usmrceni pak neni nevyhodné. Cytotoxické
a¢inky mohou oviem byt dosazeny také za pouZiti napfiklad genové &by, pfi niZ je 1é¢ebny gen
internalizovan do nadorovych bunék zpisobem podle tohoto vynalezu, napiiklad tak, Ze tyto buii-
ky budou produkovat imunologicky aktivni slouceniny, které budou indukovat mistni imunolo-
gické zahubeni zbyvajicich rakovinnych bunék nebo budou indukovat systémovou imunitni
odpovéd’ vixéi nadorovym butikdm. V takovych ptipadech je po PCI 1é2bé& vyzadovan pouze podil
zivoucich bungk.

Vyhodami piedkladanych zpiisobl a sekvenci (posloupnosti) 1étebnych krokil a zvlasté takovych
ztélesnéni, v nichz se prenasena molekula pFidava k buiikim po kroku ozifeni svétlem, je ve
srovnani s dfive popsanymi metodami to, Ze

a) sesnizi fotochemické poskozeni prenasené molekuly;

b) se zjednodusi PCI piisobeni na vnitfni leze v kombinaci s chirurgickym zakrokem, nebot’ po
takovém zakroku mize byt uplatnéno fotochemické pisobeni, napfiklad nitronddorova
injikace nebo jiné mistni podani prenadené molekuly;

¢) zpisoby jsou vice mezavislé na pfesném nadasovani 1é€by, tj. na nalasovani piidavku
molekuly, ktera ma byt pohlcena butikami, vzhledem k okamziku ozafeni. To znamena, ze
zde existuje vétsi ,.Casové okno™ pro lé¢bu. Je to dilezité z toho divodu, Ze pohlceni lééebné
molekuly se maze Siroce lidit za riznych klinickych situaci a nadto je obtizné odhadnout
pohlceni u jednotlivych lezi v klinické situaci; z toho diivodu je vétsi casové okno extrémné
vyhodné;

d) dochazi k rychlému pfemisténi pfenadené molekuly do cytosolu, &imz se podstatn& snizuje
moznost lysosomaini degradace pfenasené molekuly.

Tyto vyhody se uplatiiuji navic, kromé vyhod spojenych se samotnymi PCI metodami inter-
nalizace molekul, kterymi je to, ze
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1) neexistuje #4dné omezeni velikosti molekuly, kterd ma byt internalizovna a pfenesena do
cytosolu, pokud mize byt tato molekula endocytovina cilovou busikou;

2) uvadéné zplsoby nejsou zavislé na bunéiné proliferac;

3) uvadéné zphsoby jsou mistng specifické v tom, Ze ovlivnény budou pouze plochy vystavené
svétlu;

4) metoda neni onkogenni.

Kroky ,,uvadéni do styku* bunék s fotosenzitizujicim Einidlem a s pienasenou molekulou mohou
byt provadény jakymkoliv béznym nebo pozadovanym zpisobem. Pokud ma byt krok uvadéni do
styku provadén in vitro, mohou byt buiiky vyhodné udrzovany ve vodném médiu, jako je napfi-
klad vhodné bun&&né kultivaéni médium a fotosenzitizujici ¢inidlo nebo pfenasend molekula
mohou byt ve vhodném &asovém okamziku jednoduse pfidany do média za vhodnych podminek,
naptiklad ve vhodné koncentraci a na vhodné ¢asové obdobi.

Fotosenzitizujici dinidlo se uvadi do styku s bufikami ve vhodné koncentraci a po vhodné casové
obdobi, co miize byt snadno stanoveno odbornikem za pouziti rutinnich postupi a bude zaviset
na konkrétnim pouzitém fotosenzitizujicim ¢inidle a na typu bunék. Koncentrace fotosenzitizuji-
ciho &inidla musi byt takova, Ze jakmile je toto &inidlo jednou piijato do bunék, naptiklad do jed-
noho nebo vice z intracelularnich oddili tdchto bunék nebo je s takovymi oddily spojeno, a je
aktivovéno ozafenim, jedna nebo vice z bunéénych struktur je rozrulena, napfiklad jeden nebo
vice z intraceluldrnich oddilé je lyzovan nebo rozrusen. Napfiklad fotosenzitizujici Einidla,
pouzivana ve zde uvadénych prikladech, mohou byt pouZita v koncentraci 10 az 50 ug/ml. Pro
pouZiti in vitro mize byt toto rozmezi jesté $irsi, napiiklad od 0,05 do 500 ug/ml. Pro humanni
Iégbu in vivo mize byt fotosenzitizujici &inidlo pouzito v rozmezi od 0,05 do 20 mg/kg télesné
hmotnosti pfi systematickém podavani, nebo v rozmezi od 0,1 do 20 % v rozpoustédle pro mistni
naneseni. U mengich zvifat miize byt koncentraéni rozmezi odlisné a mize byt odpovidajicim
zpisobem upraveno.

Doba inkubace bundk s fotosenzitizujicim inidlem (tj. doba .styku) se miZe lisit pohybovat od
nékolika minut do nékolika hodin, naptikiad aZ do 48 hodin nebo déle. Doba inkubace by méla
byt takova, aby bylo fotosenzitizujici &inidlo pfijato do vhodnych bunék.

Po inkubaci bunék s fotosenzitizujicim &inidlem miZe volitelné nasledovat obdobi inkubace
s médiem bez piitomnosti fotosenzitizeru jesté pied tim, neZ jsou buitky vystaveny svétlu nebo
nez je pridana pfenadena molekula.

Prenasenou molekulou mize byt jakékoliv molekula, jak byla diskutovana vyse a takova moleku-
la je uvadéna do styku s buiikami ve vhodné koncentraci a na vhodne gasové obdobi. Pfekvapive
bylo zjisténo, Ze styk miize byt iniciovan dokonce nekolik hodin po ozafeni. Vhodna koncentrace
miize byt stanovena v zavislosti na G¢innosti pfijimani piislusné molekuly do bunék a na konedné
koncentraci, jeZ ma byt v té&chto buiikich dosaZena. .,Doba transfekce” nebo ,,doba buné&ného
pohlceni®, tj. doba, po kterou jsou molekuly ve styku s buiikami, miize byt v rozmezi od n¢kolika
minut az do nékolika hodin, PouZita miZe byt naptiklad doba transfekce od 10 minut aZ do
24hodin, napiiklad od 30 minut do 10 hodin, nebo napfiklad od 30 minut az do 2 hodin nebo
6 hodin. Prodlouzena doba transfekce ma obvykle za nasledek zvyiené pohlceni pFisluiné mole-
kuly. Oviem zkricené doby inkubace, napfiklad od 30 minut do 1 hodiny, se zdaji poskytovat
zlepSenou specifiénost pohlceni molekuly. Pfi volbé doby transfekce pro jakoukoliv metodu je
tedy nutné zvolit patfidnou rovnovahu mezi dosazenim dostate¢ného pohlcovani moleku! pii
zachovani dostateéné specifi¢nosti takového pohlcovani.

Za podminek in vivo bude vhodny zpiisob a doba inkubace, pfi niz jsou pfenasené molekuly
a fotosenzitizujici &inidla uvadény do styku s cilovymi buiikami, ziviset na zpiisobu podavani
ana typu pfenasené molekuly a fotosenzitizujicich Cinidel. Pokud se napiiklad prenadena
molekula injikuje do nadoru jenz ma byt léten, dostanou se buiiky v blizkosti mista injikace do
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styku s pfenaSenou molekulou a maji tedy sklon pfijimat pfenasenou molekulu rychleji nez
bufiky, nachazejici se ve vétsi vadalenosti od mista injikace, ktera se pravdépodobné do styku
s pfenasenou molekulou dostanou pozdéji a v nizsi koncentraci. Kromé toho miize prenaiené
molekule, poskytované intravendzni injikaci, trval uréitou dobu, nez se dostane k cilovym
bufikim a proto miize obdobi po podani trvat déle, napriklad nékolik dnii, nez se dostatedné nebo
optimaini mnoZstvi prendsené molekuly nahromadi v cilovych bufikdch nebo tkanich. Stejné tva-
hy samozfejmé plati i pro dobu podavani, stanovovanou pro pohlceni fotosenzitizujiciho &inidla
do bunék. Doba podavani, ktera je vyzadovana u jednotlivych bungk in vivo, se tedy pravde-
podobné méni v zavislosti na téchto a dal3ich parametrech.

Pfesto, i kdyZ je situace in vivo komplikovan&jsi nez in vitro, je zakladni koncept predkladaného
vynalezu stale stejny, tj. doba, ve které se molekuly dostanou do styku s cilovymi butikami musi
byt takova, aby pted ozafenim bylo cilovymi buiikami pfijato ptisluiné mnozstvi fotosenzitizuji-
ciho ¢inidla a bud (i) pfed ozafenim nebo béhem ozafeni byla pienasena molekula bud’ pohlcena
nebo po dostateném styku s cilovymi buiitkami doslo k jejimu pohlceni do odlisnych intracelu-
larnich oddilil nebo (ii) po ozafeni byla pfendsena molekula ve styku s buiikami po dostatetné
casové obdobi k umoznéni jejiho pohlceni do bunék. Za predpokladu, e prenasena molekula je
pohlcena do odlisnych intracelulirnich oddild vzhledem k fotosenzitizujicimu &inidlu, miZe byt
pfenasena molekula pohlcena pred ozafenim nebo po ném.,

Vyraz ,buika“ se zde pouZiva k zahmuti viech eukaryotickych bunék (v&etné bunék hmyzu
a hub). Reprezentativni ,buitky* tedy zahmuji viechny typy savéich a nesavéich Zivodisnych
bunék, rostlinnych bunék, hmyzich bunék, bunék hub a prvoka.

Zpasoby podle predkladaného vynalezu mohou byt pouzivany in vitro nebo in vivo, bud’ pfi 1é&bé
in situ (mistné, naptiklad za pouziti zacilenych ¢astic) nebo pii 16¢bé ex vivo s naslednym
podanim lé¢enych bunék do téla.

Zpusoby podle predkladaného vyndlezu mohou byt pouZity napfiklad k 1éb& rakoviny. Nékteré
fotosenzitizery se shromazd'uji pfednostné v neoplastickych tkanich, selektivnost vzhledem
k nddoru ve srovnani s okolni tkdni mize mit obvykle faktor 2 az 3, oviem tento faktor mize byt
v n¢kterych pripadech, jako u mozkovych tkini, vy$$i tj. az do 30. Alternativné muize byt
konkrétni fotosenzitizujici Cinidlo zacileno na konkrétni nador vye popsanymi zpisoby. Nadto
molekuly, které mohou byt klinicky zajimavé pro 1é¢bu rakoviny, ale jsou omezeny malym nebo
nulovym pfijimanim do cytosolu, mohou byt zavedeny do cytosolu a namiteny viidi specifickym
buiikdm prostfednictvim predkladaného vynalezu, Ptikladem takové molekuly je gelonin, ktery
bude uveden niZe. Pouzity mohou byt i jiné molekuly, bud’ samotné nebo navazané na dalsi
molekuly, které oznatuji moiekuly, jeZ maji byt internalizovany do konkrétni buiiky (napiiklad
protilatky, transferrin, fotosenzitizery, apoB na rekonstituovanych LDL &asticich). Vyhodou
takove kombinaéni [écby by mélo byt 1) zvyseni cytotoxického Géinku ve spodnéjsich vrstvach
nadorovych tkani, nebof’ k rozruseni lysosomi a endosomil dostatuji nizké a subtoxické davky
svétla; 2) zvySeni specifi¢nosti a 1é¢by, nebot’ PCI se dava pouze do oblasti nadoru.

Zpusoby podle pfedklidaného vynalezu mohou byt rovnéz pouzity k 1é¢bé riiznych daldich
poruch, vyzadujicich vybér molekuly pro zavedeni do buriky, jako jsou revmatoidni artritida,
ateroskleroza a jind kardiovaskularni onemocnéni, virové a jiné infekce, lupénka, stunecni
keratoza, lé¢ba poranéni, Iétba zlomenin, bradavice a vrozené genetické poruchy jako cysticka
fibroza, Gorliniv syndrom a ataxie telangiectasia.

Zpusoby podle tohoto vynilezu mohou byt rovnéz pouzity pti genové Iécbé, tj. pH lé¢ebném
pienosu gend do bunék pacienta. Genova lééba je nadéjna jako zpiisob lécby mnoha onemocnéni,
Jjako jsou rakovina, kardiovaskularni onemocnéni, virové onemocnéni, monogenni poruchy jako
cysticka fibréza a mnoho daliich stavi jako jsou ty, popsané vyse,
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Vyznamnou obtizi soutasné genové 1écby je nutnost vysoké G&innosti a specifiZnosti genového
prenosu, ktery musi probihat in vivo. V pouzivanych zpiisobech se k dosaZeni genoveho prenosu
v genové 1é¢bé vyuziva mnoho riznych nosici nebo vektort. Jako priklady lze zminit poly-
kationtové sloudeniny, kationtové lipidy a virové systémy, oviem az dosud se genova lécha
in vivo setkavala jen s malym Gspéchem. Mezi mnohé znamé vyhody souéasnych zplsobi patfi
mala stalost vektoru v séru, omezend specifiénost pfi poskytnuti genu, mald acinnost poskytnuti
genu a podobné. Zpisoby PCI podle predkladaného vynalezu poskytuji prostfedky k podstatné-
mu zlepSeni jak Utinnosti, tak i specifiénosti mnoha metod dodani genu, pouzivanych v soucas-
nosti v genové IéEbe, a to zlepsenim kroku endosomalnihio uvolnéni, ktery mize byt krokem
uréujicim G&innost jak u mnoha syntetickych vektori poskytujicich gen, tak u riiznych virovych
systémi. Také ovlivnéni svétlem, patfici do zpisobu PCI, umoziluje presn&j3i stanoveni toho, kde
by mé&lo v téle dojit ke zvySenému genoveému pfenosu, nebot’ zvydeni Géinnosti genového pieno-
su nastane pouze v ozafenych oblastech. Transfekce se maze uskuteénit in vitro, in vivo nebo ex
vivo (pFicem? buiiky nebo tkdné se piislusnym zpisobem podavaji pacientovi). Vhodné nosice a
vektory pro transfekci s vyhodou zahmuji adenoviry, polykationty jako polylysin (naptiklad
poly—D-lysin nebo poly-L-lysin), SuperFect®, polyethylenimin nebo dendrimery; kationtové
lipidy jako DOTAP (1,2-bis(oleoyloxy)-3—(trimethylamino)propan) nebo Lipofectin, nebo
kationtové lipidy formulované s ,,pomocnym lipidem™ jako DOPE (dioleoylfosfatidylethanol-
amin); peptidy a zacilené vektory jako napfikiad transferrin polylysin nebo zacilené adenovirové
vektory. V upfednostiiovaném ztélesnéni tohoto vynalezu je nosidem pouzitym pro lé€ebny gen
adenovirus.

Jinym upfednostiiovanym aspektem predkladaného vynilezu je pouZiti nevirovych nosi¢ovych
systémf, jakymi jsou napiiklad kationtové polymery, obsahujici peptidy a kationtové lipidy.
Typické polymery zahmuji napfiklad polyamin, polyaminokyseliny véetné bazickych polyamino-
kyselin, syntetické a pfirodni kationtové cukerne polymery, methakrylatové polymery, dendrime-
ry, polyalkyleniminy a dal§i polymery zndmé v oboru jako vhodné pro dodani 1éCiv; zvIast
polymery vhodné pro dodani genu. Typickymi sloudeninami, pouzitelnymi podle predkladaného
vynalezu, jsou polylysin, polarginin, poly-L—glutamova kyselina, polyvinylpyridin, chitosan,
polyethylenimin, poly(2-dimethylamino)ethylmethakrylat, histony, protamin, poly(L-ornitin),
aviden, spermin, spermidin a jakykoliv derivat uvedenych latek. V upfednostiiovaném aspektu
predklddaného vyndlezu mohou byt zde popsané polymery kombinovany s jinymi polymery nebo
kombinovany s jinymi systémy dodavajicimi gen. Nevirovy systém pro dodani genu, ktery je
pouzitelny podle predklidaného vyndlezu, je napfiklad popsan R. 1. Mahatem a spoluautory
v Advances in Genetics 41, 95-156, vyd. J. C. Hall a dal3i, 1999. Kationtove polymery jsou déle
popsany M. C. Garnettem v Cricital Reviews in Terapeutic Drug Carrier Systems 16, 147-207,
1999: K. A. Howardem se spoluautory v Biochemica et Biophysica Acta 1475,
245-255, 2000; H. K. Nguyenem a spoluautory v Gene Terapy 7, 126-138, 2000; A. Bragonzim
a spoluautory vJ. Controlled Relase 65, 187-202, 2000; S. C. DeSmedtem a spoluautory
v Pharmaceutical Research 17, 113-126, 2000 a R. 1. Mahotem v J. Drug Targeting 7, 249-268,
1999.

Jiny aspekt pfedkladaného vynalezu zahmuje vyuziti liposomil nebo jinych konstrukti na bazi
lipidii jako nevirovych nosiGovych systémi. Liposomy mohou byt vii¢i pH-citlivé liposomy nebo
viki pH necitlivé liposomy. Vi pH citlivé liposomy sestavaji z alespoit jedné vici pH citlivé
stozky liposomalni membrany. Typické slou¢eniny zahrmuji mastné kyseliny jako je kyselina ole-
jova, palmitoylhomocystein, cholesterol, hemisukcinatova morfolinova sl a dieloylsukcinyl-
glycerol. Kromé slozek citlivych viigi pH mohou liposomy zahmovat dioleoy!fosfatidylethanol-
amin (DOPE) a/nebo jiné podobné fosfolipidy.

Liposomy nebo jiné pfenadeni systémy na bazi lipidi s vyhodou obsahuji alespoii jeden kation-
tovy lipid.

Prenaseci (doddvaci) systémy na bazi lipidd mohou byt pFitomne v riiznych typech vodnych
pipravkd. V literatufe se pro takové pfipravky pouzivaji riizné nazvy: multilamelami liposomy,
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Jjednovrstvé (unilamelarni) liposomy, viigi pH citlivé liposomy, nanoemulze, nano&dstice, proteo-
liposomy, virosomy, chimerasomy, kochelaty, lipofectin® a lipoplex. Odkazy na pouziti kation-
tovych lipidd v genovém pienosu zahrauji prace: P. L. Felgner se spoluautory, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84, 7413-7417, 1987, D. D. Lasic se spoluautory, Adv. Drug Del. Rev. 20, 221-266,
1996; L. G. Barron se spoluautory, Gene Terapy 6, 11791183, 1999 S. Kawakami se spolu-
autory. Pharmaceutical Research 17, 306-313, 2000; N. S. Templeton se spoluautory, Molecular
Biotechnology 11, 175-180, 1999; Y. Zou se spoluautory, Cancer Gene Terapy 7, 683-696,
2000; D. D. Stuart se spoluautory, Biochemistry et Biophysica Acta 1463, 219-229, 2000; R. L.
Mahato se spoluautory, Drug Deliv. 4, 151, 1997 a R. J. Lee se spoluautory, Crit. Rev. Drug
Carrier Syst. 14, 173, 1997.

Tuky pouzitelné podle predkladaného vyndlezu jsou popsany napfiklad v patentech
US 6120751, US 6 056 938, US 6093 816, US 6 039 936, US 6 034 137, US 6 034 135,
US 6020 526, US 5980935, US 5 958935, US 5 935936, US 5877220, US 5 830430,
USS5T777153, US 5 705 693, US 5 459 127, US 5 334 761, US 5 264 618 a v odkazech v nich
uvedenych.

Typické piiklady kationtovych lipidi zahrnuji N[1-(2,3—dioleyloxy)propyl-N,N,N—trimethyi-
amoniumchlorid (DOTMA), |,2—dimyristyloxypropyl-3—dimethylhydroxyethylamoniumbromid
(DMRIE), 1,2-bis(oleoyloxy)-3—(trimethylamino)propan (DOTAP), 3B(N',N'—dimethylamino-
ethan)—karbamoylcholesterol (DC-Chol), 2,3—dioleyl-oxy-N[2-sperminkarboxy—yl-amido]-
ethyl-N ,N-dimethyl-1-propanaminiumtrifluoracetst (DOS PA), 3—B(N*'-sperminkarbamoyl)-
cholesterol, 3-B(N*—spermidinkarbamoyl)cholesterol a dioktadecylamidoglylspermin (DOGS).

Jak bylo popsano vySe, v jednom z upfednostiovanych ztélesnéni predkliadaného vyndlezu je
nosi¢em Kationtovy lipid. Jiz dfive bylo zjisténo, ze fotochemické plsobeni ma inhibujici uginek
na transfekci zprostfedkovanou kationtovymi lipidy, pokud je svétlo poskytnuto az po prenadené
molekule (Prasmickaite se spoluautory, J. Gene Med. 6, 2000). Oviem nyni bylo velmi prekva-
pivé prokazano, Ze pokud se svétlo uplatni pfed aplikaci pfenadené molekuly, ma PCI stimulaéni
u¢inek na transfekei prostiednictvim kationtovych lipidi (viz Priklad 9).

Jako dalsi aspekt tedy predklidany vynalez poskytuje prostiedky, obsahujici pfenasenou moleku-
lu a fotosenzitizujici ¢inidlo pro pouziti k 16¢b€. PrenaSend molekula a/nebo fotosenzitizujici
¢inidlo mohou byt v prostiedcich volitelné spojeny s nosi€ovymi molekulami jako jsou ty, popsa-
né vyde. Prostfedky se s vyhodou pouzivaji pro lécbu rakoviny nebo pro genovou léébu, Upted-
nostiiovanou nosi¢ovou molekulou pro genovou 1é¢bu je adenovirus. Jinymi upfednostiovanymi
nosici jsou kationtové lipidy.

V dalim aspektu tedy predkladany vynalez poskytuje pouZiti prenasené molekuly a/nebo foto-
senzitizujiciho Einidla, jak byly popsany vye, k piipravé légiva pro pouZiti k 16¢b&, kde uvedené
fotosenzitizujici Cinidlo a oddélené i zminénd prendSend molekula jsou uvedeny do styku
s burtkami nebo tkanémi pacienta a zminéné buiky jsou ozafeny svétlem o vinové délce, kters je
u¢inna k aktivaci fotosenzitizujiciho ¢inidla, ozafeni se provadi pred bunéénym pohlcenim zmi-
néné prenaSené molekuly do intracelulamiho oddilu obsahujiciho uvedené fotosenzitizujici Cinid-
lo, s vyhodou pak pred bunéénym pohlcenim zminéné pfenasené molekuly do kteréhokoliv intra-
celularniho oddilu, Zpusoby lécby, obsahujici takové metody, vytvateji alternativni aspekty pred-
kladaného vynalezu.

Vynilez tedy poskytuje zplsob 1&¢by nebo prevence onemocnéni, poruchy, nebo infekce
u pacienta, zahrnujici uvedeni prenasené molekuly do jedné nebo do vice bunék in vitro, in vivo
nebo ex vivo zpiisobem, jaky 2de byl vyse popsan a tam, kde je to nezbytné (tj. pokud se trans-
fekce provadi in vitro nebo ex vivo), podavani uvedenych bunék zminénému pacientovi.

Tak, jak je zde definovan, tyka se vyraz ,Jééba sniZeni, zmiméni nebo odstranéni jednoho nebo
vice z pfiznaki onemocnéni, poruchy nebo infekce, které maji byt iéceny a to vzhiedem k piizna-
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kiim, pozorovanym pred lé&bou. ,Prevence® se tyka opozdéni nebo zabranéni nastupu pfiznaki
onemocnéni, poruchy nebo infekce.

Jak bylo uvedeno diive, maji takové zpiisoby, vyuziti i pfi vakcinaci. Proto je dalSim aspektem
predkladaného vynalezu poskytnuti zplisobu exprese nebo prezentace (pfedloZeni) antigenni
molekuly (pfenasené molekuly) nebo jeji Easti na povrchu buiiky, s vyhodou buiiky predkladajici
antigen, pticemz zminény zpisob zahrnuje kroky, jak zde byly drive definovany.

Vyrazy ,exprese“ nebo ,.prezentace®, jak zde byly pouzity, se tykaji pfitomnosti molekuly nebo
jeji Gasti na povrchu zminéné budky tak, Ze alespon &ast této molekuly je vystavena a je dostupna
pro okolni prostfedi takové buiiky. Na ,.povrchu® miize byt dosazeno takové exprese, kdy mole-
kula, ktera ma byt exprimovana, je ve styku s buné¢nou membranou a/nebo se slozkami, které
maji byt piitomny na této membrang.

Tento zpiisob miize byt provadén in vitro nebo in vivo. Oviem s vyhodou miZze takova antigenni
prezentace vyhodng vyvolat stimulaci imunitni odpovédi, lépe pak imunitni odpovédi, kterd
poskytuje ochranu vi¢i nasledné provokaci entitou, obsahujici nebo zahmujici zminénou anti-
genni molekulu nebo jeji ast a v diisledku toho pfedklidany vynalez nachazi zvla$tni vyuZiti
jako zpiisobu vakcinace. Piedkladany vynalez tedy s vyhodou poskytuje zptisob vakcinace, zahr-
nujici metodu, ktera zde byla vySe popséana.

V tomto aspektu pfedkladaného vynalezu je prendSeni molekula definovana jako odpovidajici
Lantigenni molekule®. Antigenni molekulou miize byt jakakoliv molekula, pokud je takova mole-
kula nebo jeji ¢4st schopna stimulovat imunitni odpovéd’ pokud je prezentovina imunitnimu sys-
tému patfiénym zpisobem. Antigenni molekulou bude tedy s vyhodou vakcinovy antigen nebo
slozka vakciny, jako je entita obsahujici polypeptid.

V oboru je znamo mnoho takovych antigend nebo sloZek antigennich vakein a zahrnuji veskeré
typy bakterialnich nebo virovych antigend nebo skuteénych antigeni &i antigennich slozek
jakychkoliv patogennich druhfi, véetn& prvoki &i vyssich organismi. Zatimeo traditné antigenni
slozky vakcin obsahovaly celé organismy (at’ uZ Zivé, mrtvé nebo oslabené) tj. jednalo se o vakei-
ny s celymi burikami, Siroce byly studovany a v literatufe byly popsany také subbunéné vakciny,
tj. vakciny, zaloZené na konkrétnich antigennich slozkéch organismi, naptiklad proteinech Ci
peptidech nebo dokonce cukrech. Jakakoliv takova sloZka ,,subbunééné* vakciny mize byt pou-
zita jako antigenni molekula v predkladaném vynalezu. Oviem tento vynilez nachdzi zvlastni
vyuziti v oblasti peptidovych vakein.

Upfednostiiovanou antigenni molekulou podle tohoto vynilezu je tedy peptid, (ktery je zde
definovan jako zahmujici peptidy o kratsich i delSich délkach fetézce, tj. peptidy, oligopeptidy
nebo polypeptidy a rovnéz proteinové molekuly nebo jejich fragmenty, naptiklad peptidy o 5 az
500, naptiklad 10 aZ 250, jako 15 az 75 nebo 8 az 25 aminokyselinach). Casti antigennich mole-
kul, které jsou predkladany nebo exprimovany, s vyhodou zahrnuji takové Edsti, které jsou
vytvateny mechanismem zpracovani antigenu (antigen—processing machinery) v bufice. Takové
tasti mohou byt oviem vytvafeny i jinymi zpiisoby, jako vhodnou Gpravou antigenu (napiiklad
viigi pH citlivé prouzky) nebo pomoci jinych prostiedkii ke zpracovani bufiky. Vyhodng maji
takové &asti dostatetnou velikost pro vyvolani imunitni odpovédi, naptiklad v ptipadé peptidi je
to velikost vétsi ne 5, naptiklad vétsi nez 10 nebo 20 aminokyselin.

V literatufe bylo navrzeno velké mnozstvi kandidatd na peptidové vakciny, napfiklad pro lé¢bu
virovych onemocnéni a infekci jako AIDS/HIV infekce nebo chfipky, psich parvovird, vird
hovézi leukémie, hepatitidy a podobné (viz napfiklad Phanuphak se spoluautory, Asian Pac.
1. Allergy, iImmunol. 15 (1), 4148, 1997; Naruse, Hokkaido Igaku Zasshi 69 (4), 811-820, 1994;
Casal se spoluautory, J. Virol. 69 (11), 7274-7277, 1995; Belyakov se spoluautory, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 95 (4), 1709-1714. 1998; Naruse se spoluautory, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91 (20), 9588-9592, 1994; Kabeya se spoluautory, Vaccine 14 (12), 1118-1122, 1996; Itoh sc
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spoluautory, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (23), 9174-9178, 1986). Podobné mohou byt pouzity
bakterialni peptidy, stejné jako peptidové antigeny, které byly ziskany z jinych organismi nebo
druhd,

Kromé¢ antigend ziskanych z patogennich organisma bylo rovnéz navrzeno pouZiti peptidd jako
vakein vii¢i rakoviné nebo jinym onemocnénim, jako roztrousené skleroze. Napfiklad mutantni
onkogenni peptidy jsou velmi nadéjné jako rakovinné vakciny, pfedstavujict antigeny pfi
simulaci cytotoxickych T lymfoeytil. (Schirrmacher, Journal of Cancer Research and Clinical
Oncology 121, 443451, 1995; Curtis, Cancer Chemoterapy and Biological Response Modifiers
17, 316-327, 1997). Synteticka peptidova vakcina byla také hodnocena vzhledem ke vhodnosti
pro lébu metastatického melanomu (Rosenberg se spoluautory Nat. Med. 4(3), 321-327, 1998).
Vakeina na bazi T-bunééného receptorového peptidu k 1éCbé roztrousené sklerdzy je popsana
Wilsonem a spoluautory v I, Neuroimmunol, 76(1-2), 15-28, 1997. Jakakoliv takova slozka
peptidové vakeciny mizZe byt pouzita jako antigenni molekula podle tohoto vynalezu, stejn¢ jako
kterykoliv z peptidii, popsanych nebo navrzenych v literatufe jako peptidové vakciny. Takovy
peptid mize byt tedy synteticky nebo izolovany, &i jinak ziskany z organismu.

Burikami, které jsou pouZivany v téchto zpusobech, pouZitich a podobné podle pfedkladaného
vynalezu, mohou byt jakékoliv burky, které jsou schopné exprimovat nebo prezentovat na svém
povrchu molekulu, ktera je podavana nebo ptenasena do jejich cytosolu.

Vzhledem k tomu, Ze prvotni vyuZiti tohoto aspektu predloZeného vynalezu spociva v antigenni
prezentaci nebo vakcinaci, buiikami jsou vyhodné imunitni efektorové buriky, tj. bunky Géastaici
se imunitni odpovédi. Predkladat antigen imunitnimu systému viak mohou i jiné buriky a ty rov-
néz patfi do rozsahu tohoto aspektu vynalezu. Buitkami podle tohoto aspektu jsou tedy vyhodné
buriky predkladajici (prezentujici) antigen. Buiky prezentujici antigen mohou byt zaélenény
v kterékoliv &asti nebo ,,rameni” imunitni odpovédi, zahrnujici jak humoralni, tak i bun&iné zpro-
stredkovanou imunitu, napfiklad stimulaci tvorby protilatek nebo stimulaci cytotoxickych &i zabi-
Je€skych bunék, které mohou rozpoznat a znidit (nebo jinak eliminovat) buiky, exprimujici ,,cizi*
antigeny na svém povrchu. Vyraz ,stimulujici imunitni odpovéd™ tedy zahrnuje viechny typy
imunitnich odpovédi a mechanismy jejich stimulace,

Stimulace cytotoxickych bunék nebo bunék vytvarejicich protilatky vyzaduje, aby byly antigeny,
které maji byt prezentovany buiikam, stimulovany konkrétnim zpiisobem buikami prezentujicimi
(predkladajicimi) antigen, naptiklad v prezentaci MHC (hlavniho histokompatibilniho komplexu)
tridy I (napfiklad aktivace CD8" cytotoxickych T-bunék vyzaduje antigenni prezentaci MHC-1).

Bunky prezentujici antigen jsou v oboru zndmé a jsou popsany v literatufe; zahrnuji naptiklad
lymfocyty (jak buriky T, tak i buiiky B), dendritické buriky, makrofagy a podobné. Dal3i zahrnuji
napfiklad rakovinné buiky, napfiklad builky melanomu.

Pro prezentaci antigenu bufikou prezentujici antigen cytotoxické butice T (CTL) musi antigenni
molekula vstoupit do cytosolu buiky prezentujici antigen (Germain, Cell 76, 287-299, 1994).
Predkladany vynalez poskytuje (¢inné prostiedky pro dodani antigenni molekuly do cytosolu.

Jakmile je uvolnéna do bunééného cytosolu procesem fotochemické internalizace, mize byt anti-
genni molekula zpracovdna mechanismem zpracovani antigenu v buiice a predlozena, prezento-
vina na bunééném povrchu vhodnym zplisobem, napfiklad prostfednictvim MHC tfidy I. Takové
zpracovéni mize zahrnovat degradaci (rozklad) antigenu, napiiklad degradaci bilkovinného nebo
polypeptidového antigenu na peptidy a tyto peptidy jsou pro prezentaci poté komplexovéany
s molekulami MHC. Antigenni molekulou, exprimovanou nebo piedkladanou na povrchu bunky
podie tohoto vynalezu, mizZe tedy byt ¢ast nebo fragment antigenni molekuly, ktera je piijmuta
do bunky.
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Antigeny mohou byt pfijmuty, pohlceny do bungk pfedkladajicich antigeny endocytozou a degra-
dovany v endocytarnich méchyicich na peptidy. Tyto peptidy se mohou vézat na moiekuly MHC
tfidy I v endosomech a mohou byt pfenaSeny na bunéény povrch, kde je komplex peptid-MHC
tfidy 11 rozpoznavan pomocnymi T buiikami typu CD4" a indukuje imunitni odpovéd’. Alternativ-
né mohou byt bilkoviny v cytosolu degradovany na €ésti, napfiklad pilisobenim proteasomi a
transportovany do endoplasmatického retikula prostiednictvim TAP (transportéru spojeného
s predkladanim antigenu), kde se peptidy mohou vézat na molekuly MHC tfidy I a byt pfenaSeny
na buné&ny povrch tak, jak je zndzornéno na Obr. 1 (Yewdell and Bennink, Adv. Immunol. 52,
1-123, 1992). Pokud je peptid pivodem cizorodym antigenem, bude komplex peptid-MHC tiidy
I rozpoznévan cytotoxickymi T-buikami typu CD8" (CTL). Tyto CTL se budou vizat na
komplex peptid-MHC (HLA) tfidy 1, &imz se aktivuji, za¢inaji proliferovat a vytvareji klon CTL.
Cilové buiiky a jiné cilové buriky se stejnym komplexem peptid—-MHC tfidy I na buné€&nych
povrsich mohou byt timto klonem CTL usmrceny. Imunita vi¢i cizimu antigenu miize byt vytvo-
fena tehdy, pokud lze do cytosolu zavést dostatetné mnozstvi antigenu (Yewdell and Bennink,
1992 viz vyse; Rock, Immunology Today 17, 131-137, 1996). To je zakladem pro vyvoj kromé
jiného i rakovinnych vakein. Jednim z nejvétich praktickych problémii je zavedeni dostatetnych
mnozstvi antigen® (nebo &asti antigenu) do cytosolu. To miize byt vyieSeno podie pfedkladaného
vynalezu prostrednictvim PCI.

Prosttedky podle pfedkladaného vynalezu mohou rovnéz obsahovat buriky obsahujici prenasenou
molekulu, ktera byla internalizovana do cytosolu zminénych bunék zpiisobem podle tohoto vyna-
lezu, pro pouziti k 16bé a zv1asté k 1é¢bé rakoviny, ke genové 1é8bé a vakcinaci.

Jeité daldim aspektem pfedkladaného vynidlezu je poskytnuti bunék nebo populace bunek
obsahujicich prenasenou molekulu, kterd byla internalizovana do cytosolu zminénych bunék
a tyto bufiky jsou ziskatelné zpisobem podle predkladaného vynalezu. Jedté dalsi aspekt predkla-
daného vynalezu poskytuje pouZiti takovych bunék nebo populace bungk pro piipravu prostiedku
nebo 1é&iva k pouZiti pii 1é¢bé, zvladte 1é&€by rakoviny, genové 1é€bé nebo vakeinaci.

Tento vynalez dile poskytuje zpusob 1éby pacienta, ktery zahrnuje podavéani bunék nebo pro-
stfedkit podle pfedklédaného vynalezu zmin&nému pacientovi, tj. zptisob, zahrujici kroky zave-
deni molekuly do bunék tak, jak zde bylo popsdno vyse a poddvani takto pfipravenych bunek
zminénému pacientovi. Uvedené zpisoby se s vyhodou pouZivaji k 1é¢bé rakoviny, v genové 1éc-
b& nebo pro vakeinaci.

In vivo miiZe byt pouzit jakykoliv zpiisob podavani, ktery je v oboru b&iny nebo standardni,
napfiklad injikace, infuze, mistni podani jak na vnitini, tak i na vngjsi télesné povrchy a podobng.
7a podminek in vivo miiZe byt tento vynalez pouZit ve vztahu k jakékoliv tkani obsahujici buiky,
do nichz jsou soustfedény fotosenzitizujici ¢inidlo a pfenafena molekula, véetné télnich tekutin,
stejné jako pevnych tkani. Pokud je fotosenzitizer pFijimén cilovymi burikami a mize byt patfig-
né dodavano svétlo, mohou byt léCeny veskeré tkané.

Prostfedky podle pfedkliadaného vynélezu tedy mohou byt formovany jakymkoliv vhodnym zpi-
sobem, technikami a postupy zndmymi v oboru farmacie, napiiklad za pouziti jednoho nebo vice
z farmaceuticky pkijatelnych nosici nebo pomocnych latek. Vyraz ,farmaceuticky pfijatelny®,
jak je zde pouzivan, se tykd prisad, které jsou sluéitelné s dal§imi prisadami prostfedki, a jsou
také fyziologicky pfijatelné pro pfijemce. Povaha prostfedkd a nosiés nebo pomocnych latek,
davkovani a podobné mohou byt zvoleny rutinnim zpisobem podle pfani a pozadovaného zpi-
sobu podavani, a&elu [écby a podobng. Davkovani miize byt obdobné stanoveno rutinnim zpi-
sobem a mlZe zdviset na povaze molekul, cili lé¢by, véku pacienta, zpisobu podavani a podobng.
Ve spojeni s fotosenzitizujicim ¢inidlem by méla byt rovnéZ uvaZovana moZnost/schopnost roz-
rusit membrany pfi ozafeni.

Vynalez bude nyni popsan podrobnéji v nasledujicich Pfikladech na néZz se neomezuje a ve
vziahu k doprovazejicim obrazkim.
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Prehled obrazki na vykresech

Obr. 1 znazorfiuje svétlem indukovanou transfekei bunék THX s komplexem plasmidu a poly-
lysinu, tedy komplexem pEGFP-N1/polylysin, kde isou buiiky uvedeny do styku s komplexem
PEGFP-NI/polylysin pfed tim, nebo poté, co Jsou buitky vystaveny svétlu, jak je oznadeno na
obrazku.

Obr.2  zndzoruje svétlem indukovanou transfekci bunék HCT-116 s komplexem pEGFP-
Nl/polylysin, kde jsou buiiky uvedeny do styku s komplexem pEGFP-N 1/polylysin pred tim,
nebo poté, co jsou buiiky vystaveny svétlu, jak je oznadeno na obrazku.

Obr.3  znazorfiuje svétlem indukovanou légbu (ovlivnéni) bunék THX geloninem a tedy
sniZeni syntézy proteinii, pfiemz buiky jsou uvedeny do styku s molekuiou geloninu pied nebo
po vystaveni svétlu, jak je oznaceno na obrazku.

Obr. 4 zndzorfiuje ovlivnéni t&innosti svétlem indukované transfekce bunék THX pti uvedeni
bunék do styku s komplexem pEGFP-N I/polylysin bezprostfedng po vystaveni svétlu a v dalich
Casovych intervalech po vystaveni svétly.

Obr.5  znazorituje ovlivnéni (innosti svétlem indukované transfekce buneék THX pii uvedeni
bunék do styku s komplexem PEGFP-N1/polylysin v riznych &asovych okamzicich pfed a po
vystaveni svétlu.

Obr. 6  znazoriiuje ovlivnéni (&innosti svétlem indukované transfekce bunik THX pfi uvedeni
bunék do styku s komplexem pEGFP-N I/polylysin pro riizna Sasova obdobi po vystaveni svétlu.

Obr. 7 znazorfuje schématické ndkres moZného modelu Jakym mize fungovat predkladany
vynalez.

A. I fotosenzitizer S je endocytovan (I) a kondi v intraceluldrnich vatcich, vesikulech (II). Tyto
vacky praskaji pii vystaveni svétlu (II1).

B. Po fotochemickém ovlivnéni, jak bylo popsano v bodé A, jsou buitky léEeny nebo ovliviio-
vany molekulou M, ktera je endocytovana a konéi v intraceluldmich valcich. Tyto vacky se
budou spojovat s fotochemicky poskozenymi vatky a molekula M bude uvoliiovana do cytosolu.

Obr. 8  znazorfiuje (&inek ovlivnéni bunik komplexem pEGFP-N1/polylysin pfi 0 °C na trans-
fekei.

Obr. 9  znazorfiuje svétlem indukovanou transfekci komplexu pEGFP-N1/polylysin, pokud se
3-THPP, ktery neni prevazng lokalizovan v endacytarnich méchyfeich, pouzije jako fotosenziti-
zujici ¢inidlo.

Obr. 10 znazoriuje GZinek kombinace fotosenzitizéru a svételného ovlivnéni na transfekei
bunek s kationtovymi lipidy.

Obr. 11 znézorfiuje cinek fotochemického ovlivnéni na transdukei bunek THX adenovirem.

Obr. 12 znazorfiuje O&inek fotochemického piisobeni na nitrobunéénou (intracelularni)
lokalizaci FITC~dextranu. Buiiky THX byly po dobu I8 hodin inkubovéany s AIPcS,, v koncen-
traci 20 pg/ml a nasledné 4 hodiny v médiu bez pfitomnosti AIPcS,,. Poté byly bud’ vystaveny
ovlivnéni svétlem po dobu 4 minut (B. D) nebo ponechany ve tmé (A, C) a nasledné byly
3 hodiny inkubovany s FITC-dextranem o koncentraci 5 mg/ml. Na mikrosnimcich je fluores-
cence (A, B) a fazovy kontrast (C, D).
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Obr. 13 znazorfiuje U¢inek fotochemickeho pisobeni na toxicitu geloninu u bunék THX
a HCT 116. P strategii ,,osvit predem” byly buiky nejprve 18 hodin inkubovany s AlPcS,,
v koncentraci 20 pg/mi a nasledné 4 hodiny v médiu bez pritomnosti AIPeSz, pied vystavenim
svétly, jak je vyznacené na obrazku. Po ozateni byl pfidan gelonin v koncentraci | pug/ml a buiiky
byly inkubovany po dobu 18 hodin. Pfi strategii ,.0svit nasledné” byly buiiky pied vystaveni
svétlu, jak je vyznagené na obrazku, |8 hodin spoluinkubovany s AlPcS), v koncentraci 20 pg/ml
a s geloninem v koncentraci | pg/ml. Kontroini buiiky byly ovlivnény pouze inkubaci s geloni-
nem v koncentraci | pg/ml po dobu 18 hodin a poté byly vystaveny svétlu; nebo pouze 18 hodi-
novou inkubaci s AIPcS», v koncentraci 20 pg/ml s naslednou 4 hodinovou inkubaci v médiu bez
pfitomnosti AlPcSz, a poté byly vystaveny svétlu. Inkorporace [*H]-leucinu do proteini byla
méFena daldi den po ovlivnéni svétlem a byla vyjadtena jako pomérna, relativni syntéza protein.
Referencni body predstavuji primémé hodnoty + stfedni chybu priméru tfi soubéznych méfeni.

Obr. 14 znézoriiuje (&inek fotochemickeho ovlivnéni na expresi p—galaktosidazy v buiikach
THX, infikovanych prostfednictvim AdHCMV—lacZ. PHi strategii ,osvit pfedem™ byly busiky
predem ovlivnéné AlPcSs, inkubovany po dalsi 4 hodiny v médiu bez ptitomnosti AIPcSy, a poté
vystaveny svétlu na dobu 3 minut. Po ozéfeni byly buitky béhem 30 minut pfi 37 °C infikovany
AJHCMV-lacZ (pfi MOI 1). Nésledng byly pfidany 2 ml média a buiiky byly dva dny inkubova-
ny pred analyzovanim exprese B-galaktosidazy. Pt strategii osvit nasledn&“ byly buiiky predem
oviivnéné AIPcS,, inkubovany po daidi 3 hodiny v médiu bez pritomnosti AIPcS,, a béhem
30 minut byly infikoviny AdHCMV-lac. Nasledné byly pfidany 2 ml média a buriky byly inku-
bovany dal¥ich 30 minut a nasledné ozfeny v trvani 3 minut. O dva dny pozdéji byla analyzova-
na exprese P—galaktosidazy.

Obr. 15 znazoriiuje G&inek doby inkubace na G&innost svétlem indukované transfekce
s pEGFP/polylysinem u bun¢k THX a HCT 116. Buiky pfedem ovlivnéné AIPcS,, byly promyty
a inkubovany po dalsi 4 hodiny v médiu bez ptitomnosti AIPcS,, a poté vystaveny svétlu na dobu
3 minut (buitky THX) nebo 7 minut (buitky HCT). Po ozafeni byl pfidén komplex pEGFP/poly-
lysin (plasmid v koncentraci 3 pg/ml) a buiiky byly inkubovany po rizné dasové useky, vyzna-
dené na obrazku. Po odstranéni komplexu bylo pfidano &erstvé médium bez obsahu komplexu a
buiiky byly pfed stanovenim exprese EGFP inkubovany v tomto médiu dalii dva dny.

Obr. 16 zndzorfiuje G&inek strategie PCI s osvitem predem na transfekci bunek THX, zprostied-
kovanou poly—L-lysinem, za pouZiti TPPS,, jako fotosenzitizeru, ve srovnani se strategii nasle-
dovného osvitu, pfi pouziti riznych dob ozareni (osvitu). PLL-L: ozafeni po piidavku komplexu
pEGFP-N1/PLL. L-PLL: ozéfeni pred ptidanim komplexu pEGFP-N1/PLL. Prazdné sloupce —
bez osvitu; drafované sloupce — ozifeni po dobu 70 sekund, plné sloupce — ozafeni po dobu

100 sekund. PLL = polylysin.

Obr. 17 znazorfuje GSinek strategie PCL s osvitem predem na transfekei bun¢k THX, zprostfed-
kovanou poly-L-lysinem, za pouZiti TPPS, jako fotosenzitizeru, ve srovnani se strategii nasle-
dovného osvitu, pii pouziti riiznych dob ozateni (osvitu). PLL-L: ozafeni po pridavku komplexu
pEGFP-N1/PLL. L-PLL: ozafeni pred pfidanim komplexu pEGFP-N1/PLL. Prazdné sloupce —

bez osvitu; $rafované sloupce — ozafeni po dobu 70 sekund, plné sloupce — ozafeni po dobu
100 sekund.

Obr. 18 znazorfiuje ucinek strategie PCI s osvitem predem na transfekci bunék HCT | 16, zpro-
sttedkovanou poly-L-lysinem, za pouziti TPPS;, jako fotosenzitizeru, ve srovnani se strategii
nasledovného osvitu, pfi pouziti riiznych dob ozafeni (osvitu). PLL-L: ozifeni po piidavku
komplexu pEGFP-N1/PLL. L-PLL: ozateni pred pfidinim komplexu pEGFP-NI/PLL. Prazdné
sloupce — bez osvitu; Srafované sloupce — ozafeni po dobu 70 sekund, piné sloupce - ozafeni po
dobu 100 sekund.

.19-
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Obr. 19 znazoriuje Géinek strategie PCI s osvitem piedem na transfekci bunek HCT lie,
zprostiedkovanou poly—L—lysinem, za pouziti TPPS, jako fotosenzitizeru, ve srovnani se strategii
nasledovného osvitu, pfi pouziti riznych dob ozafeni (osvitu). PLL-L: ozafeni po pFidavku
komplexu pEGFP-N1/PLL. L-PLL: oziteni pfed pfidnim komplexu pEGFP-N1/PLL. Prazdné
sloupce — bez osvitu; vodorovné srafované sloupce — ozafeni po dobu 1.5 minuty, svisle Srafova-
né sfoupee — ozafeni po dobu 2 minut, pIné sloupce — ozafeni po dobu 3 minut.

Obr. 20 znazorfiuje G&inek strategie PCI sosvitem pfedem na transfekei zprostfedkovanou
DOTAP, za pouziti TPPS, jako fotosenzitizeru, ve srovnani se strategii nasledovneho osvitu, pfi
pouziti riznych dob ozafeni (osvitu). DOTAP-L: ozafeni po ptidavku komplexu pEGFP-NI/-
DOTAP. L-DOTAP: ozifeni pfed ptidinim komplexu pEGFP-N1/DOTAP. Prazdné sloupce
— bez osvitu; $rafované sloupce — ozafeni po dobu 70 sekund, piné sloupce — ozéfeni po dobu
100 sekund.

Obr. 21 znazoriuje O¢inek strategie PCI s osvitem predem na transfekci zprostfedkovanou
SuperFect”, za pouziti TPPS,, jako fotosenzitizeru, pficemz byly pouzity rizné doby ozafeni
a transfekce a ménilo se 1 mnoZstvi DNA pro transfekci. Plné &tverecky — transfekce po dobu
| hodiny s 0,75 pg DNA; plné trojihelnicky — transfekce po dobu 4 hodin s 0,75 g DNA; prazd-
na koledka — transfekce po dobu | hodiny s 1,55 ng DNA.

Obr. 22 znazorfuje u&inek strategie PCl sosvitem pfedem na transfekei zprostfedkovanou
genovou transdukei bunék HCT 116 za pouziti AIPcS, jako fotosenzitizeru, pfitemZ virus byl
pFidavan v riiznych &asech. Procentni mnozstvi transdukovanych bunék, vzniklych za pfidani
viru v riznych dasovych bodech, bylo analyzovano pritokovou cytometrii, jak je popsano v PFi-
kladech. Casové body pridani virovych komplexit jsou vyznadeny na obrazku. Casové body na
levé strané osy Y predstavuji virus pfidavany pied ozafenim, Casové body na prave stran€ osy Y
pFedstavuji virus pridavany po ozafeni. Plné ¢tveretky — | minutové ozafeni; prazdné Stverecky —
bez ozéfeni.

Obr.23 znézoriiuje Glinek strategie PCL sosvitem pfedem na transfekci bunék HCT 116
zprostiedkovanou poly-D-lysinem, za pouziti AIPcSy, jako fotosenzitizeru, pfi¢emz se lisily
doby ozéteni.

Obr. 24 znazoriuje G¢inek strategie PCI s osvitem pfedem na usmrceni bungk cytostatickym
¢inidlem bleomycinem, za pouziti TPPS;, jako fotosenzitizeru, pfiemZ se mnozstvi bleomycinu,
doby ozéfeni a doby transfekce liSily. Prazdné kosoctverce: 5 TPPS—, l1h=5 umol.l'1 bleomycin,
bez TPPS,,, inkubace | hodina; piné kosoctverce: 5 TPPS1, 1Th =S5 umol.| ! bleomycin, s TPPS,,,
inkubace 1 hodina; prazdné trojuhelnicky: 25 TPPS—, 1 h =23 pmol.I"' bleomycin, bez TTPS,,
inkubace 1 hodina; plné trojihelni¢ky: 25 TPPS+, th = 25 um«ol.l'l bleomycin, s TPPS,,,
inkubace 1 hodina; prazdné tvereky: 100 TPPS—, 1 h = 100 umol.| ' bleomycin, bez TPPS,,,
inkubace 1 hodina; plné &tverecky: 100 TPPS+, Th =100 umol.i”' bleomycin, s TPPS,,, inkubace
| hodina; prazdna koletka: 100 TPPS—, 4 h = 100 pmol.l*' bleomycin, bez TPPS,,, inkubace
4 hodiny; plna kolecka: 100 TPPS+, 4h = 100 pmol.I”' bleomycin, s TPPS,,, inkubace 4 hodiny.

Obr. 25 znazorfiuje Géinck PCI s geloninem na 1ébu nadori u mySiho modelu in vivo. Létené
skupiny byly nésledujici: prazdny trojuhelniéek: pouze gelonin; plny ttverelek: placebova lécba
injikaci fosfitem pufrovaného solného roztoku (PBS) v kombinaci s ozafenim; prazdné koso-
ttverce: pouze fotochemické ovlivnéni (tj. AlPcS,, + svétlo), bez geloninu; plna kolecka: pina
lécba PCI s getoninem (1j. AlPcS,, + gelonin + svétlo).
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Priklady provedeni vynéalezu

Materialy a metody
Bunécné tinie

Bunééna linie lidského melanomu THX byla vytvofena z nadorové tkang, ziskané od pacientii
lé&enych na metastazujici maligni melanom v zafizeni ,Norwegian Radium Hospital* (Aamdal
se spoluautory, Int. J. Cancer 37, 579, 1986) a péstovana v kultivaénim médiu RPMI 1640
(Gibco—BRL), doplnéném [0 % fetdlnim telecim sérem (FCS, Gibco-BRL) a 2 mmol.I”
glutaminem (Gibco-BRL). Bunétna linie lidského karcinomu tlustého stteva HCT 116 byla
ziskdna z americké sbirky kultur (American Type Culture Collection, ATCC & CCL-247) a byla
péstovana v kultivaénim médiu RPMI 1640, doplnéném 10 % fetalnim telecim sérem, penicili-
nem v koncentraci 100 U/ml, streptomycinem v koncentraci 100 U/ml a 2 mmol.I"" glutaminem
(viechny reagencie Gibco-BRL, Paisley, Velkd Britanie).

Ozafeni

K ovlivnéni bunék byly pouzity dva odligné svéteiné zdroje, pfitemz oba sestavaly se série Ctyf
fluorescenénich trubic. Buiiky ovliviiované (Iéfené) pisobenim TPPS,, TPPS,, a 3-THPP
(Porphyrin Products, Logan, UT) byly vystaveny modrému svétlu (model 3026; Appl. Photo-
physics, London, Velka Britanie) se svételnou intenzitou piisobici na buriky 1,5 mW/cm’; zatim-
co buiiky ovliviiované (lé¢ené) prostiednictvim AlIPcS,, (Porphyrin Products, Logan, UT) byly
vystaveny ¢ervenému svétlu (Philips TL 20W/09), filtrovanému priichodem ptes filtr Cinemoid
35, se svételnou intenzitou piisobici na butiky 1,35 mW/cm’.

Fluorescenéni mikroskopie

Buitky byly analyzovany fluorescenéni mikroskopii tak, jak popisuje K. Berg se spoluautory
v Biochem. Biophys. Acta 1370, 317-324, 1998. Pro analyzu fluoresceinem oznacenych molekul
byl mikroskop vybaven excitaénim filtrem v rozsahu 450 az 490 nm, rozdélovacem dichroického
paprsku (dichroic beam splitter) pfi vinové délce 510 nm a emisnim filtrem prochazejiciho pasu
510 az 540 nm,

Priprava komplexii plasmid—-pLys a ovlivnéni (lé€ba) bunék

Komplexy plasmid—pLys (pomér naboje 1,7; jak popisuje Berg se spoluautory v Cancer Res. 39,
1180-83, 1999) byly pfipraveny jemnym smichanim 5 ug plasmidu (pEGFP-NI; Clontech
Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) v 75 ul HBS s 5,3 pg pLys (0 molekulové hmotnosti 20 700;
Sigma, St. Louis, MO) v 75 pl HBS. Roztoky byly inkubovany 30 minut pfi teploté mistnosti,
nafedény kultivaénim médiem a poté pfidany k bufikim.

Buiiky THX byly nejprve 18 hodin inkubovany pti teploté¢ 37 °C s AlPcS,, v koncentraci
20 pg/ml, poté byly promyty a inkubovany v médiu bez senzitizaéntho ¢inidla dali 3 hodiny, po
nichZ néstedovala inkubace s komplexy plasmid-~pLys v trvani 1 hodiny a pak vystaveni svétiu.
Alternativné byly butiky po inkubaci s AlPcS,, promyty a inkubovany v médiu bez senzitizal-
niho ¢inidla dal§i 4 hodiny, po nichz nasledovalo vystaveni svétlu a inkubace s komplexy
plasmid—-pLys v trvani | hodiny. Pfed analyzou exprese GFP, provadénou priitokovou cytometrii,
byly buiiky inkubovany 2 dny pfi teploté 37 °C.

Buiiky HCT-116 byly 18 hodin inkubovany s AlPcS,, v koncentract 20 pug/mi, promyty a inku-
bovany 4 hodiny bez pFitomnosti AlPcS,, pied vystavenim svétiu. Bezprostfedné pied nebo po
vystaveni svétlu byly buiiky 4 hodiny ovliviiovany (léeny) komplexem pEGFP-NI. Po 2 dnech
inkubace pti 37 °C byla exprese GFP studovana priitokovou cytometrii.
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Analyza priitokovou cytometrii

Buiiky byly trypsinizovany, odstfedény, resuspendovany ve 400 ul kultivaéniho média a zfiltro-
vany pies nylonovy filtr o velikosti otvorti 50 um. Poté byly buiiky analyzovany za pouziti prato-
kového cytometru FACS—Calibur (Becton Dickinson), Pro kazdy vzorek bylo shromaZdéno
{000 vysledki. Flouresceinova fluorescence (napfiklad zelena fluorescentni bilkovina, GFP,
green Fluorescent protein) byla méfena pres 510 az 530 nm filtr po excitaci argonovym laserem
(200 mW), vyladénym na 488 nm, AlPcS,, bylo méfeno pres podlouhly priichozi filtr 670 nm po
excitaci diodovym laserem (50 mW), vyladénym na 635 nm. Bunééné dublety a mrtvé buriky
byly od jednotlivych zivych bunék odliSeny na zakladé pristupnosti (gating). Hodnoty byly
analyzovany za pouziti programu CELL Quest Software (Becton Dickinson).

Priklad 1
Svétlem indukovana transfekce jako funkce svételné davky

Buriky THX byly 18 hodin ovliviiovany AlPcS,; v koncentraci 20 pg/ml, poté byly promyty
a inkubovany v médiu bez senzitizatniho ¢inidla dal3i 3 hodiny, po nichZ nasledovala inkubace
s 5 pg komplexu plasmid—pLys v trvani | hodiny a pak vystaveni svétlu na 1, 2, 3 nebo 4 minuty.
Alternativné byly buriky po inkubaci s AlPcS,, promyty a inkubovany 4 hodiny v médiu bez
senzitizaéniho Cinidla pfed ovlivaénim svétlem po dobu 1, 2, 3 nebo 4 minut a naslednou inkuba-
¢i 5 komplexem pEGFP-N1/polylysinu v trvani I hodiny, jak je znézornéno na Obr. 1. Pomér
niboje pEGFP-N1/polylysinového komplexu byi 1,7.

Vysledky jsou znazornény na Obr. | a je zjevné, Ze transfekce GFP je stejng (&inna, pokud se
komplex plasmid-pLys (tj. pEGFP--N1/polylysin} pfida k buiikim radéji po vystaveni svétlu nez
pred vystavenim svétlu. Rovnéz je ziejmé, Ze pii obou zplsobech ovlivnéni zavisi procento trans-
fektovanych bunék na délce vystaveni bungk svétlu, pfiéemZ maximalni procentni drovné je
dosazeno kolem 2 minut a poté se sniZuje.

Ptiklad 2

Exprese GFP u bunék HCT-116

Buriiky HCT-116 byly pfed vystavenim svétlu inkubovény 18 hodin s AlPcS,, v koncentraci
20 pg/ml a nasledné 4 hodiny bez ptitomnosti AlPcS,,. Bezprostredné pred nebo po vystaveni
svétlu byly buiiky 4 hodiny ovliviiovany komplexem pEGFP-N{/polylysin, jak je zndzornéno na
Obr. 2. Exprese GFP byla mérena pritokovou cytometrii 2 dny po vystaveni svétlu.

Vysledky jsou znazornény na Obr. 2 a je zjevné, Ze podobné jako u transfekce bunék THX v Pii-
kladu 1, je i transfekce GFP stejné 0éinna, pokud se komplex plasmid-pLys (tj. pEGFP-N1/poly-
lysin) pfida k buiikdm radéji po vystaveni nez pred vystavenim svétlu. Procentni mnoZstvi trans-
fektovanych bunék se opét lisi v zavislosti na délce vystaveni bunék svétiu.

Pfiklad 3

Syntetické acinky ptidani geloninu pted fotochemickym ovlivnénim a po ném

Gelonin je rostlinny toxin, ktery, pokud je pfitomny v cytosolu bunék, uginné inhibuje syntézu

proteinii. Bufiky THX byly pfed vystavenim svétiu inkubovany 18 hodin s AlPcS,, v koncentraci
20 pg/mi a nasledné 4 hodiny bez piitomnosti senzitizaéniho Einidla. Buitky byly bud’ ovliviio-
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vany souéasnym pusobenim AlPcSy, a geloninu v koncentraci | pg/ml, nebo byl gelonin
(1 pg/ml) bezprostiedné po vystaveni svétlu pfidin do média na dobu 18 hodin a poté byl
z média odstranén. Syntéza proteinii byla méfena 24 hodin po vystaveni svétlu.

Vysledky jsou znazornény na Obr. 3 a je zfejmé, ze atkoli samotné fotochemické pusobeni
v neptitomnosti geloninu vede k urditému sniZeni syntézy proteind, pfitomnost geloninu, at’ uz
pied nebo po fotochemickém pisobeni, indukuje vyznamné vy3si inhibici syntézy proteinti. Tyto
adaje ukazuji, ¥e gelonin je internalizovan do bunék, af uZ je uveden do styku s buiikami pied
fotochemickym piisobenim, nebo po ném.

Priklad 4
Uginek doby prodievy na svétlem indukovanou transfekci

Buitky THX byly inkubovéany 18 hodin s AlPcS,, v koncentraci 20 jig/ml, promyty a nasledné
inkubovany 4 hodiny bez p¥itomnosti senzitizaéniho ¢inidla; pak byly vystaveny svétlu po dobu
3 minut. V ristovém médiu byly buiiky inkubovéany po doby, uvedené v Obr. 4 a nasledné byly
ovlivnény komplexem pEGFP-N 1/polylysin (pomé&r naboje 1,7) v trvéni 1 hodiny. Exprese GFP
byla analyzovana priitokovou cytometrii 48 hodin po vystaveni svétlu.

Vysledky jsou znazomény na Obr. 4 a je ziejmé, Ze pro dosaZeni nejlepsiho vysledku by moleku-
ly, které maji byt internalizovany, mély byt vystaveny buiikdm brzo po fotochemickém piiscbeni,
nebot’ transfekce udinkem pEGFP-NI klesa s polodasem pfiblizné 5 hodin po vystaveni svétlu.

Ptiklad 5
Uginnost transfekce jako funkce transfekéniho impulzu, vztahujiciho se k ozafeni

Buiiky THX byly inkubovany 18 hodin s AlPcS,, v koncentraci 20 ug/ml, promyty a nasledné
inkubovany 4 hodiny bez pfitomnosti senzitiza¢niho €inidla. Butiky obdrzely impuls (v trvani
0,5 hodiny nebo | hodina, ptitemz $ifka sloupce na Obr. 5 odrazi poditek a konec plisobeni)
ovlivnéni prostfednictvim komplexu pEGFP-N1/polylysin bud’ pted tiiminutovym vystavenim
svétlu (zaporné hodnoty na ose x) nebo po ném (kladné hodnoty na ose x). Exprese GFP byla
analyzovana pratokovou cytometrii 48 hodin po vystaveni svétlu. Udaje z nékolika pokusi byly
normalizovany tak, e (¢innost transfekce provedené pravé pred vystavenim svétlu nebo praveé
po ném byla povazovana za 100 %,

Vysledky jsou znazornény na Obr. 5 a je zfejmé, Ze pro nejlepsi uginnost transfekce by buriky
mély byt vystaveny molekuldm, které maji byt internalizovany, bud’ kritce pfed vystavenim
svétlu, nebo kratce po ném.

Ptiklad 6
Svétlem indukovana transfekce — zdvislost na dobé inkubace s komplexem pEGFP-N1/polylysin

Buriky THX byly inkubovany 18 hodin s AlPcS,, v koncentraci 20 ug/ml, promyty a nasledné
pied vystavenim svétlu inkubovany 4 hodiny bez pitomnosti senzitizatniho €inidla. Pak byly
inkubovéany s komplexem pEGFP-N1/polylysin (pomér naboje 1,7). v trvani aZ do 6 hodin, jak je
znazoméno na Obr. 6A. Exprese GFP byla analyzovana pritokovou cytometrii 48 hodin po
vystaveni svétlu. Podet bunék exprimujicich GFP po takovém ovlivnéni je znazornén na Obr. 6B
a specifitnost riznych ovlivnéni je zndzornéna na Obr. 6C.
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Vysledky jsou znazornény na Obr. 6 a je zfejmé, ze ackoli se podet transfektovanych bunék
zvysuje s rostouci dobou inkubace s komplexem pEGFP-N1/polylysin (Obr. 6B), nejvyssi speci-
ficnost transfekce se uplatituje po nejkratsich dobach inkubace (Obr. 6C).

Piiklad 7
Ovlivnéni komplexem pEGFP-N1/polylysin pii 0 °C

Tento pokus byl navrzen k testovani toho, zda fotochemické ovlivnéni mize vést k meniimu
poskozeni bunénych membran, coZ by znamenalo, Ze plasmid ptivedeny do styku s burikami po
ovlivnéni svétlem by mohl proniknout plasmatickou membranou.

Buitky THX byly inkubovény 18 hodin s AIPcS,, v koncentraci 20 pg/ml, promyty a nasledné
inkuboviny 4 hodiny bez ptitomnosti senzitizadniho &inidla pied vystavenim svétlu. Nasledn&
byly okamZit¢ inkubovany s komplexem pEGFP-N1/polylysin (pomér niboje 1,7) 45 minut pfi
teploté 0 °C. Pak byly butiky bud* A) trypsinizovany a zaotkovany aniz by byly pfevedeny na
37°C; nebo B) prevedeny na teplotu 37 °C bez trypsinizace. Buiiky byly vystaveny svétlu tak,
jak je uvedeno na Obr. 8, Exprese GFP byla analyzovana pritokovou cytometrii 48 hodin po
vystaveni bunék svétlu,

Po 45 minutové inkubaci bunék pi 0 °C s komplexem pEGFP-N1/polylysin bude komplex prile-
pen na jejich bunéény povreh, ale nebude endocytovan. PFi popisovaném pokusu byly bufiky
THX nasledné bud’ inkubovany pfi 37 °C v médiu bez pfitomnosti plasmidu (Obr. 8B) nebo
trypsinizovany (Obr. 8A) k odstranéni plasmidu z povrchu a byly zaoékovany do novych misek
pti teploté 37 °C. Vysledky ukazuji, ze komplex plasmid/polylysin po fotochemickém pusobeni
nepronika plasmatickou membranou,

Priklad 8
Kombinace 3-THPP a svétla s ovlivnénim komplexem pEGFP-N1/polylysin

Buiiky THX byly ovliviiovény 18 hodin piisobenim 3~THPP v koncentraci 0,25 ug/ml, nasledné
byly promyty a inkubovény pied vystavenim svétlu 4 hodiny v médiu bez pFitomnosti senzitiza¢-
niho &inidla. Bezprostfedng poté byly inkubovany | hodinu s komplexem pEGFP-N1/polylysin
(pomér naboje 1,7). Buiiky byly vystaveny svétlu tak, jak je uvedeno v Obr. 9 a exprese GFP
byla analyzovany priitokovou cytometrii 48 hodin po vystaveni bunék svétiu,

3—THPP je fotosenzitizujicim ¢inidlem, jehoZ hlavni lokalizace neni v endosomech nebo v lyso-
somech, Vysledky zndzoméni na Obr. 9 ukazuji. #e ovlivnéni bunék prostiednictvim
3-THPP pted ozitenim indukuje pouze mensi zvyseni exprese GFP ve srovnani s vysledky, uve-
denymi v pfedchozich Ptikladech, v nichz byl jako fotosenzitizujici &inidlo pouzit AIPcS,, (disul-
fonovany hlinity ftalocyanin). To ukazuje, ze vyhodné maze byt takové fotosenzitizujici &inidlo,
které je lokalizovano v endosomech a lysosomech.

Priklad 9

Kombinace fotosenzitizeru a pfedbézného ovlivnéni svétlem umoziiuje transfekei bunék za pou-
ziti kationtovych lipidi

Butiky HCT 116 byly zaotkovany v hustoté 75 000 bunék na jamku do 12 jamkovych desticek
Jeden den pfed provadénim pokusu. Buiky byly 18 hodin inkubovany s fotosenzitizerem AlPcS,,
(20 pg/mt), pak nasledovala prodleva v trvani 7 hodin v médiu bez pfitomnosti fotosenzitiza&ni-
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ho ¢inidla a poté byly buiiky vystaveny na 7 minut Servenému svétlu. Pak byly tyto bufiky
inkubovany s komplexem kationtového lipidu DOTAP (DOTAP byt ziskan od firmy Boehringer)
s plasmidem pEGFP-N1 (5:1 DOTAP/plasmid, 1| pg/ml pEGFP-N1) po dobu 3 hodin, promyty
ristovym médiem a inkubovény 21 hodin pti 37 °C pied tim, neZ byla exprese EGFP méfena
pritokovou cytometrii tak, jak je popsano v Materialech a metodach. Kontrolni buiiky nebyly
vystaveny svétlu, ale jinak bylo jejich ovlivnéni shodné.

Vysledky jsou zndzornéné na Obr. 10 a je ztejmé, e pusobeni PCI zvySuje Glinnost transfekce
s komplexem DOTAP/plasmid piiblizné Etyfnasobné.

Piiklad 10
Uginek PCI na transdukci bunék THX adenovirem
Material

Di—B-D—galaktopyranosid fluoresceinu (FDG) byl ziskan od firmy Molecular Probes (F-1179).
Zasobni roztok v koncentraci 20 mmol.I" byl pfipraven rozpusténim prasku v poméru L:1 ve
smési DMSO (dimethylsulfoxid)/ethanol. Smés byla postupné pfidavana do ptisluiného objemu
ledové studené vody k vytvoreni soustavy voda/DMSO/ethanol v poméru 8:1:1.

Rekombinantni virus AJCA17lacZ byl vytvoren a propagovan v lidské buné¢né linii 293, tedy
linii Ad El-transformovanych embryonalnich ledvinnych bunégk, uchovavané v minimainim
esencialnim médiu MEM F-11, doplnéném 10% fetainim telecim sérem, penicilinem (100 U/ml,
Gibeco—-BRL), streptomycinem (0,1 mg/ml, Gibco-BRL) 2 glutaminem (2 mmol.I™).

Konstrukce rekombinantniho viru

Rekombinantni adenovirus AdCA17lacZ, kédujici lacZ gen E. coli pod kontrolou lidského
promotoru CMYV, byl ziskan homologni rekombinaci za pouziti systému pJM17 v 293 buiikach
(Addison se spoluautory, J. Gen. Virol. 78, 1653-1661, 1997). Rekombinantni vektory byly pla-

kové Eittény, péstovany do vysokého titru v 293 buiikich a Eistény gradientem chloridu cesného,
jak bylo popsano dfive (Hitt se spoluautory, Methods in Mol. Genetics 7, 15-30, 1995).

Senzitizace bunék

Buriky THX (4 x 10° bunék) byly zaotkovany na misky o priméru 6 cm a ponechany rist pies
noc. Pii piiblizng 60% konfluenci (soub&zném ristu) bylo ristové médium nahraZeno 2 ml risto-
vého média, dopinéného AlPcS,, v koncentraci 20 pg/ml a misky byly umistény na 16az
18 hodin zpatky do inkubétoru. Médium obsahujici senzitizaéni &inidlo pak bylo odsato a bufiky
byly inkubovany alespoit 4 hodiny v béZném rilstovém médiu pred ovlivnénim svétlem a infikaci
virem.

Infikace bunék

K uvolndni bundk ze tf misek byla pouita soustava trypsin-EDTA a pramérny pocet bunék
v miskdch byl vypotitan za pouziti Biircherovy komirky. Nafedéni adenoviru bylo ptipraveno
v PBS sCaCl; (0,68 mmol.I"") a MgCl, (0,5 mmol.I""} podle pottu bunék, které mély byt
infikovany. Buiky byly obvykle infikovany pfi m.o.i. (multiplicity of infection, nasobnosti infek-
ce)lalol.

Pred piidanim viru byly buitky vystaveny Cervenému svétlu (Philips TL 20W/09, filtrovanému
pres filtr Cinemoid 35, se svételnou intenzitou plsobici na buiky 1,35 mWicm®) po dobu
3 minut. Nésledné bylo médium odsato a do kazdé misky bylo pfidano 200 pl virové suspenze
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(nebo PBS s 0,68 mmol.I" CaCl, a 0,5 mmol.I”" MgCl, v pFipadé kontrol neovliviiovanych
virem). Po inkubaci probihajici 30 minut pii 37 °C bylo piidano 5 mi obvyklého ristového média
a bufiky byly ponechany rist 48 hodin.

Stanoveni B—galaktosidazy

Buriky byly uvolnény piisobenim trypsinw/EDTA a resuspendovany v $ ml ristového média. Po
odstiedéni (5 minut, 1000 otadek za minutu) bylo médium odsato, bunéény pelet byl resuspendo-

van v 50 pl ristového média a zkumavky byly na 5 minut umistény do vodni lzné o teploté
37 °C.

Nasledné bylo do zkumavek ptidano 50 pl 2 mmol.I"' roztoku FDG, pfedem zahtatého na teplotu
37°C a zkumavky byly vraceny na | minutu do vodni ldzné. Nakonec bylo ptidano 900 ul
ristového média a zkumavky byly inkubovany 30 aZ 60 minut v ledu ped analyzou vzorki
pritokovou cytometrii, jak bylo popsino vy3e.

Buiiky THX byly ovlivnény AlPcS,, (oznadeném na Obr. 11 Jako PS) a adenovirem (ozna¢ovan
na Obr. 11 jako ,,virus“) a na 3 az 4 minuty byly vystaveny svétlu tak, jak bylo popséano v odstav-
ci Material a metody. Aktivita P—galaktosidazy (B-gal) byla méena pritokovou cytometrii.
Celkova aktivita B—gal byla kvantifikovana sloutenim (integraci) bunék, které jsou vzhledem k
P—gal positivni a jejich B—galaktosiddzové aktivity, Jak pocet bunék, které jsou vzhledem k p—gal
positivni, tak i priméma B—galaktosidazova aktivita byly a¢inkem PCI zvy3eny.

Vysledky ukazuji, ze k minimalni infikaci bunék THX dochazi pfi inkubaci bunék se samotnym
virem nebo s virem a s fotosenzitizujicim inidlem, a e fotochemické ovlivnéni, tj. pfidavek
svétla k fotosenzitizujicimu &inidlu, vyznamné zesiluje transdukci bunék (jak je prokdzano
zvySenim -galaktosidazové aktivity).

Ptiklad 11

Uginek fotochemického ovlivnéni na intraceluldrni (nitrobuné&nou) lokalizaci molekuly oznagu-
tici endocytézu

Buiiky THX byly zaotkovany na misky Falcon 3001 (2,5 x 10" bunék na misku) a dal§i den byly
I8 hodin ovliviiovany plsobenim AIPcS,, v koncentraci 20 ng/ml, promyty k odstranéni AlP¢S.,,
a inkubovany v médiu bez obsahu AlPcS,, po dobu 4 hodin. Poté byly buiiky na 4 minuty
vystaveny svétlu a nasledné inkubovany 3 hodiny s endocytarnim markerem FITC—dextranem
v koncentraci 5 mg/ml. Neozafené buitky byly ovliviiovany obdobné, s vyjimkou ozafeni. Intra-
celularni fokalizace FITC-dextranu v uvolnénych bufikich byla pozorovina fluorescenénim
mikroskopem Zeiss Axioplan (Oberkochen, Némecko) za pouZiti objektivu pro 63—ndsobné
zvétieni, excitalniho filtru pro oblast 540 az 490 nm a emisniho filtru pro oblast 510 az 540 nm.
Fluorescenéni mikrosnimky byly zaznamenavany pomoci chlazené CCD (charge—coupled
device) kamery (Photometric Inc., Tuscon, AZ).

Vysledky zndzornéné na Obr. 12 ukazuji, ze PCI s vynaloZenim svétla pted inkubaci s fluores-
cenc¢nim endocytarnim markerem FITC—dextranem posunuje lokalizaci tohoto markeru (oznacu-
Jici slouceniny) z endocytémich méchyiki (body viditelné v ¢asti 12A pro neozarené buiiky) do
cytosolu (difusni fluorescence, viditelna v ¢asti 12 B u ozafenych bunék). Pokud je tedy ovliv-
néni svétlem provedeno pred pfidavkem makromolekuly, ktera ma byt internalizovéna, je takova
makromolekula velmi rychle pfevedena do cytosolu, coZ podstatné snizuje moznosti lysosomal-
niho odbourani (degradace} takové molekuly.
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Ptiklad 12
Uginky fotochemického ovlivnéni na geloninovou toxicitu v buiikich THX a HCT-i16

Gelonin je rostlinny toxin, ktery G&inné inhibuje syntézu proteind, pokud je piitomny v cytosolu
bunék, ale ktery neni schopen se do cytosoiu sam o sobé dostat a g)roto je celkem netoxicky pro
nenaruiené, intaktni buitky. Pro ovlivnéni geloninem bylo 25 x 10" bunek na jamku zaockovano
na desti¢ky o 24 jamkach (Nunc, Dansko). Dal3i den byl pfidan AlPcSy, a buiiky byly 18 hodin
inkubovany pfi 37 °C. Veskeré postupy po pridani AIPcS,, byly provadény pfi utlumeném svétle.
PH strategii ,,osvit pfedem™ byly buiiky promyty k odstranéni AlPcS,, a inkubovény v médiu bez
obsahu AIPcS,, po dobu 4 hodin. Poté byly buiiky vystaveny svétlu (jak je oznaceno na obraz-
cich) a nasledné byly 18 hodin ovliviiovany geloninem v koncentraci 1 pg/ml. U strategie ,,0svit
nasledn&” byly buiiky 18 hodin inkubovany spoleéné s AlPcS,, v koncentraci 20 ug/m! is geloni-
nem v koncentraci 1 pg/ml a poté byly promyty a vystaveny svétlu tak, jak je oznadeno na obraz-
ku.

Neozafené buiiky byly ovliviiovany obdobnym zpiisobem s vyjimkou ozafeni. Ovliviiované bui-
ky byly jednou promyty kultivatnim médiem a po pfidani derstvého média byly inkubovany pfi
teploté 37 °C aZ do dalsi analyzy. Inhibice syntézy proteini byla stanovovana inkorporac [PH]-
feucinu do proteinu 24 hodin po vystaveni svétlu. Ozéfeni bylo provedeno ze svételné lavice se
Styfmi svételnymi trubicemi (Philips TL 20W/09) a podiouhlym prichozim filtrem pro oblast
550 a2 600 nm. Svételna intenzita pisobici na buiiky byla 13,5 Wim’,

Tento piiklad ukazuje, Ze jak u bundk THX (Obr. 13A), tak i u bunék HCT-118 (Obr. 13B)
funguje strategie ,.osvit pfedem* lépe neZ postup ,osvit nasledné®. U bunék THX pii nejvy3si
davce svitla byla tedy inhibice syntézy proteind u postupu osvit pfedem™ ptiblizné trojnasobna
ve srovndni s postupem ,,0svit nasledn&”. Rovnéz je ziejmé, Ze u obou bunéénych linii nema
gelonin sim o sobg, bez PCl—ovlivnéni, adny toxicky G¢inek, coZ prokazuje G€innost
a specifi¢nost pfi indukei G&inké toxinu, kterych lze dosahnout fotochemickym ovlivnénim.

Ptiklad 13
Fotochemicka stimulace adenovirem zprostiedkované transdukce genu

Buiiky THX byly v mnoZstvi 5 x 10* na jamku zaotkovény na desticky o 6 jamkach. Dal3i den
byl ptidin AlPcS;, a bufiky byly 18 hodin inkubovény pfi 37 °C. Veskere postupy po pridani
AIPcS,, byly provadény pii utlumeném svétle. Pii strategii ,,0svit predem* byly bufiky promyty
k odstranéni AlPcSy a inkubovany v médiu bez obsahu AIPcS,, po dobu 4 hodin. Pote byly
buiiky po dobu 3 minut vystaveny svétlu a nasledné byly ovliviiovany adenovirovym vektorem
AdHCMV—lacZ (oznatovanym také v PHkladu 10 jako AdCA171acZ) pii nasobnosti infekce
(MOI) 1 po dobu 30 minut. Tento vektor obsahuje reportérovy gen B—galaktosidazy, jehoz expre-
si Ize analyzovat pritokovou cytometrii (viz nize).

U strategie ,,osvit nasledné” byly buitky ovlivnéné AlPcSy, a promyté nejprve ovliviiovany ade-
novirem ve stejné koncentraci a po stejnou dobu, jak bylo popséano vyse, nasledné byly promyty a
po pridavku ¢erstvého kultivaéniho média byla vystaveny svétlu. Neozafované buiiky byly ovliv-
fiovany stejnym zpiisobem, s vyjimkou ozateni.

Ovliviiované bufiky byly jednou promyty kultivatnim médiem a po pridavku Cerstvého média
byly inkubovany pii 37 °C az do dalsi analyzy. Exprese 3—galaktosidazy byla analyzovéana prito-
kovou cytometrii dva dny po vystaveni svétlu. Podrobné postupy pro konstrukei viru (ktery je
ozna¢ovan jako AdAHCMV-lacZ, nebo jako AdCA17lacZ), pro ovlivnéni bunek, ozateni a analy-
zu exprese P—galaktosidazy jsou popsany v Piikladu 10.
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Vysledky (Obr. 14) ukazuji, Ze fotochemické ovlivnéni, vyuzivajici postup ,,0svit pfedem™ (zna-
zornéné stoupei na pravé strané Obr. 14), zvySuje procento bunék exprimujicich [3—galaktosidazu
piiblizné Sestindsobné; od 2,5 % do 15 % za téchto pokusnych podminek. RovnézZ je ziejme, ze
iéinek postupu ,,0svit predem* byl téméf shodny s G&inkem, ziskanému za pouziti postupu ,,0svit
nasledné” (viz sloupce na levé stran€ Obr. 14).

Ptiklad 14
Uginek doby inkubace na i¢innost svétlem indukované transdukce

Buriky THX v mnozstvi 5 x 10* na jamku a buiiky HCT-116 v mnozstvi 7,5 x 10* na jamku byly
zaockovény na desticky o 6, respektive 12 jamkach. Druhy den byl piidan AlPcS,, v koncentraci
20 pg/mi a buiiky byly (8 hodin inkubovény pti 37 °C. Veskeré postupy po pfidani AIPcS,, byly
provadény pti utlumeném svétle. Buitky promyty k odstranéni AIPcSy, a inkubovany v médiu bez
obsahu AIPcS,, po dobu 4 hodin. Poté byly bufiky vystaveny svétlu (buiiky THX po dobu
3 minut, butky HCT-116 po dobu 7 minut) a nasledn& byly ovliviiovany komplexem pEGFP-
N1/polylysin (5 pg/ml pEGFP-N1) po doby, oznaené na Obr. 15. Neozifené buriky byly
ovliviiovany stejnym zpisobem, s vyjimkou ozafeni. Ovliviiované buiiky byly jednou promyty
kultivaénim médiem a po ptidani &erstvého média byly inkubovany pfi teploté 37 °C 2 dny do
analyzy exprese EGFP pritokovou cytometrii (viz Materidly a metody).

Ozafeni bylo provedeno ze svételné lavice se étyfmi svételnymi trubicemi (Philips TL 20W/09)
a podiouhlym priichozim filtrem pro oblast 550 az 600 nm. Svételna intenzita plisobici na bufiky
byla 13,5 W/m".

Komplex pEGFP-N l/polylysin (pomér naboje 1,7) byl ptipraven mirnym smisenim roztoki plas-
midu a polylysinu, pfipravenych oddélené: 5 pg plasmidu pEGFP-N1 bylo nafedéno 75 pul vody
a 5,3 ug polylysinu bylo rovné2 nafedéno 75 ul vody. Oba roztoky byly smichany a inkubovany
30 minut pfi teplot& mistnosti, nafedény kultivaénim médiem na 1 ml a ptidany k bufikam.

Vysledky (Obr. 15) ukazuji, 7e transfekce jak bunék THX, tak i bunék HCT-116 komplexy
DNA/polylysin miZe byt siing indukovany fotochemickym ovlivnénim typu ,,osvit pfedem®. Je
ziejmé, 7e stimulace transfekee je GEinnd jiZz po kratkych dobach inkubace s DNA, alespofi do
30 minut inkuba&ni doby. Svétlem indukovand transfekce roste s dobou inkubace, oviem po
pfiblizné 2 hodinach inkubace s DNA se zdénlive ustali.

Priklad 15

Uéinek strategie PCI | osvit predem* na transfekci bunék THX, zprostiedkovanou poly—1—lysi-
nem za pouziti TPPS;, jako fotosenzitizeru

Disulfonat tetrafenylporfinu (TPPS:,), &. SarZe 04197, byl vyroben firmou Porphyrin Products
(UT, USA). TPPS,, byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (DMSQ).

Plasmid pEGFP-N1 byl ziskdn zClontech Laboratories Inc. (CA, USA, katalogové ¢islo
6085~1). Pouzita 3arze (¢. EGFP-N1-1002) byla vyrobena firmou ELIM Biopharmaceuticals,
Inc. (CA, USA) a dodavana) v koncentraci 5 mg/ml sterilni vody. Zasobni roztok 0,5 mg/ml byl
piipraven ve sterilnim TE-pufru o pH 7,4 (1 mmol.I"" Tris—HCI, 1 mmol.I"* EDTA) a uchovavin
pii -20 °C.

Buitky THX lidského melanomu byly kultivovany v médiu RPMI, dopinéném 10 % fetalnim
telecim sérem, penicilinem/streptomycinem a L-glutaminem. Pfi ztlumeném svétle bylo médium
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odstranéno nahrazeno médiem obsahujicim TPPS,, v koncentraci 2 pg/ml. Buriky (chranéné pfed
svéttem) byly inkubovéany 18 hodin pii 37 °C. Poté byly trojnasobné promyty médiem a do
vzorkii PLL-L {,,0svit nasledovn&*) byl ptidan | ml média, obsahujiciho komplex pEGFP-N1/-
poly—L-lysin. Komplex obsahoval 5 ug pEGFP-N1 a mél pomér naboje poly-L-lysinu (PLL)
aDNA 1,7. Po 4 hodinach dal3i inkubace pfi 37 °C a ve tmé bylo médium odstranéno a buiky
byly jednou promyty médiem. Nasledng byl pfidan 1 ml média a buiiky byly vystaveny modrému
svétlu, jak je znazornéno na Obr. 16 a popsano v odstavci Material a metody.

Vzorky L-PPL (,,0svit nasledovné“) byly nejprve 4 hodiny inkubovany v médiu bez komplexu
pEGFP-N1/PLL, komplex byl pfidin bezprostfedn& po ozdfeni a odstranén po dalSich
4 hodinach inkubace. Buiiky byly inkubovany 48 hodin (stale chranény pred svétlem) a poté byly
analyzovany vzhledem k expresi EGFP priitokovou cytometrii. Pro tuto analyzu byly buriky
trypsinizovany {Trypsin~EDTA, Sigma, MO, USA), resuspendovany v 0,4 ml média RPMI
a zfiltrovany pies nylonovy filtr o velikosti otvor 50 pm. Poté byly bufiky analyzovany za
pouziti pritokového cytometru FACSalibur (Becton Dickinson, CA, USA). Méfeni EGFP se
provadélo pfes filtr 510 az 540 nm po excitaci pfi 488 nm. Pro kazdy vzorek bylo shromazd€no
1000 vysledki. K odli$eni mrtvych a zivych bunék byl pouit propidiumiodid (1 pg/ml) a k odli-
$eni bunéénych dubletii od jednotlivych bun&k bylo pouzito pulsniho zpracovani. Hodnoty byly
analyzovany za pouZiti programu CELLQuest Software (Becton Dickinson, CA, USA).

Vysledky

Jak je zfejmé z Obr. 16, za poutiti fotosenzitizéru TPPS, u poly-L-lysinem zprostiedkované
transfekce bunék THX funguje p¥idani ptenasené molekuly postupem ,,osvit pfedem” stejné, jako
postupem ,,0svit nasledné®,

Pitklad 16

Uginek strategie PCI ,,0svit pfedem™ na transfekci bunék THX, zprostiedkovanou poly-L-lysi-
nem za pouZiti TPPS, jako fotosenzitizeru

Buiiky THX byly p&stovany a ovliviovany tak, jak je popsano v Piikladu 15, jen s tim rozdilem,
7¢ misto TPPS,, byl pouZit fotosenzitizer TPPS, (75 pg/mi).

Vysledky

ZObr. 17 je ziejmé, Ze za poutiti fotosenzitizéru TPPS, u poly-L-lysinem zprostiedkované
transfekce bunék THX funguje postup ,,osvit pfedem* ponékud lépe neZ postup ,,osvit nasledné®,
ale ob&ma postupy je stale dosazeno transfekce.

Ptiklad 17

Uginek strategie PCI ,,0svit pfedem® na transfekci bunék HCT-116, zprostfedkovanou poly-L-
lysinem za pouziti TPPS,, jako fotosenzitizeru

Buitky HCT-116 byly péstovény a ovliviiovany stejné, jak bylo popsdno v Pfikladu 15.
Vysledky

Z Obr. 18 je ziejmé, Ze za pouziti fotosenzitizéru TPPS,, u poly-L-lysinem zprostiedkované
transfekce bunék HCT-116 funguje postup ,,osvit pfedem™ stejné jako postup ,,0svit nasledné™.
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Pfiklad 18

Ucinek strategie PCI osvit pfedem™ na transfekci bunék HCT-116, zprostfedkovanou poly-L—
lysinem za pouziti TPPS, jako fotosenzitizeru

Buriky HCT-116 byly péstovany a ovliviiovany stejné, Jjak bylo popsano v Prikladu 15, jen s tim
rozdilem, Ze misto TPPS;, byl pouzit fotosenzitizer TPPS, (75 pg/ml).

Vysledky

Z 0br. 19 je ziejmé, Ze za pouziti fotosenzitizeru TPPS, u poly—L—-lysinem zprostiedkované
transfekee bunék HCT-116 funguje postup ,.0svit predem* stejné jako postup ,,osvit nasledné*.

Pfiklad 19

Uginek strategie PCI ,,osvit predem™ na transfekei, zprostiedkovanou DOTAP, za pouziti TPPS,
Jako fotosenzitizeru

Buiky HCT-116 byly p&stovany v médiu RPMI~1640, doplnéném 10 % fetainim telecim sérem,
penicilinem/streptomycinem a L-glutaminem. P¥ ztlumeném svétle bylo médium odstranéno
a nahrazeno médiem obsahujicim TPPS, v koncentraci 75 pg/mi. Buriky (chranéné pred svétlem)
byly inkubovény 18 hodin pfi 37 °C. Poté byly trojnasobn¢ promyty médiem a ke vzorkim
DOTAP-L (,,osvit nasledovné*) byl pfidan 1 ml média obsahujiciho komplex 1 pg pEGFP-NI
a5 ug DOTAP. Po 4 hodinich dalsi inkubace ve tmé a p#i 37 °C bylo médium odstranéno a buii-
ky byly vystaveny modrému svétlu tak, jak je uvedeno na Obr. 20 a popsano v odstavci Material
a metody.

U vzorkii L-DOTAP (,0svit ptedem™) byly vzorky nejprve 4 hodiny inkubovany v médiu bez
pritomnosti kemplexu pEGFP-NI/DOTAP, ktery byl pfidan bezprostfedné po ozafeni a odstra-
nén po daldich 4 hodinich inkubace. Buiiky pak byly inkubovany | den (stale chranéné pied
svétlem) pfed analyzou exprese EGFP pritokovou cytometrii, Jjak bylo popsano v Piikladu 15.

Vysledky
2 0br. 20 je zfejmé, Ze pro transfekci bunék HCT-116, zprostiedkovanou kationtovym lipidem
DOTAP, slouzi za pouziti TPPS, jako fotosenzitizeru postup ,,0svit pfedem* podstatné lépe nez

postup ,,0svit nasledovné“. Postup ,osvit pfedem” se zda byt zvI4ste vyhodny pro transfekci
zprostiedkovanou kationtovymi lipidy.

Priklad 20

Uginek strategie PCI ,,osvit pfedem™ na transfekei zprostfedkovanou litkou SuperFect®, za pou-
ziti TPPS,, jako fotosenzitizery

SuperFact® byl ziskan od firmy QIAGEN AG.

Pfiprava komplexii plasmid/Superfact®

Komplexy plasmid/SuperFact® byly pipraveny nésledovné: (i) pEGFP~N1 byl natedén médiem
RPMI 1640 (bez obsahu séra, proteinii a antibiotik). (ii) SuperFect® (2 ul na ug DNA) byl pFidan

k roztoku plasmidu a cely obsah byl vifivé michan 10 sekund (iii). Roztok byl inkubovén 10 az
20 minut pfi teploté mistnosti k umoznéni tvorby komplexu. (iv) 400 ul ristového bunééného
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média (se sérem a antibiotiky) bylo pfidano do zkumavek, obsahujicich transfekéni komplexy,
obsahy zkumavek byly promichany dvojnasobnym pipetovanim tam a zpét a celkovy objem byl
okamyzité pfeveden k bufikdm.

Ovlivnéni bunék

Buiiky HCT-116 (75 000 bungk na jamku; 1 ml na jamku) byly zaolkovany na desticky o 12
jamkach (Costar Coming, NY, USA) a ponechany prichytit se po dobu 6 hodin. Poté byl pfidan
1 ml média s TPPS,, (0,7 ug/ml) a buiiky byly inkubovany 13 hodin (5% CO; obj./obj., 37 °C).
Poté byly trojnasobné promyty médiem a inkubovany dalsi 4 hodiny (5% CO; obj./obj., 37°C)
v médiu s obsahem séra. Buiiky byly ozafeny vystavenim lavici o Styfech fluorescencnich trubi-
cich (Osram 18W/67) s nejvyssim pisobenim v oblasti pfiblizng 420 nm. Komplexy plasmid/-
SuperFect” byly pridény bezprostfedn¢ po vystaveni bunék svétlu a buriky nimi byly inkubovany
| hodinu nebo 4 hodiny. Nasledng byly &tyfnasobné promyty v médiu RPMI 1640 a po pfidani
| ml média byly déle inkubovany po dobu 2 dni. Poté byla exprese EGFP analyzovana priitoko-
vou cytometrii, jak bylo popsano v Piikladu 15.

Vysledky

Je ztejmé (z Obr. 21), Ze PCI podstatné zlepsuje transfekei zprostiedkovanou latkou SuperFect®
za viech testovanych podminek. Napiiklad pro 0,75 pg DNA a | hodinu transfekce bylo pozoro-
vano devitindsobného zlepseni, zatimeo pro 0,75 pg DNA a 4 hodiny transfekce bylo pozorovano
desetindsobné zlepseni.

Ptiklad 21

Utinek strategie PCI ,,osvit pfedem™ na adenovirem zprostiedkovanou genovou transdukei bungk
HCT-116, za pouziti TPPS,, jako fotosenzitizeru

Buitky HCT-116 byly kultivovény v médiu RPMI 1640, doplnéném 10% fetainim telecim sérem,
penicilinem/streptomycinem a L—glutaminem. Za ztlumeného svétla bylo médium odstranéno
ado kazdé jamky bylo pfidano médium s obsahem 1 pg/m! TPPSy,. Buiky (chrdnéne pted
svétlem) byly inkubovény 18 hodin pti 37 °C. Poté byly trojndsobné promyty meédiem a nasledné
byly infikovany Ad-HCMV-lacZ adenovirem v raznych &asovych okamzicich pfed ozafenim,
nebo po ném (které bylo vzdy provedeno 4 hodiny po odstranéni fotosenzitizéru). Buiky pak
byly inkubovany dal3i 2 dny (stale chrédnéné pred svétlem) az do analyzy B-galaktosidazové akti-
vity pritokovou cytometrii, jak je popsano v P¥ikladu 10 (a v Materidlech a metodéch).

Vysledky

Obr. 22 znazorfiuje Geinek nadasovani svételneho ovlivnéni vzhledem k dodani viru na Ginek
PCI pti adenovirem zprostiedkované genové transdukci. Je zfejmé, Ze pti postupu ,,osvit pfedem™
(prava strana osy Y) je PCl ozéfeni (¢inné alespori 13 hodin, takZe virus mize byt podavan az do
13 hodin po ozafeni za stalého udrZeni kladnych G&inkd PCI na transdukei. Tato skuteénost je
velmi dole¥ita z klinického hlediska, nebot’ to klinickému lekafi poskytuje vetsi pruznost pfi pla-
novéni 1ééby a koordinaci s dalsi Iétbou, kterou muze pacient podstupovat, naptiklad s chirurgic-
kymi zakroky.

Ptiklad 22

Uginek strategie PCI ,,0svit pfedem* na transfekei bunék HCT-116 zprostfedkovanou poly-D-
lysinem, za pouZiti TPPS,, jako fotosenzitizeru
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Buiky HCT-116 byly péstovany, oviiviovany a analyzovany tak, jak je popsano v Pfikladu 15
5 tou vyhradou, Ze misto poly-L~lysinu byl pro pfipravu komplexu s pEGFP-NI pouzit poly-D—
lysin,

Vysledky

Z Obr, 23 je ziejmé, 7e PCI s postupem ,,osvit pfedem* funguje stejné dobe i za pouziti poly-
kationtu poly-D-lysinu jako transfekéniho &inidla.

Pfiklad 23

Ucinek strategie PCI ,,0svit pfedem™ na zabijeni bunék cytostatickym Cinidlem bleomycinem, za
pouziti TPPS, jako fotosenzitizeru

Disulfonat tetrafenylporfinu (TPPS,,), darze &. 04197, byl vyroben firmou Porfyrin Products (UT,
USA). TPPS;, byl rozpuitén v dimethylsulfoxidu,

V této studii byla pouzita bunéénd linie plicnich fibroblastd V79 ¢inského kfedka.

MTT (3—[4,5~dimethylthiazoI—Z—yl]—Z,S—difeny!tetrazoliumbromid) byl ziskén od firmy Sigma
(MO, USA, katalogové &islo M 2128), rozpustén v PBS (fosfatem pufrovaném solném roztoku)
v koncentraci 5 mg/ml, sterilng zfiltrovan a uchovavan pfi teploté 4 °C.

Bleomycin (ASTA Medica) 15 000 1E/KY byl ziskan z lékarny nemocnice »Norwegium Radium
Hospital“. | IE odpovidd | mg bleomycinu. Bleomycinovy pragek byl rozpudtén ve sterilnim
0,9% roztoku NaCl v koneéné koncentraci 2 mmol.|™".

Kultivace bunék

Buriky V-79 byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Gibco), doplnéném 10% fetalnim telecim
sérem, penicilinem m(100 U/ml), streptomycinem (100 pg/ml) a 2 mmol.I”" glutaminem (viech-
ny reagencie od firmy Gibco BRL, Paisley, Skotsko), pfi 37 °C a ve vihkém prostiedi s 5% CO,.

Ovlivnéni bunék

Buiiky (75 000 bunék na jamku; | mil na jamku) byly zaotkovany na desticky o 12 jamkach
(Costar Corning, NY, USA) a ponechany prichytit se po dobu 6 hodin. Do nékeerych jamek byl
pfidan 1 ml média s TPPS,, (0,7 pg/ml) (viz Tabulka 1) a buiiky byly inkubovany 18 hodin (5%
CO, obj./obj., 37°C). Poté byly trojnasobné promyty médiem a inkubovany dalsi 4 hodiny
v médiu s obsahem séra. Nasledng bylo médium odstranéno, pfidéno bylo nové médium a buriky
byly ozafeny vystavenim svétlu z kazety, obsahujici lavici o ¢tyfech fluorescenénich trubicich
(Osram 18W/67) s nejvy3sim pisobenim v oblasti pfiblizné 420 nm.

Hned poté byly pridany rizné davky bleomycinu. Po 1 hoding nebo po 4 hodinach inkubace
s bleomycinem byly buiiky jednou promyty médiem RPMI, pfidén byl | ml média a po 3 dnech
inkubace bylo méfeno pieziti bunck prostrednictvim stanoveni MTT. Tato metoda je zaloZena na
redukei vodou rozpustné tetrazoliové sole (MTT) na purpurovy, nerozpustny formazanovy pro-
dukt mitochondrialnimi dehydrogenazami, pritomnymi v Zivych, metabolicky aktivrich bufikach.

K buiikdm se ptida 1 ml média s obsahem 0,25 ug MTT a nasleduje inkubace (5% CO, obj./obj.,
37°C) po dobu 4 hodin. Vysledné formazanové krystaly jsou rozpustény pridavkem 200 ul iso-
propanolu (Sigma, MO, USA) na jamku. Roztok se ptevede do mikrotitracnich destidek o 96
jamkach, které jsou odecitany na odeditadi mikrodestiek Multiskan EX (Labsystems, Finsko)
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s filtrem pro priichozi pas o vinové délce 570 nm. Preziti bundk se poéita jako procentni mnoZstvi
vzhledem ke kontrolnim burikam, které nebyly ovlivnény svétlem.

Vysledky

Obr. 24 ukazuje, ze PCl s postupem ,0svit predem” miZe také zvy3it biologicky 0&inek klinicky
«chvaleného chemoterapeutika o nizké molekulové hmotnosti, bleomycinu. Je tedy zfejme, Ze pro
davku 100 umol.l’1 bleomycinu lze pozorovat podstatné, svétlem indukované zvyseni cytotoxici-
ty bleomycinu (plné ttvereéky a pina koletka na Obr. 24). Neptitomnost G¢inku v nejniZsi davky
bleomycinu (piné kosottverecky na Obr. 24) ukazuje, Ze tato zvy$end cytotoxicita neni vysled-
kem fotochemického ovlivnéni samotného, nebot tato série vzorkd podstoupila stejné foto-
chemické ovlivnéni jako série se 100 mmol.I" bleomycinu, aniz by doslo k pozorovateinému
svétlem indukovanému ti¢inku na preZiti bunk.

Priklad 24
PCI s geloninem pro lé¢bu tumord u mysiho modelu in vivo
Zvifata

Holé samice mysi Balb/c (nw/nu) byly namnoZeny v Department of the Institute for Cancer
Research. Mysi byly chovany ve specidlnich podminkach bez piitomnosti patogenii. Voda
a strava byla poskytovana ad libitum. Veskeré postupy, tykajici se zvifat, byly provadény v sou-
hlase s protokoly, schvilenymi komisi pro pééi o zvifata (Animal care committee) v Norwegian
Radium Hospital, pod kontrolou Smérnic Narodniho etického vyboru pro blaho zvifat (National
Ethical Committee’s guidelines on animal welfare). Mysi mély na pocatku pokusi prumérnou
hmotnost 20 az 25 g (stafi 5 az 8 tydn) a v jedné pokusné skupin¢ bylo alespoil 5 zvifat. Lidsky
adenokarcinom WiDr, pouZivany v této studii, byl rozsifovan (propagovan) sériovou transplanta-
ci mysim Balb/c (nuw/nu). Nadory byly skalpelem rozsekany do homogenity a 20 pl roztoku bylo
podkozné injikovino do pravého kygle kazdé mysi. Velikost nadoru byla méfena dvakrat nebo
tiikrat tydné pfeméienim dvou na sebe kolmych priméri. Obem nadoru byl poéitan podle nasle-
dujiciho vzorce:
V=(WxL)2

kde W je Sitka a L délka praméri méfenych nadord.
Lécba

My3i byly nahodné rozdéleny do riiznych skupin, uvedenych v Tabulce | a na Obr. 25. Zasobni
roztok AlPcS,, byl natedén na koncentraci 1,25 mg/ml v PBS a injikovan intraperitonediné (do
dutiny bfi&ni) v konetné koncentraci 10 mg/kg, jakmile nadory dosahly objemu pfiblizné
100 mm’. Ctyficetosm hodin po injikaci AlPcS,, byly nadory po dobu 16 minut vystaveny
tervenému svétlu (viz nize). Bezprostfedné po vystaveni svétlu byl do nadoru gelonin injikovan
(50 pg celkového mnoZzstvi v roztoku o koncentraci 2 mg/ml, tj. 25 ul). Myii byly po injikaci
AlPcS,, ponechany ve tmé po dobu 1 tydne.

Pasobeni svétlem

Nadory byly ozafeny halogenovou lampou (150 W, Xenophot HLX64640), filtrovanou dlouho-
vinnym filtrem 580 nm a kratkovinnym filtrem 700 nm, emitujici 150 mW/cm®. Zvifata byla
pokryta hlinikovou folii viude kromé oblasti nadoru, kde byl ve f6lii vytvofen otvor s primérem
o 2 mm %iréim nez primér nadoru, Nadory byly vystaveny 145 Jem? svétla. Objemy nadord byly
méfeny dvakrat az tfikrat tydné, jak bylo popsane vyse. My3i byly usmrceny, jakmile nador
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dosahl priméru piiblizné 20 mm. Hodnocen byl podil mysi bez nadoru 30 dni po ozifeni
a zaznamenana byla priimérna velikost nadoru u kazdé z 1é€enych skupin (Obr. 25).

Vysledky

Tabulka |

My3i byly lé€eny tak. jak bylo popsano vyse a vyskyt nadori byl zaznamenan 30 dni po ozareni.

skupina | 1é¢ba podil mysi bez % my$i bez |
{ & nadoru 30 dni pol| nadoru 30 dni
ozafeni po ozaren|
1 nelééené 1/8 13
2 PBS + svétlo 017 0
3 gelonin 0/8 0
4 gelonin + "osvit predem" 015 0
| 5 AlPcS,, 0/10 0
6 AlPcS,, + gelenin 017 0
7 AlPcS,, + svétlo 2/11 18
8 AlPcS,, + gelonin + 4/5 80
“osvit pfedem”

Z Tabulky 1 je ziejmé, Ze fotochemicka internalizace (PCl) s geloninem, vyuZivajici postup
~osvit pfedem® (skupina 8) vylé€ila 80 % (4 z 5) mysi z jejich nadorového bujeni. Oproti tomu
gelonin samotny nevykazal zadny U¢inek, ani s pfidavnym ovlivnénim svétlem (skupina 4), ani
bez ovlivnéni svétlem (skupina 3), v obou pfipadech bez ptitomnosti AlPcS,,. Gelonin nevykazal
Zidny Géinek ani v kombinaci s AlPcS,, bez ovlivnéni svétlem (skupina 6). Nizka mira vylééeni
byla zaznamenana u neléenych mysi (skupina 1), coz bylo pravdépodobné zpiisobeno spontan-
nim vymizenim nadoru. Nizkou miru vylééeni je moiné pozorovat také u zvifat, ktera obdrZela
AlPcS,, a podstoupila ovlivaéni svétlem (skupina 7), coz bylo dano 0€inkem fotodynamicke 1é¢-
by (PDT), nezavislym na pfitomnosti geloninu. Ovem tento G¢inek PDT (18 % vylé€eni) byl
vyznamné niZ8i neZ O¢inek nalezeny u ovlivnéni PCI spole&né s gefoninem (80 %, skupina 8).
1 kdyZ gelonin sam o sob& nema Zadny uéinek, jakkoliv vysoka mira vyléceni u skupiny PCI
nemize byt vysvétlena pouze aditivnim, souctovym ucinkem PDT a geloninu, ale musi byt
vyvolana synergickym u¢inkem, pfi némz ovlivnéni PCI uskuteciiuje toxicky potencial geloninu.

Obr. 25 znazorfiuje G¢inek ovlivnéni prostrednictvim PCI na stfedni objem nadoru u nékterych
z lé¢enych skupin. Je zfejmé, 7e u skupiny, dostavajici pouze gelonin (prazdné trojuhelnicky)
rostou nadory stejné rychle jako u skupiny, ktera je také ozifena a dostava placebo v injekci PBS
{(plné &tvereCky). U zvifat, ovliviiovanych pouze fotochemicky, ale nikoli geloninem (prazdné
kosoctverecky) byl rist tumori opozdén, ale nadory zaaly zase riist priblizné 15 dni po ozafeni.
Naproti tomu v zvifat, ovliviiovana pinou geloninovou a PCI 1é¢bou (plna kolecka), nebylo pozo-
rovano zadné zvyseni stfedniho objemu nadoru ani 33 dni po ozafeni.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky in vitro nebo ex vivo, vyzmadujici se
tim, Ze tento zpisob zahrnuje kroky, v nichZ se zminéna buika uvede do styku s fotosenzitizu-
jicim &inidlem, buiika se uvede do styku s molekulou jez ma byt zavedena, tedy s pfenasenou
molekulou a bufika se ozafi svétlem o vinové délce GEinné pro aktivaci fotosenzitizujiciho ¢inid-
la, pitemZ uvedené ozafeni se provadi pfed bun&tnym pohlcenim zminéné molekuly do které¢ho-
koliv intracelulamiho oddilu, pfiemz pfendiena molekula neni snadno uvolnéna z oddilu, vyme-
zeného intracelularni membranou, do cytosolu, a/nebo se jedna slozka nebo obé slozky, sestavaji-
¢i z fotosenzitizaéniho &inidla a pfenasené molekuly, spoji s nebo pfipoji na jednu nebo vice
z nosiovych molekul, zacilujicich molekul nebo vektort.

2. Zpasob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky in vitro nebo ex vivo, vyznadujici se
tim, e tento zpiisob zahmuje kroky, v nichZ se zminéné buiika uvede do styku s fotosenzitizu-
jicim &inidlem, tato buiika se ozafi svétlem o vinové délce G¢inné pro aktivaci fotosenzitizujiciho
ginidla a ve stejnou dobu nebo v dobé po ozéfeni se buitka uvede do styku s molekulou, jeZ ma
byt zavedena, tedy s prenasenou molekulou, piiéemz prenadend molekula neni snadno uvolnéna
z oddilu, vymezeného intracelularni membranou, do cytosolu, a nebo se jedna slozka nebo ob€
slozky, sestavajici z fotosenzitizatniho &inidla a pfenadené molekuly, spoji s nebo pfipoji na
jednu nebo vice z nosi¢ovych molekul, zacilujicich molekul nebo vektori.

3, Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle niroku 2, vyzmadujici se
tim, ze ozafeni se provadi pfed bun&nym pfijmem pfenadené molekuly.

4. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3,
vyzmadujici se tim, e buiika se uvede do styku s piendlenou molekulou v dob¢ nasle-
dujici po uskuteénéném ozareni.

5. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu builky podle niroku 4, vyzmnacujici se
tim, Ze buitka se uvede do styku se zminénou prenadenou molekulou v rozmezi od 0 do 4
hodin poté, co se uskutednilo ozafeni.

6. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiky podle kteréhokoliv z nérokd | aZ 3,
vyznadujici se tim, Ze buiika se uvede do styku se zminénou pfenasenou molekulou
ve stejné dob&, v jaké se provadi ozafeni.

7. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z narokd 1 az 6,
vyznadujici se tim, Ze pfenaSend molekula se uvede do styku se zminénou burikou na
dobu 30 minut az 6 hodin.

8., Zphsob zavedeni molekuly do cytosolu buiky podle kteréhokoliv z ndrokd 1 az 7,
vyznadujici se tim, e jako piendSena molekula se pouZiva protein, peptid, protilatka
nebo antigen, &i jejich fragment.

9, Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiky podle které¢hokoliv z ndroki 1 az 7,
vyznaéujici se tim, e pfenaSena molekula, nebo jeji ¢dst Ci fragment se prezentuje
nebo exprimuje na bunééném povrchu.

10. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buitky podle niroku 9, vyznaéujici se tim,
Ze jako zminéna buiika se pouziva burika prezentujici antigen.
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11. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu butiky podle kteréhokoliv z ndroki 1 az 7,
vyznadujici se tim, 7e jako zminéna pfenasend molekula se pouziva cytotoxické
lé€ivo.

12. 7pisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podie kteréhokoliv z naroki 1 az 7,
vyznacujici se tim, Ze jako zminéna prenadena molekula se pouZivd molekula
nukleové kyseliny.

13. Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu buiky podle niroku 12, vyznaéujici se
tim, ze zminénd molekula nukleové kyseliny se zadleni do vektorové molekuly, s vyhodou
adenoviru,

14. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z niroki 1 az 13,
vyznadujici se tim, 7ese fotosenzitizujici &inidlo zvoli ze skupiny, sestavajici z tetra-
sulfonatu tetrafenylporfinu, disulfonatu tetrafenylporfinu, hlinitého disulfonatu ftalocyaninu
a z daiSich amfifilnich fotosenzitizéri,

15. Zpiisob zavedeni molekuly do cytosoly buiiky podle kteréhokoliv z narokii 1 az 13,
vyznadéujici se tim, Zejako zminéna fotosenzitizujici Sinidla se pouzivaji sloudeniny,
kterymi jsou kyselina S—aminolevulinova nebo estery kyseliny S—aminolevulinové & farmaceu-
ticky prijatelné sole takovych slougenin.

16. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buitky podle kteréhokoliv z ndrokd 1 az 15,
vyznadujici se tim, e fotosenzitizujici ¢inidlo se uvede do styku s uvedenymi buiika-
mi na dobu 4 aZ 24 hodin pted ozatenim, s vyhodou po zminéné &asové rozmezi bezprostiedné
pfed ozafenim.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznaéu Jici se tim, Ze fotosenzitizujici &inidlo se uve-
de do styku s uvedenymi burikami na dobu 4 a2 24 hodin bezprostiedné pred ozafenim.

18. Zplsob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z narokd 1 a3 16,
vyznadujici se tim, Ze zminéné fotosenzitizujici Cinidlo se odstrani po styku se zming-
nou bufikou na 1 hodinu a2 4 hodiny pred ozafenim.

19. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z narokii 1 az 18,
vyznalujici se tim, Z jako nosig, zacilujici molekula nebo vektor, k nimz je
pfenaSena molekula pfipojena, nebo s nimiz Je spojena, se pouziva adenovirus, polykationt,
kationtovy lipid ¢i peptid, nebo zacileny vektor.

20. Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu bufiky podle naroku 19, vyznaé&u jici se
tim, ze zminéna prenasena molekula se pripoji k vektoru, s vyhodou adenoviru, nebo se s nim
spoji a zmingny vektor se pripoji k nosicové molekule, zacilujici molekule nebo vektoru, nebo se
$ nimi spoji.

21. Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu bufiky podle naroku 19 nebo 20, vyzna & ujici
se tim. ze jako zminény polykationt se pouZije poly-L-lysin, poly-D-lysin nebo kationtovy
dendrimer.

22. Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle naroku 19 nebo 20, v yznacujici
se tim, Ze jako zminény kationtovy lipid se pouzije |,2-bis(oleoyloxy}-3—{trimethylamino)-
propan,

23. Zpiisob zavedeni molekuly do cytosolu buiky podle kteréhokoliv z narokii | az 20,
vyznalujici se tim, e jako zmindna nosiovd molekula se pouzije liposom nebo
konstrukt na bézi lipidu, s vyhodou obsahujici alespon jeden kationtovy lipid.
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24, 7Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu buiiky podle kteréhokoliv z naroki 1 az 10, nebo 12
az23 vyznadujici se t im, ze alespost 50 % zminénych bunék, do nichZ se uvedena
moleknla zavadi, neni usmrceno.

25, Zpisob zavedeni molekuly do cytosolu busiky podle kteréhokoliv z narokd 1 az 24,
vyznadujici se tim, se krok ozafeni se provadi 1 aZ 10 minut.

26. Pouziti prenaené molekuly a fotosensitizujiciho &inidla, tak jak jsou definovany v kterém-
koliv z predchozich naroki, pro vyrobu lé¢iva, obsahujiciho butiky pfipravené zpiisobem podle
kieréhokoliv z narokd 1 az 25 pro pouZiti pfi lédeni nebo prevenci onemocnéni, poruchy nebo
infekce, s vyhodou pro genovou terapii, stimulaci imunitni odpovédi nebo k prevenci nebo léceni
zhoubného nadoru.

27. Pouziti ptenadené molekuly a fotosensitizujiciho &inidla, tak jak jsou definovany v kterém-
koliv z pfedchozich narokd, pro vyrobu 1ééiva pro pouZiti pfi léteni nebo prevenci onemocnént,
poruchy nebo infekce, s vyhodou pro genovou terapii, stimulaci imunitni odpovédi nebo k pre-
venci nebo l¢¢eni zhoubného nadoru, pfi ném? jsou fotosenzitizaéni Cinidlo a oddélen& pfenasena
molekula uréeny pro styk s buiikami nebo tkanémi nemocného a builky maji byt ozafeny svétlem
s vinovou délkou, G¢inné aktivujici fotosenzitizaéni &inidlo pfed pohlcenim pienasené molekuly
do jakéhokoliv intracelularniho oddilu bufiky.

28. Pouiti pienasené molekuly a fotosensitizujictho Einidla, tak jak jsou definovany v kterém-
koliv z pfedchozich naroki, pro vyrobu 1égiva pro pouZiti pii {é¢eni nebo prevenci onemocnéni,
poruchy nebo infekce, s vyhodou pro genovou terapii, stimulaci imunitni odpovédi nebo k pre-
venci nebo Ié¢eni zhoubného nadoru, pficemz toto onemocnéni, porucha nebo infekce mé byt
létena tak, 7e se 1éivo a oddélené fotosenzitizadni &inidio, definované v piedchozich ndrocich
maji uvést do styku s buitkami nebo tkan&mi nemocného a buiky maji byt ozafeny svétlem
s vinovou délkou, G&inné aktivujici fotosenzitizaéni &inidlo pfed pohlcenim prenasené molekuly
do jakéhokoliv intracelutarniho oddilu butiky.

29, Pouziti prenasené molekuly a fotosensitizujiciho &inidla, tak jak jsou definovany v kterém-
koliv z pfedchozich néroki, pro vyrobu lé¢iva pro poutiti pfi 1éteni nebo prevenci onemocnéni,
poruchy nebo infekee, s vyhodou pro genovou terapii, stimulaci imunitni odpovédi nebo
k prevenci nebo 1é€eni shoubného nadoru, piitemz toto onemocnéni, porucha nebo infekce ma
byt léteny tak, Ze se l€Civo a oddéleng prenasena molekula, definovana v ptedchozich nérocich
maji uvést do styku s buitkami nebo tkinémi nemocného a buiiky maji byt ozafeny svétlem
s vinovou délkou, u¢inné aktivujici fotosenzitizaéni &inidlo pfed pohlcenim ptenasené molekuly
do jakéhokoliv intracelularniho oddilu bufiky.

30. Pouziti podle kteréhokoliv z narokii 26 a¥ 29, pii némz pohlceni do buiiky mé byt uskute¢-
néno zpisobem podle kteréhokoliv z naroki 2 az 7, 16 aZ 18, 24 nebo 25.

31. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 26 az 30, pti vakcinaci, jako prendsena molekula se
uzije molekula antigenu nebo jeji &ast nebo fragment, ktery je prezentovén nebo exprimovan na
bunééném povrchu.

32. Prostiedek, obsahujici pfendsenou molekulu a oddélené fotosenzitizujici Einidlo, tak jak byly
definovany v kterémkoliv z predchozich narokd, jako kombinovany prostiedek pro oddélené
nebo nasledné pouziti pii Ié¢eni nebo prevenci onemocnéni, poruchy nebo infekee, s vyhodou pro
genovou terapii, stimulaci imunitni odpovédi nebo k prevenci nebo lé¢eni zhoubného nadoru,
pricemz fotosenzitizaCni ciidlo a oddélené prenasend molekula maji byt uvedeny do styku
s buitkami nebo tkanémi nemocného a buiiky maji byt ozfeny svétlem s vinovou délkou, u¢inné
aktivujici fotosenzitizalni ginidlo pfed pohlcenim prenasené molekuly do jakéhokoliv intra-
celulirnitio oddilu buiiky.
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Obr. 2
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Obr. 4
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Obr. 5

T T i
o (=] L] o
3 2 3

120
100 -

Arsposd zaq o, Axung Iuantsod-449

s

arent

dem, v hodinach, vzhledem k oz

beni plasmi

uso

'Y

kamzik p

casovy o

o




poéet bunék exprimujicich GFP,

specifiénost PCI, tj. EGFP-positivni

v % zivych bunék

po osvitu/EGFP-positivni bez osvitu

CZ 301427 B6

Obr. 6
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Obr. 8
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Obr. 11
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Obr. 12

3
E
2
o)
| .
a
]
N
L
C
>
73]
'
c
—
)
E
0 —_ . : . . :
o
0 25 50 75_ 100 125 150
o B vystaveni svétiu, v sekundach
= 1 ¥V
2
s}
| -
o [
T o
pt
g; e APCS, rgel +osvit nasiD
"E 00140 AlPcS, +osvit pledem+gel.
’5 v AlFeS,,
E v gelonin )
O T T —— ] T
2 0 2 4 6 8 10

vystaven{ svétlu, v minutach

-48 -




CZ 301427 Bé
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Obr. 22
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Obr. 24
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