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Na tomto misté bych rada podekovala mému skoliteli Petru Zimcikovi za trpélivé vedeni moji
rigorozni prace, za jeho odbornou pomoc a rady, za veskerou ochotu a za poskytnuti vsech
potrebnych materidlit behem praktické casti.

Meé podeékovani patri téz mym rodiciim, kteri mé behem této prace velmi podporovali.
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Seznam zkratek

AzaPc
CRM
DAPC
DMPC
DOPC
DOPS
DPPC
DSPC
HpD
HPMA
ISC
IUVs

LDL
LUVs
LUVETs

MFS
MLVs
MoAb
PC
PDT
PEG
PGA
POPC
PS
PVAL
ROS
SUVs
Tc

azaftalocyaniny

Cremofor-EL (neionogenni polyethoxylovany ricinovy olej)
diarachidoylfosfatidylcholin

dimyristoylfosfatidylcholin

dioleoylfosfatidylcholin

1,2-dioleoylfosfatidylserin

dipalmitoylfosfatidylcholin

distearoylfosfatidylcholin

derivaty hematoporfyrinu
N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

intersystémova pfeména (intersystem crossing)
unilamelarni vezikuly se stfedni velikosti (intermediate-Sized unilamellar
vesicles)

lipoproteiny s nizkou hustotou (low-density lipoproteins)
velké unilamelarni vezikuly (large unilamellar vesicles)
velké unilamelarni vezikuly vytvotrené extruzi (large unilamellar vesicles made
by extrusion technique)

mononukledrni fagocytarni systém

multilamelarni vezikuly (multilamellar vesicles)
monoklondlni protilatka

fosfatidylcholin (phosphatidylcholin)

fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)
polyethylenglykol

polyglutamova kyselina
1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholin

fotosenzitizér (photosensitizer)

polyvinylalkohol

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicles)

teplota fazového prechodu
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1 TEORETICKA CAST

1.1 UVOD

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy — PDT) je slibné se rozvijejici,
relativné nova perspektivni terapeutickd metoda ur¢end k cytostatické 1écbé mnoha druht
solidnich tumorti. Krom¢ toho je mozné ji vyuzit i pfi 1écbé dalSich nekancer6znich
onemocnéni.*

PDT je zalozena na spoluptsobeni tii slozek, jez samy o sobé nejsou toxické a
neprojevuji zadné biologické efekty. Jedna se o kombinaci fotodynamicky aktivni slou¢eniny
(fotosenzitizér), svétla a molekularniho kysliku. Z toho se pak vytvari reaktivni formy kysliku
(zejména singletovy kyslik), jez napadaji okolni biomolekuly, porusuji jejich biologickou
funkci a v koneéném duasledku vedou ke smrti buiiky. Na kone¢ném znic¢eni nadoru se ovSem
nepodili pouze piimy efekt na znieni bun€k, nybrz i indukovany cévni uzavér v ozarené
oblasti vedouci k depleci Zivin a kysliku, a také aktivace imunitni odpovédi.2

Utinnost PDT zavisi na kumulaci fotosenzitizéru v cilové nemocné tkani nasledované
ozéfenim svétlem vhodné vinové délky. Tato vinova délka musi korespondovat s absorpénim
spektrem fotosenzitizéru. K uplnému porozuméni mechanismu PDT—zprostfedkovanému
zni¢eni nddorovych bunék, které¢ by vyustilo ve vyssi G€innost tohoto zptisobu 1écby, je vSak
jests daleko.!

Piedpoklada se, Ze PDT vytvofenim reaktivniho kysliku rezultuje v oxidativni
poskozeni bun&cnych organel. Tento typ poSkozeni podporuje kombinaci biochemickych,
genetickych a molekularnich zmén, které maji na normalni buiikku destruktivni UcCinek.
Nekroza a apoptdza jsou také vyznamnou soucasti PDT—vyvolaného procesu usmrceni
buiiky.!

PDT ma oproti ostatnim zplsobiim protinddorové terapie (chirurgie a radioterapie)
nékolik moznych vyhod: je ve srovnani s t€émito dvéma metodami zcela neinvazivni metodou,
jeji ucinek muze byt pfesné zacilen na postizenou tkan a opakované davky mohou byt
podavany bez omezeni celkovou limitni davkou, béZnou pfii radioterapii.3

PDT kombinuje vysokou ucinnost na nadorové bunky se selektivnim zasahem

na postizené misto a s minimalnim vyskytem vedlejich nezadoucich u&inki.? Zvysené



selektivity v zasahu na cilové buiiky je dosazeno jednak zlepSenou kumulaci fotosenzitizéru
V nadorové tkani, tak i ozadfenim pouze urcenych oblasti. Jednotlivé slozky PDT jsou totiz bez

pFitomnosti ostatnich netoxické.*



1.2 HISTORIE PDT A VYUZITI SVETLA V TERAPII

Pocatky vyuziti svétla jako terapeutického agens lze vysledovat nékolik tisic let zpét.
Jiz staii Egyptané, Indové nebo Citané pouzivali svétlo k1é¢bé nékterych koznich
onemocnéni (napf. psoriasis, vitiliga nebo dokonce i1 rakoviny), infekci ricketsiemi nebo
neékterych psychdz. Avsak rozsifeni se této 1écbé dostalo az na konci 19. a pocatkem
20. stoleti. Fototerapii (Cili pouziti pouze svétla k 1éEbé riznych onemocnéni) rozvinul
na pielomu 19. a 20. stoleti dansky 1ékatr Niels Finsen, ktery za pouziti ultrafialového svétla
16¢il kozni formu tuberkuldzy, za coz obdrzel v roce 1903 Nobelovu cenu.?

Dalsi formou lécby vyuzivajici svétlo je fotochemoterapie. Jedna se o kombinaci
podani fotosenzitizujici latky (,,fotosenzitizér, photosensitizer (PS)) nasledované ozairenim
tkané, ve které je PS pfitomen. Jiz staii Egyptané pouzivali peroralné podavané rostliny
obsahujici psoraleny a slunecni svétlo k 1écbé vitiliga. Ale az od sedmdesatych let 20. stoleti
doznala lécba lupénky pomoci psoralent aktivovanych UVA svétlem (PUVA terapie)
rozvoje. V soucasnosti se pouziva PUVA také pro 1é¢bu vitiliga a v imunoterapii.

Vlastni fotodynamickou terapii lze povazovat za podskupinu fotochemoterapie.
Kromé svétla a PS je dalsi dilezitou sloZkou uc¢inku jesté kyslik, bez né¢hoZ by ucinnost PDT
byla takika nulova. PDT pracuje na principu piedani energie absorbované PS molekularnimu
kysliku, z néhoz vytvari reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS) jako napf.
volné radikaly a singletovy kyslik. ROS nasledné napadaji okolni biomolekuly, dochézi
k jejich oxidaci a poruseni funkce v buiice, coz vede ke smrti buiiky takto zasaZené.’

Do soucasné doby jsou nejstudovanéjsimi PS porfyriny, které byly identifikovany uz
V poloviné 19. stoleti. Prvni pozorovani provedl vroce 1911 Hausmann, ktery zjistil, Ze
kombinace hematoporfyrinu a svétla zabiji prvoky rodu Paramecium a ¢ervené krvinky.

V roce 1955 byl pfipraven z hematoporfyrinu jeho derivat (hematoporfyrin derivate —
HpD), jez se vyznacoval daleko vy$s$i uCinnosti. Tato latka se pozdé¢ji stala zakladem
pro v soucasné dobé& nejrozsitendjsi fotosenzitizér — Photofrin® pouzivaného k terapii nadoru
mocového méchyie.

Problémy s Cistotou derivati hematoporfyrinu (HpD) pfipravenymi Schwartzem
v 50. letech 20. stoleti®, jejich absorpéni vinovou délkou a opozdénou fototoxicitou vedly
v 80. letech 20. stoleti ke hledani novych sloucenin s lepsimi vlastnostmi jak z hlediska
farmakokinetiky, tak z hlediska fotodynamickych vlastnosti.® Tak se dospé&lo k PS tzv. ,,druhé

generace®. Také nékteré znich uz byly zavedeny do praxe (kyselina aminolevulinova,
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verteporfin, temoporfin) a to nejen k 1é¢bé rakoviny, ale i napt. v oftalmologii (zatim jedinou
oftalmologickou aplikaci je 1écba senilni makularni degenerace).2

V soucasné dobé je naprostd vétSina PS momentélné pouzivanych nebo testovanych
v PDT zalozena na tetrapyrolech® (porfyriny, chloriny, bakteriochloriny a ftalocyaniny) a zd4
se, ze budou obecné i nadale v této oblasti dominovat.

Vzhledem Kktomu, ze doposud nejrozsifenéjsi a nejpouzivanéjsi PS zaloZeny
na porfyrinovém cyklu, Photofrin®, ma znaény polet vedlej§ich u&inki a pro PDT
nezédoucich vlastnosti, byl vyzkum zaméfen na nové typy PS. Byly formulovény urcité
vlastnosti idedlniho PS (viz. dale), a 1 kdyz je zfejmé, ze zadna z latek se nemlze za idealni
povazovat, 1ze u nov¢jSich latek hovofit o ur¢itém piiblizeni se onomu idedlnimu pPS.*

Rozvoj PDT bude tedy vyzadovat nové ucinné fotosenzitizéry s absorpci v dalekém
cerveném a blizkém infraCerveném spektru a vykazujici minimalni kozni fototoxicitu.
K posileni vyvoje novych latek a lepSimu porozuméni jejich farmakokinetiky a biodistribuce

je potieba objevit cilené specifické fotosenzitizéry (tzv. ,,targeting®).

11



1.3 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Mechanismus PDT

Zékladni mechanismus fotodynamické terapie zahrnuje tii zdkladni komponenty
(obr. 1). Prvnim je fotosenzitizér — svétlo absorbujici molekula, ktera se aktivuje druhym
elementem, svétlem odpovidajici vinové délky. Tieti slozkou je molekuldrni kyslik, ktery je
vyuzivan v prubéhu fotochemické reakce k vytvoteni singletového kysliku — cytotoxického

P v s . rx 7
agens, které nasledn¢ znici neoplastickou tkan.

Fotosenzitizér
(excitovany stav)
Tkanovy
T kyslik
svétlo .,
Fotosenzitizér
(zakladni stav) ROS
Bunécéna
toxicita

Obr. 1. Zjednodu$eny princip PDT

Fyzikéalnim zakladem PDT je aktivace PS svétlem vhodné vinové délky. VIinova délka
svétla aktivujiciho PS je pro pouziti PDT velice limitujici. Svétlo o nizsich vlnovych délkach
pronika zivymi tkanémi pouze do hloubky né&kolika milimetrli a zasazend oblast je velice
mala. Pti nizSich vlnovych délkach dochazi k pohlcovani svétla endogennimi chromofory,
jako je naptiklad hemoglobin. I toto je jeden z diivodu, pro¢ se pripravuji nové PS. Pivodné
do terapie zavedeny HpD (Photofrin®) totiz kromé jinych nezddoucich vlastnosti mé také
velice nizkou maximalni vlnovou délku vhodnou pro aktivaci — 630 nm. Optimalni rozpéti
vinovych délek se pohybuje v oblasti 650-800 nm. Dalsi zvySovani nad 800 nm pak jiz neni

N B . . ’ . . PR P v e / . . 2
ptilis t¢elné z hlediska nizké energie zateni, jez nemusi dostacovat k uc¢inné aktivaci PS.
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Po absorpci svételného kvanta se PS transformuje ze zékladniho singletového stavu
(PSO) do velice kratce trvajiciho (v jednotkach nanosekund) excitovaného singletového stavu
(PS*), ktery vede k produkei cytotoxického agens a nasledné nekroze tumoru.? Tento

: oy v (o o . 3
mechanismus muize byt popsan nésledujicim schématem (obr. 2):

Fotosenzitizér (PS°) + svétlo — Aktivovany fotosenzitizér (PS*)
Aktivovany fotosenzitizér + kyslik — Fotosenzitizér + aktivovany (singletovy) kyslik
Aktivovany kyslik + cilova tkan — Oxidovana (znicend) tkan

Obr. 2: Mechanismus vyuziti energie svétla v PDT k biologickému poskozeni a nasledné bunééné smrti

nadorovych bunék

Zatimco prvni a posledni krok jsou znadmy pomérné dobie a je jasné, Ze excitace
fotosenzitizéru povede k bunécné smrti, mezikroky nejsou tak zietelné a jedna se pouze jen
0 smés dohadl a nepfimych dikazi. Obecné vSak mechanismus PDT zahrnuje dvé casti —
fotofyzikalni a fotochemické vlastnosti fotosenzitizéru a jeho schopnost produkovat
cytotoxické agens je prvni, druhou pak biologicka odpovéd bunky vystavené plisobeni

cytotoxického agens.’

Fotofyzikalni zaklad PDT

Fyzikalnim zakladem PDT je aktivace fotosenzitizéru svétlem vhodné vinové délky.?
Svétlo delsi vinové délky penetruje hloubé&ji v ozafené tkani, proto by idedlni fotosenzitizér
m¢él byt latkou, kterd absorbuje svétlo vinovych délek blizkych infracervené oblasti spektra.8
Pokud by totiz PS vykazoval absorpéni maximum v oblasti nizkych vlnovych délek, nedoslo
by k jeho aktivaci kvili minimalni prostupnosti svétla s nizkou vinovou délkou tkanémi. A
navic by tato skute¢nost mohla zplsobit vyssi kozni fotosenzitivitu. Naopak u fotosenzitizéru,
ktery by vykazoval absorp¢ni maximum pii vysokych vinovych délkach (A >800 nm), by
svétlo nemélo dostateCnou energii pro aktivaci tohoto fotosenzitizéru ze zakladniho
singletového stavu do excitovaného singletového stavu. Proto se optimalni rozpéti vinovych
délek pohybuje v oblasti 630-800 nm.®

PDT je zavisla na pfitomnosti molekularniho kysliku. To pfedpoklada, ze singletovy

kyslik tvofeny v pribéhu fotosenzitizace z molekularniho tripletového kysliku je hlavni
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toxické agens ptisobici v pribé¢hu PDT. Modifikovany Jablonského diagram typického

fotosenzitizéru vysvétluje princip fotofyzikalniho procesu (obr. 3).8

Absorpce svétla

Fluorescence

Vnitini konverze

»Intersystem crossing“ (ISC)

. Fosforescence

? 33 . Vznik singletového kysliku
(fotoproces typu II)
Vodikovy nebo elektronovy

prenos (fotoproces typu I)
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Obr. 3: Modifikovany Jablonského diagram chovani typického fotosenzitizéru

Jak uz bylo feeno, PS se po absorpci svételného kvanta dostava ze zakladniho
singletového (v tomto stavu obsahuje PS dva elektrony s opaénym spinem v orbitalu s nizkou
hodnotou energie) do excitovaného singletového stavu (jeden z téchto elektronl se dostava
do orbitalu s vyssi energii, ale stale si zachovava svij spin). Z této energetické hladiny se PS
muze uvolnit n¢kolika zplsoby zahrnujicimi jak procesy radiacni (fluorescence — vyzateni
svétla), tak neradiacni (vnitini konverze — vyzafeni tepla, a tzv. ,intersystem crossing™ —
1SC).°

U vnitini konverze dochédzi ke srdzkam s molekulami rozpoustédla a k uvolnéni
energie ve form¢ tepla. N&ktefi autofi povazuji tento proces také za jeden z dilezitych
pii vlastnim G&inku na buiiky.

Zvlastni vyznam pro PDT mé proces pifemény excitovaného fotosenzitizéru

intersystémovou pieménou (cesta 4 na obr. 3). Procesem ,,intersystem crossing® (ISC) se PS

14



dostava do svého tripletového stavu (T1). Vzhledem k tomu, ze pii ISC dochazi k inverzi
spinu jednoho elektronu (¢ili je to proces ,,spinem-zakazany“, elektrony ziskavaji totozny
spin), je daleko méné preferovany nez tzv. ,,povolené” procesy. OvSem dobry PS prochézi
timto procesem s vysokou pravdépodobnosti, coz je podstatné pro vlastni fotodynamickou
aktivitu. Molekula pak muze relaxovat z tripletového stavu T; dv€ma zpusoby: vyzafenim
fotonu ve formé fosforescence (cesta 5) a bez vyzafovani spinovou vymeénou s jinou
molekulou v tripletovém stavu.’

Druhy zptsob je jiz vlastnim zdkladem PDT. Zahrnuje dva procesy, které mizeme
rozdélit na tzv. fotoproces typu I a fotoproces typu II (obr. 4). Oba fotoprocesy se objevuji
soucasn¢ a pomer mezi nimi je silné ovlivnén pouzitym PS, substratem a koncentraci kysliku.
Vseobecné se piijima, ze fotoproces typu II, pii némz vznika singletovy kyslik, je zejména

odpovédny za vlastni fotodynamicky G&inek.”

Oxidované produkty PS Oxidované produkty
0, hv Substrat
Radikaly, ionty «——— PS* —— 'O,
FOTOPROCES TYPU | FOTOPROCES TYPU Il

Obr. 4: Schematické znazornéni fotoprocesu typu I a e

FOTOPROCES TYPU 1 je proces odstépeni vodiku nebo transfer elektronu mezi

excitovanym stavem fotosenzitizéru a substratem, rozpoustédlem nebo jinym fotosenzitizérem
a vytvoreni radikald a radikalovych iontl. Tyto radikaly jsou velmi reaktivni a mohou
interagovat s molekularnim kyslikem a vytvofit reaktivni druhy kysliku, jako je napf.
superoxidovy anion, nebo zptisobit neopravitelné poskozeni. Tyto reakce zptsobuji oxidativni
poskozeni a mohou eventudlné vést k cytotoxickému efektu pozorovanému v priabéhu PDT.’
K tomuto fotoprocesu dochazi hlavné za podminek sniZené koncentrace kysliku. Pfi uplné
2

anoxii totiZ reaguje excitovany fotosenzitizér pfimo s okolnim biologickym substratem.

FOTOPROCES TYPU Il je proces prenosu energie z tripletového stavu

fotosenzitizéru na zakladni stav molekuldrniho kysliku vedouci k vytvofeni excitovaného

stavu kysliku — singletovy kyslik (102).7 Tento singletovy kyslik nema schopnost penetrovat
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hloubéji, nez je pfiblizné Sitka lipidové bunéné membrany. Tim je prakticky zaruceno, ze
piimym ucinkem PDT budou usmrceny pouze bunky obsahujici PS. Spole¢né s urCitou
selektivitou kumulace v nadorové tkani a ozafenim pouze specifikovaného mista toto
umoznuje velice presné lokalizovany zasah. Tento typ fotoprocesu prevazuje

pii vyssich koncentracich kysliku.2

Singletovy kyslik je velmi reaktivni agens s poloCasem existence ve vodé okolo
4 mikrosekund, které napadd okolni biomolekuly (zejména molekuly obsazené
vV membranach, cholesterol, nenasycené¢ mastné kyseliny, DNA a aminokyseliny tryptofan,
methionin a histidin) bud’ oxidaci (obr. 5) nebo cykloadici (obr. 6). Takto modifikované
molekuly pak piestavaji plnit svou biologickou funkci a dochézi k poSkozeni bunky, piipadné

G . 2,11
az k jeji smrti.”

C8H17 C8H17
—_—
HO HO
OOH
Obr. 5: Oxidace cholesterolu
NHR NHR
N—(  COF o COR
- > HN \O

Obr. 6: Cykloadice singletového kysliku na tryptofan

Role kysliku v PDT

Tumordzni buniky jsou Spatné zasobeny krvi, coz vede k lokalni hypoxii. Navic je hladina
kysliku ve tkani v prib¢hu ozatovani ovlivnéna PDT—zplisobenym vaskularnim poskozenim a
produkci reaktivnich forem kysliku. Tyto efekty velmi limituji potencial PDT proti solidnim

tumortim v mistech, kde musi byt zohledn&na hypoxie.*?*3
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1.4 PROFIL IDEALNIHO PDT LECIVA

Profil idealni latky pro PDT muze byt sestaven za pouziti obecnych principti PDT a
obecnych zasad syntézy a marketingu jakéhokoliv 1éCiva. Jak se ukaze dale, n¢které aspekty
profilu, jako tfeba vinovou délku absorpéniho spektra, lze predpovédét pomérné snadno,

zatimco jiné, napf. farmakokineticky profil, je mnohem t&73i odhadnout.’

Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

» Chemicka Cistota (zjednodusuje urceni zavislosti davka — ucinek, doby mezi podanim

lé¢iva a ozarenim stejné jako celkové mnoZstvi zafeni) — PS by mél byt chemicky
Cisty a znamého slozeni. Toto je problém u HpD (hematoporfyrin derivate), kde se
jedna osmés mono-, di- a oligomera derivatizovaného hematoporfyrinu.
U novéjsich PS se jedna jiz vétSinou o dobfe charakterizované latky.

» Jednoduchd ptiprava fotoaktivni latky.

» Snadna syntéza z bézn¢ dostupnych vychozich latek; snadna aplikace do primyslové

vyroby.

» Minimélni toxicita ve tmé — PS by mél byt toxicky pouze po ozareni svétlem vinové délky

vhodné pro jeho aktivaci. Bez této aktivace jsou jeho jiné biologické ucinky
povazovany za nezadouci.

» Selektivni kumulace — PS by mél vykazovat vyrazné zvySenou kumulaci v nadorové tkani

oproti jinym tkadnim. Jedna se zejména o ukladani PS v kazi, kdy jeho pfitomnost
zpuisobuje napt. u HpD néslednou dlouhodobou (az 6 tydnt) kozni fotosenzitivitu,
coZ je pro pacienty velice omezujici.

» Rychld exkrece — Zbyly PS, jez zlstava v krevnim fecisti po kumulaci v cilové tkani, by

mohl zplisobovat systémovou toxicitu, a proto je jeho rychla exkrece z téla Zadouci.

Tento fakt souvisi s kratkym biologickym polocasem fotoaktivni latky v téle.

» Kvalitni fotochemické vlastnosti — Pro PS jsou zadouci vysoky ,triplet state quantum
yield* @7 (kvantovy vytézek tripletového stavu) a dlouhy ,,triplet state lifetime* tr
(polocas tripletového stavu), umonujici nasledné vysokou produkci hlavniho

cytotoxického agens singletového kysliku.
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> Dobré spektrélni vlastnosti — Zivé tkan& jsou pro elektromagnetické zafeni prostupné

pouze Vomezené mife, pricemz hloubka dostupnosti se zvySuje se zvySujici
se vilnovou délkou. Proto je potfebna silna absorpce s vysokymi extinkénimi
koeficienty pii delSich vinovych délkach (v oblasti 650—800 nm), kde penetracni
schopnosti svétla jsou maximalni a energie je stale dostacujici pro u¢innou produkci

singletového kysliku.*
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1.5 GENERACE FOTOSENZITIVNICH LATEK

Obecné se da fict, ze naprosta vétSina PS momentalné pouzivanych nebo testovanych
Vv PDT je zalozena na porfyrinovém cyklu. Vzhledem k tomu, Ze doposud nejrozsifenéjsi a
nejpouzivangjsi PS, Photofrin®, ma znaény podet vedlejsich uginki a pro PDT nezadoucich
vlastnosti, byl vyzkum zamétfen na nové typy PS.

V soucasné¢ dob¢ Ize znamé PS rozdélit do tifi generaci. Prvni generaci tvofi
pravdépodobné pouze HpD a vyznacuje se nékterymi nevyhodnymi vlastnostmi, kvili nimz
byly pfipraveny latky generace druhé. Kromé latek odvozenych od porfyrinti sem patii i latky
jinych chemickych struktur. Tieti generaci tvoii PS generace druhé spojené s nékterymi

. . T o wews Lt Al e w1 4
biomolekulami, umoznujicimi tak cilenéjsi biodistribuci v téle.

1.5.1 PRVNI GENERACE

Typické latky této generace jsou derivaty HpD, popi. protoporphyrinu IX. Jednim
Z nich je napt. Photofrin I® pfipraveny Doughertym, ktery se po dalsich upravach dostal
do klinické praxe jako Photofrin®. Je to oligomer hematoporfyrinu, ale délku oligomerniho
fetézce je tézké presné urcit. Touto latkou se PDT etablovala na poli 1écby zhoubnych nadort
hned vedle chirurgie, chemoterapie a radioterapie.

Prvni generace fotosenzitivnich latek ma ale nékolik zavaznych nedostatkli (nizka
vlnova délka vhodna pro aktivaci PS, nejednotné chemické sloZeni, nizk4 selektivita
vychytavani v nddorové tkani, kozni fotosenzitivita), které dale vedly k hledani latek jinych
typu.

Photofrin® i pres veskeré vyse uvedené nezadouci vlastnosti piesto stale zistava
nejrozsifenéjSim PS a byl uZz zaveden v mnoha zemich k 1écbé prekancerdznich stavi
(Barrettiiv jicen, cervikdlni dysplazie) i1 vlastnich kanceréz (karcinom cervixu, jicnu,

v g R S 1y . 4
mocového méchyte, Zaludku a bronchidlni karcinom).
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1.5.2 DRUHA GENERACE

Latky druhé generace jsou jiz chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné. Maji
téZ posunuto absorp¢ni maximum K vinovym délkam kolem 650-800 nm a tudiz je lze
aktivovat svétlem pronikajicim hloubé&ji do tkani. Tyto latky jiz vstoupily do II. a III. faze
klinického zkouSeni nebo jsou jiz pouzivany v terapii. Patii sem latky zatazené do skupiny
porfyrind, chlorinti, benzoporfyrinovych derivati, etiopurpurint, ftalocyaninti a nékteré dalsi
slouéeniny.4

Porfyriny jsou latky pfirodniho ptiivodu, které maji ve své struktute Ctyfi konjugovana
pyrrolova jadra a jednotlivé slouCeniny se pak vzajemné 1isi typem postrannich fetézct. Jejich
vlnova délka se pohybuje okolo 630 nm.? Porfyrinim jsou velice piibuzné chloriny a
bakteriochloriny, které maji o jednu (chloriny), ptipadné dvé (bakteriochloriny) konjugované
vazby v makrocyklickém systému mén& (obr. 7).* To znamen4, Ze vinova délka chlorind je
posunuta do oblasti 650-690 nm. U bakteriochlorinti pak dochézi k posunu vinovych délek az

do Cervené &asti spektra.”’

Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin

Obr. 7: Rozdil mezi porfyriny, chloriny a bakteriochloriny4

Mezi latky, které se fadi ke druhé generaci fotosenzitizéri (obr. 8), patii verteporfin
(derivat benzoporfyrinu), temoporfin (zastupce skupiny chlorind), rostaporfin (latka
ze skupiny metalochlorind), talaporfin (chloriny), motexafin lutecium (derivat texafyrinu
S centralné chelatovanym atomem lutecia), ftalocyaniny, 5-aminolevulinova kyselina a jeji
estery, a dal$i fotosenzitizéry piirodniho ¢i syntetického charakteru a rtzné chemické

struktury (methylenova modt, rhodaminy, porfyceny, hypericin, safyriny).*
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Verteporfin Temoporfin
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Rostaporfin Talaporfin

Obr. 8: Strukturni vzorce vybranych fotosenzitizéri druhé generace

V soucasné dobé jsou do klinické praxe ve svéte zavedeny (tab. 1) pouze ctyfi klasické
PS (HpD, verteporfin, talaporfin'®, temoporfin) a 5-aminolevulinova kyselina (a jeji
methylester a hexylester™), aviak fada dalsich je jiz v pokroGilych fazich klinického
testovani. I pfes své nevyhodné vlastnosti zlstava HpD stdle dosud nejrozsifenéjSim a
nejpouzivangj$im PS vzhledem k tomu, Ze je dosud nejprozkoumangjsi. Do popiedi se oviem
dostavaji 1 nové€jsi PS druhé generace a do budoucnosti se d4 predpokladat, ze diky svym
vyhodné&jSim vlastnostem a Casto nizsi toxicitou postupné vytlaéi HpD z terapie a zaujmou

jeho misto.”

21



Tab. 1: Fotosenzitizéry schvalené pro terapii onkologickych onemocnéni>***%

Genericky nazev | Datum a zemé, kde je schvaleno Indikace
pouZziti
porfimer sodny Poprvé schvaleno v roce 1995; Rakovina plic a mo¢ového
V soucasnosti pouzivan ve vice méchyfte, povrchni rakovina
nez 40 zemich zaludku, jicnovy
adenokarcinom
verteporfin Schvaleno v roce 1999, Senilni makularni degenerace
registrovan ve vice nez 71 zemich
talaporfin Od roku 2004 v Japonsku Rakovina plic
(Laserphyrin)
temoporfin Schvaleno v roce 2001 Paliativni rakovina hlavy a krku
vV Evropské unii, Norsku a Islandu
aminolevulinova Schvéleno v roce 1999 v USA Aktinoidni keratoza
kyselina
methyl aminolevulinat | Schvéleno v roce 2001 v Evropé | Aktinoidni keratdza, rakovina
bazalnich bunék
hexyl aminolevulinat | Schvaleno ve 27 zemich Evropy | Detekce rakoviny moc¢ového
pod nazvem Hexvix (2004) méchyfte

1.5.3 TRETI GENERACE

Jako latky tieti generace se oznacuji konjugaty fotosenzitizérGi s rliznymi
biomolekulami. Mezi latkami, které tvoii fotosenzitivni ¢ast konjugatli, dominuji porfyriny
ziejm¢ z divodu jejich snadné piipravy. Ve farmakokinetice konjugitu dominuje afinita
porfyrinové ¢asti k sérovym proteinim. Afinita biomolekul k receptorim na povrchu buriky je
vyjadiena mén¢. Porfyriny se konjuguji zejména s protilatkami, steroidy, dale se sacharidy a
polynukleotidy.® Dalsi mozZnosti je tvorba tzv. kontejnerovych (uzavérovych) komplexi.
V tomto piipadé se nejednd piimo o tvorbu konjugatd, ale o uzavieni molekuly PS uvnitt
struktur makrocyklickych slou€enin, které tvoii jakousi dutinu, ve které je poutdna molekula

PS nekovalentnimi interakcemi.®
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1.6 TRANSPORTNI SYSTEMY PRO FOTOSENZITIZERY V PDT

PDT je velice slibna Ié¢ebna metoda pro riizna onkologicka, kardiovaskularni, kozni a
ocni onemocnéni. Jednim z hlavnich problémi, se kterym se PDT potyka a ktery znacné
omezuje vyuziti fotosenzitizérl v terapii, je obtiznost pfipravy farmaceutickych systémi,
které by byly vhodné pro parenteralni aplikaci PS. Hydrofobni PS nemohou byt jednoduse
aplikovany intraven6zn¢ kvtli jejich velmi nizké rozpustnosti ve vodé. A proto probiha v této
oblasti rozsahly vyzkum, ktery se zabyva riznymi metodami (napf. hydrofilni polymer-PS
konjugace, enkapsulace PS v koloidalnich nosicich jako jsou olejové disperze, lipozomy ¢i
polymerni ¢&astice — mikro- a nanocastice) umoziujicimi aplikaci hydrofobnich PS
do organismu. Navic je snaha o piipravu takovych systému, které by cilen¢ dopravily PS
do nadorové tkané (jedna se o specificky targeting pomoci navazani monoklonalnich
protilatek ¢i jinych molekul, které jsou specificky vychytdvany nddorovou tkani, na molekulu
PS) a nésledné tak snizily vyskyt vedlejSich neZzadoucich G¢inki PDT (pfedevsim nezadouci

vliv na okolni zdravou tka)."’

Vlastnosti idedlniho transportniho systému

Idedlni transportni systém by mé&l umozZnit selektivni kumulaci PS poSkozenou tkani
tak, aby v cilovych bunkach byla pfitomna terapeuticka koncentrace PS a minimalni ¢i nulova
koncentrace v okolnich zdravych bunikach. Dalsi vlastnosti t€chto systémiti musi byt schopnost
inkorporovat PS bez jakéhokoliv ovlivnéni nebo ztraty jeho aktivity. Vzhledem k vysoké
pravdépodobnosti opakovanych aplikaci PS béhem lécebného procesu vyvstava pozadavek
biodegradability syst¢ému a minimalniho ¢i Zadného vyvoldni imunitni reakce organismu

na ptitomnost transportniho systému.l7

Jinym divodem, pro¢ se vyuZivaji nosi¢e pro transport PS, je vytvofeni takového
prostiedi, ve kterém by se PS vyskytoval ve své monomerni formé (pravé v té je PS
fotodynamicky aktivni). Vzhledem k jejich chemické struktuie ma totiz mnoho PS sklon
k agregaci ve vodném prostiedi (tato agregace PS je dana snahou hydrofobni molekuly
vyhnout se kontaktu s molekulami vody).'* Agregaty (dimery i vys$i agregaty) nejsou

schopné piedavat absorbovanou svételnou energii dale ani ji uvoliiovat ve formé& fotonu
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fluorescenci — absorbovana energie je vétSinou uvolnéna vnitini pfeménou (obr. 3, cesta 3)
ve form¢ tepla.
Dalsi diskutovanou strategii v oblasti transportnich systému je vyuziti receptorti cilové

tkan¢ ¢i antigend, které by umoznily specifické vychytavani PS danymi tkandmi.*’
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1.6.1 PASIVNiI TARGETING

Vzhledem ke skute¢nosti, ze transportni systémy jako jsou lipozémy, olejové disperze,
biodegradabilni polymerni ¢astice a hydrofilni polymer-PS kojugéaty vyuZzivaji pfirozené se
vyskytujici distribu¢ni procesy v organismu, oznacujeme tento typ transportnich systému jako
pasivni targeting. Mnoho studii ukdzalo, ze selektivni kumulace nosi¢i PS v nadorovych
tkanich je dana fenoménem zndmym jako ,,zvySena permeabilita a retencni efekt.

Zvysena permeabilita cévni stény (vedouci k nekompletni endotelidlni bariéfe) a
snizené¢ lymfatické odvodnéni v tumor6zni tkéni (zpisobené nedostateCnym vytvoienim
lymfatického systému nebo lymfatickou obstrukei) patii k mechanismim, které umoziuji

v N ey , ’ L1 LN s s ien o A7
témto ¢asticim dosahnout jejich cilové tkan€ pouhou pasivni difazi.

Lipozomy

Lipozémy jsou multilameldrni nebo unilamelarni fosfolipidové submikroskopické
Castice, které umoznuji inkorporaci lipofilnich ¢i hydrofilnich 1é¢iv do wvnitini matrix
vzhledem K jejich ¢asticové povaze (jedna se o koncentricky uspotadané lipidové dvojvrstvy,
které uzaviraji vodny kompartment). Jejich hlavni soucasti (fosfolipidy a cholesterol) jsou
latky, které se ve velkém mnoZstvi béZné vyskytuji v organismu a tudiz zajist'uji velmi dobrou
biokompatibilitu téchto ¢astic v téle.

Ptiprava lipozomu je hojné vyuzivdna jako efektivni pfenaseCovy systém PS jak
u experimentalnich studii PDT, tak 1 pfi klinickych zkouSkach. UZitecny efekt t&chto
koloidalnich nosi¢li byl popsan v fadé rGznych vyzkum, které ukézaly na vyhody téchto
systému oproti ostatnim, jako jsou napt. vodné disperze PS.

Jednim z ptedpokladli inkorporace PS do lipozomil je zachovani monomerniho
(neagregovaného) stavu PS. Je totiZ potvrzeno, Ze tato monomerni forma PS zvySuje spotiebu
kysliku a je tedy fotodynamicky mnohem U¢innéj$i nez agregovany PS. Isele a kol. vyvinuli
metodu fedéni pomoci organického rozpoustédla, pomoci které inkorporovali monomerni
Zn-ftalocyanin (ZnPc) do stabilnich lyofilizovanych lipozomi slozenych ze smési
1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholinu  (POPC) a 1,2-dioleoylfosfatidylserinu  (DOPS)

V pomeéru 9:1.17
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Olejové disperze a micelarni systémy

Disperzni systémy obsahujici emulgator a micelarni systémy patii k dalSim
koloidalnim systémim, které jsou testovany v PDT. V téchto  soustavach dochazi
k vyraznému zvyseni rozpustnosti fotosenzitizéru.

Disperze obsahujici jako emulgator Cremofor-EL (CRM) (neionogenni
polyethoxylovany ricinovy olej) patii k dalSim alternativdm, které fesi problém s rozpustnosti
hydrofobnich PS. Tyto disperze jsou pouzivany k parenteralni aplikaci. Jistou nevyhodou ale
je, ze po parenteralnim podéani byla hldSena fada akutnich anafylaktickych reakci. Pfitomnost
CRM je pravdépodobné pficinou téchto reakci a riziko jejich vyskytu souvisi s davkou a
rychlosti infuze.

Na =zaklad¢ téchto nezddoucich uc¢inki CRM probiha rozsahly vyzkum
pH-senzitivnich polymernich micelarnich systémt, které predstavuji slibnou alternativu
pro prenos PS misto disperznich systémi vyuzivajicich CRM.Y

r wr

Polymerni castice

Biodegradabilni nano¢astice, které jsou povazovany za alternativu lipozomu, ziskavaji
Vv poslednich letech ohromnou pozornost jako mozné transportni systémy v terapii
nadorovych onemocnéni pomoci PDT. Jejich nejvétsi vyhoda tkvi v ptenosu velkého
mnozstvi PS a v moznosti ovlivnit rychlost uvoliiovani PS z té€chto ¢astic. DalSimi vyhodami
je rozsahly vybér materidlti (napt. poly(D,L-mlé¢na kyselina)) a vyrobnich procesi, pomoci

, oy NPT 17
kterych mZzeme nanocastice ziskat.

Polymer-PS konjugaty

Pomérné zajimavé moZnosti v oblasti transportnich systémii skyta konjugace PS
s vhodnymi polymery jako jsou N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA), poly-L-lysin,
polyethylenglykol (PEG) nebo polyvinylalkohol (PVAL), coz vede ke zvySeni hydrofility PS.
U PS navézanych na polymery probihd v soucasné dobé rozsahly vyzkum a tyto systémy se
zdaji byt slibnymi pro PDT aplikaci ve srovnani s volnymi PS. Jejich vyhodami jsou
prodlouzeny polocas v Krevnim fecisti, zvySena selektivita k nadorové tkani a velmi dobra
PDT ucinnost.

Je dulezité podotknout, Ze jednim z nejcastéji pouzivanych polymert pro konjugaci
S PS je pravé PEG. Ten mé vSak velmi ¢asto rtiznou délku fetézce, coz zplsobuje problémy
S porovnavanim vysledkt jednotlivych studii provadénych s timto polymerem. Délka PEG

fetézce muze totiz ovlivnit farmakokinetické chovani celého systému.17
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1.6.2 DLOUHO CIRKULUJICI TRANSPORTNI SYSTEMY

Terapeutické¢ vyuziti koloiddlnich nosi¢l aplikovanych intraven6zné je znacné
omezeno schopnosti mononuklearniho fagocytarniho systému (MFS) odstraiiovat tyto Castice
Z krevniho fecCist¢ pomeérneé vysokou rychlosti. Nasledkem tohoto procesu dochazi
k nedostatecnému vychytavani koloidalnich nosi¢t ¢i samotného PS cilovymi tkanémi.

Fagocytujici bunky maji schopnost odstrafiovat tyto ¢astice na zakladé opsonizace —
jednd se o adsorpci ligandii, které jsou schopné interagovat s receptory piitomnymi
na povrchu fagocytujicich bunék. In vivo studie prokazaly, Ze interakce opsoninu (ligandu)
S Castici zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech dané Castice jako jsou hydrofobicita,
iontovy naboj, velikost a fluidita jejiho povrchu. Bylo jiz podniknuto mnoho kroki, které se
snazi predchazet vychytavani téchto nosi¢ti pomoci MFS. Jedna se napt. o blokddu MFS
pomoci saturace nebo o modifikaci povrchu ¢astic (naboj, hydrofilita, stérickd stabilizace).
Pti terapii nadorovych onemocnéni vSak neni blokdda MFS Zadouci, protoze makrofagy a
zirné bunky se aktivn€ ucastni na protinadorové imunitni reakci (kontroluji tak rozvoj a
roz§ifovani nddoru). Proto se vSechny dal$i vyzkumy odebiraji hlavné cestou modifikace
povrchu ¢astic.

Na zéklad¢€ rtiznych studii bylo potvrzeno, Ze vSeobecné probihd adsorpce opsoninli
mnohem ¢astéji na hydrofobni nezli hydrofilni povrchy, coz zplisobuje vyrazné odstranovani
hydrofobnich ¢astic z krevniho fecisté. Aby se predeslo tomuto jevu, byly provadény rizné
modifikace povrchovych vlastnosti koloidalnich ¢astic, které zcela zamezily nebo ptipadné
minimalizovaly jejich in vivo rozpoznavani a vychytavani pomoci MFS. Toto snizeni
clearance koloidéalnich nosi¢li umoznilo zvySeni celkové koncentrace PS v cilové tkani.

Zvyseni hydrofility povrcht koloidalnich nosi¢ti je mozné neékolika riznymi zptisoby:
pokrytim povrchu Castic pomoci hydrofilni vrstvicky tvofené napi. poloxamery, poloxaminy
¢i PEG, nebo vmezetenim gangliosidil (napt. GM1) do lipidové dvojvrstvy lipozém1.

Je dokazéan vztah mezi sniZzenym vychytavanim ¢éstic z krevniho fecisté a zvySujici se
tloustkou ochranné vrstvy. Nanocastice, které jsou potazené vét§sim mnozstvim hydrofilnich
molekul, se také minimaln€ hromadi v jatrech a slezing. Na druhou stranu vSak neni zvySujici
se hydrofilita vhodna, pokud jsou na povrch castice navazany skupiny, které naopak
komplement aktivuji (napf. hydroxylové skupiny). Uginnost stérického stinéni, které je dal§im
mechanismem zabrafujici opsonizaci €astic a zvySujici cirkulaci v krevnim fecisti, zavisi

na molekulové hmotnosti, povrchové hustoté ¢astic a na délce fetézce pouzitého polymeru.17
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1.6.3 AKTIVNI TARGETING

Za ucelem zvyseni selektivity vychytdvani PS nadorovymi tkdnémi se nejnovéjsi
vyzkumy ubiraji cestou aktivniho targetingu, ktery spociva v existenci konjugati obsahujicich
PS a tu cast, ktera se specificky vaze na receptory pritomné v cilové tkani (vazebné misto).

Teoreticky ma tento zptisob transportu PS fadu vyhod oproti pfedeslym transportnim
systémim. Jednak je to velmi vysokd afinita vazebného mista k receptoru ¢i antigenu
na povrchu cilovych buné¢k, dale pfima ¢i vysoce specificka lokalizace zvysujici efektivitu a
selektivitu PS a nakonec z toho vyplyvajici nizsi efektivni davka PS.

Oproti t€émto vyhodam je ucinnost této strategie ovlivnéna fadou faktorti, mezi které
patii stabilita vytvoifeného konjugatu v krevnim fecisti, ochrana proti mozné inaktivaci béhem
transportu, schopnost konjugatu prostupovat fyziologickymi bariérami a nakonec je to
pozadavek netoxicity, neimunogenity a biodegradability celého systému.

Vyse wuvedenym pozadavkim vyhovuji dva typy systémi: lipoproteiny

zprostiedkovany transport PS a konjugaty PS s monoklonalnimi protilatkami.'’

Lipoproteiny zprostiedkovany transport PS

Na zaklad¢ existence piimého vztahu mezi relativnim poctem lipoproteinovych
receptort na povrchu riznych nadort a vychytavanim PS malignimi buitkami je v poslednich
letech soustfedéna velkd pozornost na klinické vyuziti plasmatickych lipoproteint. Ze vSech
druhti lipoproteini se LDL (low-density lipoproteins) zdaji byt témi nejdalezitéjsimi
Vv transportu a uvoliiovani PS do naddorovych bunék. Tento mechanismus miize byt vysvétlen
na zéklad¢ skute¢nosti, ze naddorové buiky patii k velmi rychle se mnozicim buiikkdm a navic
se vyznacuji vysokou permeabilitou. Exprese LDL receptorti na povrchu téchto bunck je
regulovana potiebou cholesterolu. Cholesterol ziskavaji buiikky bud’ de novo syntézou nebo
vychytavanim LDL z okoli pomoci receptorti (Apo B/E receptory) nebo procesem, ktery neni
zprostiedkovany receptory (pasivni diftize). Navic mnoho nadorovych buné€k ztratilo kontrolu
nad normalnimi regulacnimi mechanismy a exprimuji tak abnormalné vysoké mnozstvi LDL
receptorti oproti zdravym buiikam."’

Lipoproteiny pouzivané jako transportni systémy PS se vyznacuji fadou nasledujicich
vyhod. Diky jejich endogennimu pivodu se piedchdzi rozpoznavani téchto ¢astic MFS, coz
vede Kk delSimu setrvani v plasmé a v biologickych tekutinach, a navic nevyvolavaji imunitni

reakci organismu. Jejich pomérné mala velikost (v priméru 10-23 nm) umoziuje difuzi
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pies cévni membranu a jejich nepoléarni jadro piedstavuje vyznamny depot pro lipofilni latky,
které jsou tak dokonale chranény pted krevnim prostfedim béhem transportu. Piicemz
umisténi PS v lipofilnim jadfe lipoproteini nema Zzadny vliv na jejich rozpoznavani

N 19
bunéénymi receptory.

Protilatkami zprostiredkovanv transport

Protilatkami zprosttedkovany transport PS je dalSim zplisobem, pomoci kterého se da
zvysit specifita PDT a zaroven snizit vedlejs$i nezadouci U¢inky spojené s touto terapii. Tato
strategie je zalozena na spojeni PS s monoklonalnimi protilatkami (MoAb) proti specifickym
antigenim na povrchu malignich bun¢k. D4 se fici, ze MoAb tak vytvéfeji obrovskou
moznost v usnadnéni transportu rtznych latek do pozadovanych cilovych struktur a to
na zaklad¢ specifické interakce MoAb s danym antigenem. Je vSeobecné znamo, Ze mezi
nadorovymi a zdravymi buitkami existuji charakteristické odliSnosti, jako je napf. zvySena
exprese specifickych antigenli a onkoproteinti na povrchu nddorovych bunék.

Ptimé spojeni molekul PS s MoAb je pomérné snadno proveditelné a to navic za velmi
mirnych podminek. Nicméné tato skute¢nost neposkytuje dostate¢né uspokojeni, nebot’
se zvySujicim se stupném substituce dochazi k vyznamnému sniZeni antigenni specifity
MoAb. Ur¢itym zpisobem, jak zvySit mnoZstvi PS transportovaného pomoci molekuly
MoAb, je vyuziti koloidalnich ptenasecovych systémi, které jsou pokryty molekulami MoAb.
Bylo prokédzano, ze specificky transport latek do cilovych tkani je daleko vice Uc¢inny
pti pouziti koloidalnich nosici pokrytych MoAb nezli v ptipade systémi bez protilatky.

Pfes vSechny povzbuzujici vysledky ziskané in vitro musi byt jesté vyfeSena fada
problému souvisejicich s pouzitim téchto imunokonjugatd v klinickych zkouskach. In vivo
uc¢innost PS-imunokonjugatl totiz zavisi na nckolika faktorech, které mohou ovlivnit
dosazeni nadoru a protilatkami zprostiedkovanou lokalizaci v nadoru. Navic nadorova tkan
nema staticky charakter, neustdle dochazi ke zménam v antigennim profilu nadorovych
bunék, coz nasledné vede ke ztraté specifickych receptord, sniZeni jejich poctu ¢i skryti

o 17
receptoru.
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1.7 LIPOZOMY

Lipozomy jsou koloidni az mikroskopické globularné usporadané struktury (vezikuly)
jedné nebo vice hydratovanych dvojvrstev amfifilnich lipidG uzavirajici vnitini vodny
kompartment, které se samovolng tvoii z disperze fosfolipidii ve vodném prostredi.” Velikost
lipozémt se pohybuje v rozmezi od 10 nm do 10 pm.21

Sténu lipozomu tvoii fosfolipidova dvojvrstva (lamela). Tato dvojvrstva molekul
fosfolipidii je uspofdddna tak, Ze na povrchu membrany jsou hydrofilni polarni skupiny
fosfolipidl, zatimco nepolarni fetézce fosfolipidi tvoti lipofilni vnitfek membrémy.20 Timto je
struktura membrany lipozéml velmi podobna struktufe membrany Zzivych bunék a tato
podobnost miize byt vystupniovana rozsdhlou chemickou modifikaci lipozomalni membrany,
&ehoz lze v koneéné fazi vyuzit napiiklad pii aktivnim targetingu 16¢iv.*

Lipozémy vyvolaly znaény zajem jako modely biologickych membréan, pozdéji se
zacaly studovat jako nosi¢ové systémy pro parenterdlné aplikovand 1é¢iva cilen¢ usmériiovana

s . ey 2
K ur&itému organu, tkani &i buice.”

1.7.1 CHEMICKA STRUKTURA

Fosfolipidy pfedstavuji hlavni strukturdlni soucast biologickych membran. Rozlisuji se
dvé zakladni skupiny fosfolipidd: fosfodiglyceridy a sfingolipidy, spole¢né s jim
odpovidajicimi hydrolytickymi produkty.?

Fosfodiglyceridy obsahuji ve své molekule glycerol esterifikovany dvéma alifatickymi
kyselinami. Na tfeti hydroxylové skupiné je vazana kyselina fosforecnd, kterd je
esterifikovana aminoalkoholy (cholin, ethanolamin), pfipadn€ pfes hydroxyl vazanym
serinem, glycerolem nebo inositolem.

Stingolipidy na rozdil od fosfodiglyceridii neobsahuji ve své molekule glycerol, ale
aminoalkohol sfingosin. Sfingosin je vzdy acylovan vys§i alifatickou kyselinou
na aminoskuping, jedna se tudiz o amidy. Na hydroxylovou skupinu sfingosinu v poloze 1
muze byt vazana esterifikovana kyselina fosforecnd. Pokud na kyselinu fosforecnou je déle
vazan aminoalkohol cholin, jedna se o sfingomyeliny. Cerebrosidy a gangliosidy neobsahuji

vazanou kyselinu fosfore¢nou. Misto ni jsou glykosidickou vazbou poutané sacharidy.22
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Nejcastéji se vyskytujicimi fosfolipidy (obr. 9) jsou fosfatidylcholiny (PC), dale
fosfatidylethanolaminy, fosfatidylseriny, fosfatidylglyceroly. PC jsou amfifilni molekuly,
ve kterych tvofi glycerol spojovaci most mezi molekulou fosfocholinu a zbytky mastnych
kyselin. Jsou nerozpustné ve vod¢ , a proto se ve vodném prostiedi orientuji do dvojvrstev
tak, aby minimalizovaly nevyhodné interakce mezi vodnou fazi a dlouhymi uhlovodikovymi
fetézci mastnych kyselin. Tyto nezddouci interakce mohou byt zcela eliminovany vytvorenim
uzavienych vezikul, ve kterych je nepolarni ¢ast molekuly orientovana dovnitt vezikul a
poléarni cast sméfuje vné.

Fosfatidylcholiny, znamé téz pod nazvem lecitin, mohou byt ziskdvany jak
Z ptirodnich zdroj,, tak 1 syntetickymi postupy. Jsou pomérné snadno extrahovany
Z vajecného zloutku a sojovych bobu, ale pon€kud hife z hovéziho srdce ¢i michy. Jelikoz
predstavuji hlavni fosfolipidovou slozku mnoha bunéénych membran, pouzivaji se
fosfatidylcholiny jako zakladni fosfolipidy pro piipravu lipozémi. Jejich vyhoda spociva
jednak v nizké cené ve srovnani s ostatnimi fosfolipidy, dale v jejich neutralnim naboji a
chemické inertnosti. Lecitin z pfirodnich zdrojii je ve skutecnosti smés fosfatidylcholint,
které se vzajemné 1isi délkou fetézci mastnych kyselin a riznym poctem nasobnych vazeb.
Lecitin rostlinného piivodu ma vysoky obsah polynenasycenych mastnych kyselin, zatimco
lecitin ze zvifecich zdroji obsahuje vysoké procento plné nasycenych fetézcl. Mastné

kyseliny piirodniho piivodu obsahuji v§echny dvojné vazby v cis konfiguraci.

Ve + . .
0—CHy - r;H.;—rT]-ME fosfatidylcholin
Me

+
Aoy 00 Ot CieNdy fosfatidylethanolamin
Dl' D*ilj" ,-NH;

0 4] D-‘G-L

fosfatidylserin
Q"

Q-CHy-(H-CH, fosfatidylglycerol
OH OH

Obr. 9: Chemické vzorce nékterych fosfolipidi bézné se vyskytujicich v pifirodé (jednotlivé molekuly

fosfolipidi se pak lisi zbytkem mastnych kyselin navazanych na glycerol v polohach 1 a 2)21
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Vétsina ptirozenych fosfolipidii jsou tzv. ,,smiSené®, coz znamena, ze mastné kyseliny
vazané na glycerol v polohach 1 a 2 téze molekuly fosfolipidu jsou riizné. PtiCemz fetézec té
mastné kyseliny, ktery se nachazi v poloze 2, je vétSinou nenasyceny, ale zbytek mastné
kyseliny v poloze 1 je nasyceny.?

Nomenklatura a terminologie mastnych kyselin, které se vyskytuji jako soucast
fosfolipidd, je uvedena v tab. 2. Je zde uveden i jejich vzajemny pomér vyskytu v molekulach
fosfatidylcholint ziskanych z riiznych zdroji. Zkratky vyjadiuji celkovy pocet uhlikovych

atomu (prvni &islo) a pocet dvojnych vazeb (druhé &islo) v molekule mastné kyseliny.?*

Tab. 2: Nomenklatura a terminologie vybranych mastnych kyselin21

Relativni vyskyt v pfirodnich
Zkratka | Systematicky nazev Trivialni nézev | zdrojich fosfatidylcholinti (%)
S¢jovy PC | Vajecny PC | Krysa
C12:0 |dodekanova laurova
C14:0 |tetradekanova myristova
C16:0 |hexadekanova palmitova 17,2 35,3 28,8
C16:1 |cis-9-hexadecenova palmitolejova
C18:0 |oktadekanova stearova 3,8 13,5 18,0
C18:1 cis-9-oktadecenova olejova 22.6 26,8 8,4
C18:2 |cis,cis-9,12- linoleova 478
oktadekadienova
C18:2 |cis,cis-6,9-oktadekadienova 5,7 194
C20:0 |eikosanova arachidova
C20:1 | Cis-9-eikosenova gadoleova
C20:4 cis-5,8,11,14- arachidonova 1,0 17,0
eikosatetraenova
C22:0 |dokosanova behenova
C24:0 |tetrakosanova lignocerova
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Fosfatidylcholinové membrany

Membrany tvofené molekulami fosfatidylcholini mohou existovat v zavislosti
nateplot¢ v riznych fazich, pficemz ptrechod z jedné faze do druhé muze byt detekovan
pomoci fyzikalnich metod. Nejlépe pozorovatelnym fazovym piechodem je ten, ktery se
vyskytuje pii nejvyssi teploté, kdy membrana piechazi z uspofadaného stavu gelu ¢i pevné
faze do kapalné faze (faze tekutého krystalu) (obr. 10). To je zpiisobeno zvySenou
pohyblivosti jednotlivych molekul membrany s rostouci teplotou. Nejrozsifenéjsi metodou
pouzivanou pro detekci teploty fazového piechodu (T¢) je mikrokalorimetrie. Bylo potvrzeno,
ze délka uhlovodikového fetézce a pocet dvojnych vazeb v molekule mastnych kyselin,
ze kterych je membrana slozena, ma zna¢ny vliv na hodnotu T¢c. Obecné plati, Ze rostouci
délka fetézce nebo snizujici se pocet dvojnych vazeb zvySuje teplotu prechodu. Napiiklad
membrany vyrobené z vaje¢ného lecitinu maji teplotu piechodu od -15°C do -7°C, zatimco

membrany savéiho pivodu maji Tc V rozmezi od 0°C do 40°C.

]
Ix,—, x,r/ ff/,ﬁff A '..- stav gelu

wliiiinnibs (spevni fizo)

1
AT faze tekutého
krystalu
(,,kapalna* faze)

Obr. 10: Znazornéni ptrechodu membrany z uspoiadaného stavu gelu do kapalné féze21
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Porozuméni fazovému pirechodu fosfolipidovych membran je velmi dilezité¢ jak
z hlediska vyroby, tak i z hlediska vyuziti lipozémi, nebot’ fazové chovani membrany
lipozomii urcuje takové vlastnosti jako jsou permeabilita, flize, agregace, vazba proteintl.
Zaroven vsechny tyto vlastnosti mohou vyraznym zplisobem ovlivnit stabilitu lipozomt a
jejich chovani v biologickych systémech.

Lipozomalni membrany jsou semipermeabilni, pficemz rychlost difuze molekul a
iontd pies membranu se vyznamné¢ 1isi. Pro molekuly vyznacujici se vysokou rozpustnosti jak
Vv organickém, tak i vodném prostiedi pfedstavuje fosfolipidovd membrana jen velmi tenkou
bariéru. Naopak polarni latky jako je napt. glukoza, ¢i slouceniny s vysokou molekulovou
hmotnosti prochazi pfes membranu velmi pomalu. Mensi molekuly s neutralnim nabojem
(napf. voda, mocovina) mohou difundovat pies membranu pomérné rychle, zatimco nabité
ionty se chovaji velmi odlisné. Protony a hydroxylové ionty prochdzi pies membranu docela
rychle, coz je pravdépodobné zptisobeno prenosem vodikovych vazeb mezi molekulami vody,

naopak u sodikovych a draslikovych ionti je prechod velmi pomaly.21

1.7.2 FYZIKALNI STRUKTURA

Nehled¢ na chemické slozky lipozomu, které ovliviuji takové vlastnosti jako jsou
membranova fluidita, hustota naboje ¢i permeabilita, mohou byt lipozoémy charakterizovany
téZ podle jejich velikosti nebo tvaru. Jejich velikost se pohybuje vrozmezi od 25 nm
U nejmensich vezikul az po lipozdmy, které jsou pozorovatelné pod svételnym mikroskopem
s 1000 nm a vice v pruméru. Klasifikace lipozémt (obr. 11) podle velikosti je proto v dnesni
dobé& nejvhodnéjsim ukazatelem. Podle tohoto hlediska je d€lime do n€kolika skupin:

1) Multilamelarni vezikuly (multilamellar vesicles, MLVs). Jejich velikost se

pohybuje v pomérné Sirokém rozmezi od 100 nm do 1000 nm, kazdy méchyick se

sklada z péti ¢i vice koncentricky uspofddanych dvojvrstev. Vezikuly, které jsou
slozeny jen zmalého poctu koncentrickych dvojvrstev, se nékdy oznacuji jako
oligolamelarni lipozémy.

2) Malé unilamelarni vezikuly (small unilamellar vesicles, SUVs). Tyto lipozomy

jsou definovany nejmensi velikosti moznou pro existenci fosfolipidovych vezikul.

Tato hranice se pohybuje okolo 15 nm pro isty vajecny lecitin a okolo 25 nm
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pro DPPC lipozémy. Jelikoz se velikost téchto lipozoma pohybuje u spodni hranice,
Ize tuto skupinu z hlediska velikosti povazovat za homogenni.

3) Velké unilameldrni vezikuly (large unilamellar vesicles, LUVs). Velikost
téchto lipozoémi se pohybuje v priiméru okolo 1000 nm.

4) Unilamelarni vezikuly se stfedni velikosti (intermediate-sized unilamellar

vesicles, lUVSs). Tato skupina je piedstavovana lipozomy s velikosti okolo 100 nm.?

SuUVv UV MLV LUV

Obr. 11: Grafické znazornéni jednotlivych typt lipozémi podle velikosti>:

Lipozémy mohou byt téz klasifikovany podle metody jejich piipravy, kterymi jsou
napt. dehydratace a rehydratace (dried-reconstituted vesicles, DRV), extruze (extrusion
technique, ET), evaporace reverzni faze (reverse-phase evaporation vesicle, REV).

Vétsina metod, které se dnes v praxi pouzivaji pro ptipravu lipozémi, poskytuje vsak
velmi heterogenni populaci vezikul, jejichz velikost se pohybuje v §irokém rozmezi. Z tohoto

davodu je diilezité piesn¢ definovat metody pfipravy.21
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1.7.3 VYUZITIi LIPOZOMU

Vybér urcitého typu lipozomil zavisi na zpisobu aplikace, na ucelu, k jakému chceme
dany typ vyuzit a na velikosti jejich vnitiniho kompartmentu pro ptipad inkorporace raznych
latek do lipozému.

VétSina zplsobll vyuziti je zaloZena na skutecnosti, Ze jsou tyto struktury tvofeny
pfirodnimi, biokompatibilnimi latkami. Tento fakt pfedpoklada jejich vyuziti predevsim
Vv medicinské oblasti a pfidruZzenych oborech, avSak aplikace lipozomu se uplatnila i

ve fyzikalnich a dalSich védach.

Pasivni targeting

V dne$ni dobé se lipozomy uplatiuji v diagnostice, chemoterapii, imunoterapii,
genove¢ terapii a v terapii nadoril. Je vSak nutné podotknout, Ze velkou nevyhodou pfi aplikaci
lipozomii je jejich ochota interagovat s organy MFS (jmenovité s jatry, slezinou, plicemi,
lymfatickymi uzlinami a kostni dfeni), coz nasledné¢ vede k jejich rychlému vychytavani
fagocytujicimi bunikami, degradaci v lysozomech a tudiz velmi rychlé eliminaci lipozoému
Z organismu. Lipozdémy mohou byt vyuzity v terapii intracelularnich nemoci makrofagt, jako
je leishmaniéza a mykotické infekce, nebo u onemocnéni zasahujici jaterni ¢i plicni tkang.
Mohly by byt rovnéz G¢inné v terapii nadorovych onemocnéni, coz je dano jejich zvySenou
kumulaci v oblastech postizenych nadorem. Lipozémy uzavirajici ve svém vodném
kompartmentu rizné imunomodulatory by mohly byt zase vyuzity ke stimulaci imunitni

odpovédi organismu vici antigentim.

Aktivni targeting

Aktivni targeting lipozomil spoc¢iva v modifikaci jejich povrchu riznymi molekulami,
které maji zajistit jejich specifické vychytavani v cilovych bunikach. Lipozomy sice setrvavaji
po delsi dobu vkrevnim feciSti, avSak jen malé mnozstvi je schopno dostat se
do extracelularniho prostoru. Lipozomy aplikované subkutanni nebo intramuskularni cestou
se zase kumuluji v lymfatickych uzlindch, zatimco po podédni perordlni cestou podléhaji
okamzité degradaci. V soucasné dobé& proto probihaji vyzkumy na trovni optimalni aplikace

lipozémti do organismu a modifikace jejich povrchovych vlastnosti.?*
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1.7.4 PRIPRAVA LIPOZOMU

Ptiprava lipozomi je zalozena na skutecnosti, ze fosfolipidové membrany se tvori
spontann¢ jako dusledek neptiznivych interakci mezi fosfolipidy a vodou. Z tohoto diivodu se
u piipravy lipozomi neklade diraz na vlastni tvorbu membran, ktera probihd samovolné, ale
pfimo na tvorbu vezikul pozadované velikosti a struktury, které by byly schopné do svého
vnitiniho kompartmentu pojmout urcité mnozstvi latek.

Veskeré metody piipravy lipozéml se v podstaté¢ skladaji ze tii, piipadné Ctyt
zékladnich krokt: vysusSeni lipidi z organického rozpoustédla, rozptyleni lipidi do vodného
prostredi, vycisténi vyslednych lipozému a analyza kone¢ného produktu. Hlavni rozdil mezi
jednotlivymi metodami piipravy lipozémi je ve zplsobu, jakym jsou jednotlivé slozky
membran rozptyleny ve vodném prostiedi, nez dojde k jejich sjednoceni ve dvouvrstevné
utvary. Metody pripravy lze tudiz rozdélit do tfech skupin podle zpisobu dispergace —
jmenovité se jedna o mechanickou dispergaci, dispergaci rozpoustédel a solubilizaci

za pomoci detergentu.?

1.7.4.1 Manipulace s lipidy

Uchovavani lipida

Lipidy lze uchovavat bud’ jako pevné latky nebo ve formé organického roztoku
(nejcastéji  chloroform), vzdy vSak pii teplot¢ -20°C az -70°C, aby se tak sniZila
pravdépodobnost jejich oxidace na minimum. V ptipad¢ organického roztoku je potieba, aby
se pouzité rozpoustédlo vyznacovalo velmi vysokou Cistotou z diivodu, ze ptipadné necistoty
by mohly byt chemicky reaktivni nebo by mohly negativné ovlivnit kvalitu lipida. Stopy vody
se z rozpoustédel odstranuji pfidanim molekulovych sit. VSechny roztoky lipidi se musi
skladovat vtemnu a v bankach s neprody$né uzaviratelnou matnou zatkou. Obvyklym
postupem pied uskladnénim organickych roztokt lipida je odstranéni vzduchu nad roztokem
V baiice pomoci inertniho plynu, diky kterému se snizi pravdépodobnost oxidace lipidi.

Nejcasteji pouzivanymi inertnimi plyny jsou dusik a argon.21
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Odmérovani lipidi

Vzhledem k t€kavosti a vysoké hustoté chloroformu jsou pro piesné odméfovani
malych objemll organickych rozpoustédel nejvhodnéjsi kalibrované sklenéné pipety a
sklenéné kapilarni mikropipety. Béhem zpracovavani zasobnich roztokt lipidu je dulezité
pracovat tak, aby se co nejvice snizila pravdépodobnost odpatfovani organického
rozpoustédla, a tim se zaroven minimalizovaly zmény v koncentraci lipidi.

Jelikoz se fosfolipidy 1i§i molekulovou hmotnosti a jelikoz je velmi tézké urcit, zda
doslo béhem odpatfovani do sucha k Gplnému odstranéni rozpoustédla, je uptfednostiiovano
ur¢eni fosfolipidové koncentrace v roztoku pomoci zméfeni obsahu fosfatu nezli vazenim
pevného podilu po vysuseni. Kazda molekula fosfolipidu obsahuje jednu fosfatovou skupinu
(s vyjimkou kardiolipinu, ktery obsahuje tyto skupiny dv¢), proto je obsah fosfatu v pfimém

vztahu k molarni koncentraci fosfolipidu, z niZ miZe byt hodnota koncentrace vypoétena.”*

VysuSovani lipidi

Na pocatku celé piipravy lipozomi je organicky roztok membranovych lipidi.
Prestoze jsou lipidy v nésledujicim kroku ptipravy potifebné v suché formé, je vyhodné
ptevést je do roztoku, ¢imz se zajisti kompletni a homogenni smichani vSech komponent tak,
jak je to pozadovano v kone¢né ptipravé membran.

Pro vSechny metody pfipravy bez vyjimky plati, Ze slouceniny rozpustné v tucich,
které jsou inkorporovany do membrany lipozomt, se ptidavaji ptimo do organického roztoku
lipida, zatimco slouceniny, které jsou lokalizovany ve vodném kompartmentu lipozémii, se
rozpoustéji az ve vodném roztoku.

Velké objemy organickych roztokd se pomérné snadno odparuji pouZitim rotacni
vakuové odparky vybavené spirdlovym chladicem a termostatem regulovanou vodni lazni.
Rychlé odpafovani organickych rozpoustédel probiha pfi mirném zahtati vodni l4zné
na teplotu 20—40°C a za ¢astecného vakua (400—700 mm Hg).

V piipad¢ velmi malych objemil organickych roztoku lipidl, kde je mnozstvi lipida
Vv fadech miligramii a mnoZstvi organického rozpoustédla mensi neZ jeden mililitr, a kde neni
tak dllezité vytvofeni tenkého a hladkého filmu na povrchu barky, postaci k odpateni
rozpoustédla pouhy proud dusiku ze zdsobni lahve. Tento postup mé vSak za nasledek
vytvoieni pomérné silnych usazenin lipidl, které obsahuji rezidua chloroformu, a kterd
mohou byt nasledné odstranéna opétovnym rozpusténim lipida v diethyletheru a jeho

vysuSenim pomoci dusiku. Nekdy se pro konecné vysouSeni lipidii vyuzivé benzen, kdy se
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Vv ném lipidy nejprve rozpusti, roztok se nasledn¢ necha zmrznout a rozpoustédlo se odstrani

lyofilizaci.?*

1.7.4.2 Metody pripravy lipozému

1.7.4.2.1 Mechanicka dispergace

Tato skupina metod se ve své podstaté fadi mezi ty nejjednodussi v priprave lipozémi.
Lipidy jsou nejprve vysuSeny na pevném nosi¢i, kterym vétSinou byvaji stény sklenéné
banky, ¢imz se vytvofi tenky film, a poté jsou dispergovany ptriddnim vodného média
s naslednym protifepanim celého obsahu banky. Piedpoklada se, ze pted ptidanim vody jsou
lipidy ve filmu orientovany tak, aby byly od sebe odd€leny hydrofilni a hydrofobni ¢asti
molekul, coz do jist¢ miry neodpovida jejich kone¢nému uspofadani ve findlni struktuie
membrany. Po hydrataci lipidového filmu dochazi k tomu, Ze lipidy bobtnaji a odlupuji se
ve form¢ plati, coz obecné vede ke tvorbé multilamelarnich vezikul. Témito metodami se
vSak vétSinou pripravi lipozomy, ve kterych vodna ¢ast uzaviena lipidovou membranou
ptredstavuje jen maly podil z celkového objemu lipozému — okolo 5-10 %. Tato metoda je
tudiz velmi nehospodarna pro slouceniny rozpustné ve vod€, které chceme rozpustit
ve vodném kompartmentu lipozoému, ackoliv absolutni vytézek by mohl byt pro praktické
ucely uspokojivy. Na druhé strané¢ jsou slou€eniny rozpustné v lipidech inkorporovany
se 100% ucinnosti.

Mezi ctyii zakladni metody mechanické dispergace patii: pfiprava multilamelarnich
vezikul pomoci ru¢niho tfepani, pfiprava velkych unilamelarnich vezikul bez tfepani, ptiprava
pro-lipozémi a ptiprava mrazovym suSenim/sublimaci.?! Takto piipravené vezikuly jsou
vétSinou velké a casto multilamelarni. Pro jejich zmenSovani a tvorbu unilamelarnich vezikul

je potieba pouzit dalsi nasledné zpracovani - napf. membranovou extruzi.

Priprava multilamelarnich vezikul (MLVs) pomoci ruéniho tfepani

Tento zpiisob pfipravy lipozoémi patii mezi nejjednodussi a nejvice pouzivané metody
mechanické dispergace, béhem které jsou lipidy smyvany ze stén baiikky do vodného media
pomoci mirného ruéniho michani. Vyhodné je pouZzit kulatou sklenénou baiku vétsiho

objemu, ve které pak lipidy po vysuSeni organického rozpoustédla vytvoii na tak velkém
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vnitinim povrchu baiky velmi tenky film, coz nasledné vede ke zvétSeni vnitiniho
kompartmentu lipozoémii. Proto se pouzivaji baiikky o objemu 50-100 ml, ackoliv celkovy
objem organického ¢i vodného roztoku je pouze okolo 1 ml.

Pti vyssi teploté nebo za podminek, kdy lipidy vytvaieji pomérné silny film, maze byt
velmi problematické smyt jej ze sklenéného povrchu baiiky pomoci pouhého ru¢niho krouzeni
bankou. Rovnéz se mohou tvofit shluky pevnych lipida, které se pak nesnadno rozvolnuji.
V tomto ptipad¢ je vhodné ptidat sklenéné kulicky o priméru 0,5-3 mm, které jsou velmi

uc¢innou pomuckou pii rozvoliovani lipidovych shluki.?

Priprava vezikul bez tiepani

Vyse uvedenda metoda je vhodna pro pfipravu multilamelarnich vezikul. Za urcitych
podminek lze pfipravit také velké unilameldrni vezikuly s mnohem vétSim vnitinim
kompartmentem za pouziti stejné metody, avSak pozornost musi byt vénovana praveé procesu
bobtnani. Hydratace a bobtnani se uskuteciiuji ve dvou oddélenych krocich. Po vysuseni
lipidového filmu nasleduje hydratace, kterd je zahdjena vystavenim filmu proudu dusiku
nasycen¢ho vodou po dobu 15 minut. Poté nasleduje bobtnadni ve vodném mediu

bez michani.?

Piiprava prolipozomii

Tato metoda piedstavuje dalsi ze zplsobl pifipravy MLVs, kdy je organicky roztok
lipidi opatrné aplikovan na velmi jemné rozprostfeny nosi¢ (vétSinou se jedna o praskovy
chlorid sodny, sorbitol nebo jiné polysacharidy), ktery kompletné absorbuje pouZzité organické
rozpouStédlo. Po nasledném pifidéni vody k vysuSenému prasku pokrytému lipidy
(oznaCované jako prolipozomy) dochdzi k postupnému bobtnani lipidi a okamZitému
rozpusSténi nosice, ¢imz vznikd suspenze MLVs ve vodném roztoku. Velikost jednotlivych
¢astic nosice ovlivituje velikost a riznorodost vzniklych lipozémt. Béhem celého procesu je

rrrrr

zamezeni tvorby shluka.?

Priprava lipozomiui metodou mraZeni a suSeni
Béhem této metody jsou lipidy nejprve rozpuStény ve vhodném organickém
rozpoustédle (jako nejlepsi se jevi terc-butanol vzhledem Kk jeho teploté tuhnuti, ktera je

dilezitd béhem procesu sublimace), nasledné je rozpoustédlo odstranéno mrazovou sublimaci
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a k vysuSenym lipidim majicim strukturu podobnou péné je za intenzivniho michani ptidana

voda. Touto metodou vznikaji opét MLVs.

»Dried-reconstituted* vezikuly

Tato metoda piipravy lipozémi patii mezi ty, ve kterych jsou lipidy pied vlastnim
kontaktem s vodnym prostfedim nejprve velmi jemné rozptyleny. Opét se pouziva technika
mrazeni a suseni, avSak nikoliv lipidl z organického rozpoustédla, ale zmrazeni a lyofilizaci
se podrobuje suspenze SUVs. Oproti klasické ptiprave vezikul vysuSenim z organického
roztoku, kde jsou lipidové molekuly ndhodné¢ a nepravidelné¢ uspotfadany, jsou SUVs
vyznamn¢ organizovany do membranovych struktur (podobné jako prolipozémy bez nosice) a
po pfidani vody se hydratuji a slucuji. K hydrataci i pomémné velkého mnozstvi lipidu staci
pomérné malé mnozstvi vody, jelikoz maji molekuly vody velmi dobry pfistup k lipidim

V této formé.?!

,», Freeze-thaw sonication“ metoda

Béhem této metody jsou nejprve pfipraveny lipozémy, do jejichz vnitiniho
kompartmentu jsou az nasledn¢ zavedeny piislusné molekuly. Vyuziva se procesti zmrazeni a
op€tovného tani, které zplsobi protrzeni a opétovné shlouceni SUVs, a béhem kterych
dochézi k vyznamnému zvétsSeni jejich velikosti a tedy 1 vnitiniho kompartmentu. Za pomoci
elektronového mikroskopu bylo zjisténo, Ze lipozémy jsou v prvni fad¢ unilamelarni. Ptiprava
prazdnych lipozomii zacina jejich aplikaci do ultrazvukové 1azné na dobu 10—15 min., poté
nasleduje tani a poté jsou jeSté¢ jednou podrobeny pulsobeni ultrazvuku, tentokrat ale jen
na 15-30 s. Tato metoda ma vsak fadu nevyhod, jelikoz neni mozné pfipravit timto zplisobem

neutralni lipozomy slozené jen z Cistych fosfatidylcholinti.

Vezikulace indukovand zménou pH

Pfreména MLVs na unilamelarni vezikuly mize byt indukovéana bez pomoci ultrazvuku
¢1 vysokého tlaku, a to jednoduse zménou pH. Tento proces, oznaCovany jako
,»pH-indukovana vezikulace“, je elektrostaticky fenomén. Pfechodnd zména pH zpisobi
nartist povrchové hustoty naboju fosfolipidové dvojvrstvy, pficemz pii prekroceni urcité
prahové hodnoty (okolo 1-2 uC/cmZ) dochazi ke spontanni vezikulaci.

Vzhledem Kk elektrostatickému charakteru tohoto procesu lze ocekavat, ze
pH-indukovana vezikulace nebude zavisla na povaze nabitych skupin v molekule. Naptiklad

lipidova disperze ve vod¢ (majici pfiblizn€ pH 7) sloZena z vaje¢ného fosfatidylcholinu a
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vétSiho mnoZstvi detergentu hexadecylaminu (vice nez 40 %) miiZze byt podnicena ke tvorbé
vezikul piechodnym snizenim pH k hodnoté 2. V tomto piipadé¢ je vezikulace navozena
pfidanim kyseliny chlorovodikové, kterd zplsobi tvorbu kladné nabit¢ formy
hexadecylaminu.

Tento zptsob vezikulace mize byt vyuzit u amfifilnich molekul 1é¢iv, které maji byt

inkorporovany do lipidovych membréan.**

Kalcium-indukovana fiize vedouci k tvorbé velkych unilamelarnich vezikul

Tato metoda je zalozena na skutecnosti, ze se malé vezikuly slozené z kyselych
fosfolipidi v pfitomnosti véapniku samovolné shromazd'uji a nasledné slucuji ve velké
unilameléarni vezikuly.

Hlavni vyhodou této techniky je to, ze molekuly lipidii nejsou vystavovany
nezéddoucim chemickym ¢i fyzikalnim podminkdm. Stinnou strdnkou metody vSak ziistava
pozadavek kyselych fosfolipidi a nevyhnutelna pfitomnost zbytkovych vépenatych iontd

uvnitt lipozémii i po provedeni dial)'/zy.21

1.7.4.2.2 Dispergace rozpoustédel

V této rozsahlé skupiné metod jsou lipidy tvofici membranu lipozOml nejprve
rozpusStény v organickém rozpoustédle a poté ptichazeji do kontaktu s vodnou fazi obsahujici
latky, které maji byt soucasti vnitini matrix lipozomu. Na sty¢né ploSe mezi organickou a
vodnou fazi se fosfolipidy vyrovnavaji do jedné fady, coz je zékladem pro tvorbu
membranové dvojvrstvy lipozoml.. Metody zaloZené na dispergaci rozpoustédel spadaji
do jedné ze tiech kategorii:

e ty, ve kterych je organické rozpoustédlo misitelné s vodnou fazi,

e ty, ve kterych je organické rozpoustédlo nemisitelné s vodnou fazi, pfi¢emz vodna

faze je ve znacném piebytku,

e ty, ve kterych je organické rozpoustédlo nemisitelné s vodnou fazi, ptficemz

organické rozpoustédlo je ve znacném piebytku.
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Injekce ethanolickych roztoki

Tuto metodu piipravy lipozoémil poprvé prednesli Batzri a Korn.? Ethanolicky roztok
lipidi se v tomto pifipad¢ prudce vstiikne do nadbytku pufru nebo jiného vodného media
pomoci velmi tenké jehly. Rychlost, jakou je roztok lipidd vstiiknut do pufru, je dostate¢na
K Gplnému promiseni celé soustavy, ponévadz ethanol se téméf okamzité smisi s vodou a
fosfolipidové molekuly jsou tak dispergovany v celém mediu. Timto procesem lze ziskat
velké mnozstvi malych unilamelarnich vezikul (primér 25 nm), ackoliv pii nedostateném
michani mize dochéazet k agregaci lipida a nasledné tvorbé lipozémi vétsich rozmért.

Velkou vyhodou této metody je jednoduchost provedeni a velmi nizké riziko
rozkladnych zmén u senzitivnich lipidi. Hlavnim nedostatkem je omezena rozpustnost lipidi
V ethanolu (napi. 40 mM pro PC) a objem ethanolu, ktery je mozné vpravit do vodného
media. Toto nasledné omezuje mnozstvi dispergovanych lipidl, takze vyslednd suspenze

ey v axes 21
lipozoém je vétSinou dost ziedéna.

Injekce éterovych roztoki

Ackoliv je tato metoda ve své podstate velmi podobna té piedesié, 1isi se od ni
v mnohém ohledu. Organicky roztok lipida je velmi pomalu vstiikovan do vodné faze pomoci
velmi tenké jehly a pii teploté, béhem které dochazi k okamzitému odpafovani organického
rozpoustédla (vodni lazeit 60°C). Pokud by mohlo dojit k poskozeni pouzitych sloucenin
pti takto zvysSené teploté, lze misto etheru pouzit fluorované uhlovodiky, které se odpatuji
pfinizsich teplotach. Piipadné lze vyuZit sniZeni tlaku a pracovat pii teploté¢ 37°C. Touto

metodou se daji pfipravit velké unilamelarni vezikuly v rozmezi 0,1-0,5 pm.21

Voda v organické faizi

V této skupin€ metod vznikaji lipozoémy ve dvou krocich: nejprve je vytvotfena vnitini
¢ast membranové dvojvrstvy a az poté vnéjsi ¢ast. Existuje mnoho riznych zplisobl takové
malého mnozstvi vodného media (obsahujici materidl, ktery ma byt soucasti vnitiniho
kompartmentu lipozémi) do velkého objemu organického roztoku lipidd a nasledované
mechanickym michanim, aby doSlo kroztfisténi vodné faze na mikroskopické vodné
kapénky. Tyto kapénky jsou stabilizovany piitomnosti fosfolipidové jednovrstvy na fdzovém
rozhrani. Velikost kapének je urcena hodnotou mechanické energie pouzité k vytvoreni

emulze a mnozstvim lipidi v poméru k objemu vodné faze, jelikoz kazda kapénka potiebuje
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kompletni vrstvu fosfolipidi pokryvajici jeji povrch a zabranujici splynuti s ostatnimi
kapénkami.
Koncentrace lipidi v organickém roztoku je volena tak, aby se zajistilo dostatecné

v 710 10 v s v r . .o 21
mnozstvi lipidl pro vytvoreni vnéjsi vrstvy membrany lipozémd.

1.7.4.2.3 Solubilizace za pomoci detergentu

V této treti skupiné metod piipravy lipozoma se fosfolipidy dostavaji do kontaktu
s vodnou fazi prostfednictvim detergentii, které asociuji s fosfolipidovymi molekulami a
slouzi k ochran¢ hydrofobnich ¢asti molekul pfed vodou. Vysledkem této asociace jsou
struktury, které se nazyvaji micely. Mohou byt sloZzeny z velkého mnozstvi molekul, jejich
tvar a velikost zavisi na chemické povaze detergentu, na koncentraci a dalSich faktorech.
Takovéa koncentrace detergentu ve vod¢, pii které se zacinaji tvotit micely, je ozna¢ovana jako
kritickd micelarni koncentrace. Pod hodnotou této koncentrace existuji molekuly detergentu
Vv roztoku volné. Pokud se koncentrace detergentu ve vod¢ zvysi nad tuto hodnotu, zainaji se
tvofit micely ve velkém mnozstvi, zatimco koncentrace volného detergentu zlistava stejna
jako hodnota kritické micelarni koncentrace.

Ve srovnani s fosfolipidy jsou detergenty vysoce rozpustné jak ve vodé, tak i
v organickém roztoku, a existuje rovnovaha mezi molekulami detergentu ve vodné fazi a

molekulami, které jsou sou&asti micel.?*

1.7.4.3 Membranova extruze lipozomu

Membranova extruze se fadi mezi mirnéj$i zpiisoby zmenseni velikosti lipozém,
béhem které jsou lipozémy protlaCovany pies membranovy filtr o definované velikosti pora.
Touto metodou se ziskd pomérné homogenni populace lipozémili s maximalni velikosti
odpovidajici rozméru port ptislusného filtru, ktery byl béhem extruze pouzit.

Membréanové filtry pouzivané béhem extruze se déli na dva zékladni typy. Prvnim
Z nich jsou membrany typu ,klikaté cesty* (tortuous path) (obr. 12), které se ¢asto pouzivaji
pro sterilni filtraci. Skladaji se z vldken, kterd jsou vzdjemné razné propletena a tvofii tak
zaklad membrany. Mezi t€émito vlakny se nachazeji volné prostory, které tak davaji vznik

pfirozen¢ se vyskytujicim kanalkim. Tyto kanalky kopiruji jednotlivd vlakna tak, Ze
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na pricném fezu membranou vypadaji jako klikata cesta (odtud ndzev tohoto typu membran).

Priimér kanalki je ovlivnén hustotou vlaken v. membrané.

Obr. 12: Membrana typu ,klikaté cesty* (tortuous path) (Sipky naznacuji pribéh kanalkd mezi
vlakny)*t

Druhou skupinu filtri predstavuji “nucleation track® membrany, kterymi dokonce
projdou i ty lipozomy, které jsou vétsi nez je pramér port. Tento typ membran se sklada
z velmi tenké souvislé vrstvy polymeru (nejcastéji polykarbonatu), ve které jsou pomoci
laseru a chemického leptani vytvofeny pory o presné definované velikosti prochdzejici kolmo
membranou. Jelikoz pory prochdzeji membranou z jedné strany na druhou piimo, kladou tak
mnohem mensi odpor nez vySe uvedené filtry tvofené vlakny. Vrozena flexibilita
fosfolipidovych lamel umoziiuje lipozdémim meénit jejich konformaci, tudiz se velmi snadno
protlaci pory. Nicméné lipozémy, které jsou mnohem vétsi nez je velikost port, se behem
tohoto procesu rozbiji a opoustéji tak membranové péry mnohem mensi. Po nékolika
prichodech skrz membranu je u vétSiny populace lipozomi snizena velikost na takovou
hodnotu, ktera je o néco méalo mensi nez primér membranovych poria. Presto je vSak pfitomna
maléd ¢ast lipozomd, kterd stale nepatrné prevySuje velikost porti, coZ je zplsobeno jejich
schopnosti protlacit se pory bez rozpadu fosfolipidoveé dvojvrstvy.

Zatizeni pouzivand pro extruzi jsou stejného typu jako ta, ktera byla vyvinuta
pro ostatni procesy vyuzivajici membranovou filtraci pod tlakem, jako je naptiklad proteinova
koncentrace ¢i diafiltrace.

Technika membranové extruze muize byt pouzita ke zpracovani jak LUVs, tak i
MLVs. U obou téchto typt lipozémt je potieba mit na paméti, ze béhem jejich prachodu
polykarbonatovou membranou dochézi k rozbiti a znovuvytvoteni fosfolipidovych dvojvrstev
a zéroveil k vyméné plivodniho obsahu vezikul za suspendujici medium. Pokud chceme
dosdhnout co mozna nejvétsiho obsahu ve vod¢ rozpustnych slouCenin uvnitt findlnich

vezikul, je nutné mit tyto latky pfitomné na zacatku extruze v suspendujicim mediu. Latky,
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které se béhem extruze nedostanou dovnitt vezikul, mohou byt nasledné odstranény pomoci
ruznych technik.

V ptipadé¢ MLVs dochazi po opakovanych extruzich pies membranu o velikosti port
0,1 um nebo mensi k ziskdni mnohem vice unilamelarni suspenze lipozému, ve které se
velikost vezikul pohybuje okolo priméru pdérit membrany, avSak nyni se vyznacuji
vyznamnym vnitinim vodnym kompartmentem. Témeét kompletni unilamelarni populace
lipozémti mize byt vytvoiena jiz po 5—10 opakovanych extruzich pies dvé k sobé ptilozené
membrany. Lipozémy ziskané za pouziti tak vysokého tlaku se oznacuji terminem ,,LUVETs*
(Large Unilamellar Vesicles made by Extrusion Techniques; velké unilamelarni lipozémy
ziskané technikou extruze) podle jejich ptivodct, ackoliv rozlozeni velikosti téchto vezikul
odpovida spise stiedn¢ velkym (IUVs) lipozc')mi’lm.21

Rajiv Nayar a kol. studovali vliv teploty, respektive proveditelnost extruze MLVs
slozenych z DSPC a smési DSPC a cholesterolu (55 : 45 mol) pfes dvé membrany s velikosti
pord 100 nm a pii teploté nad a pod hodnotou Tc. Hodnota T pro DSPC je 55°C. MLVs
slozené¢ z Ccisttho DSPC mohly byt extrudovdny pouze pii teplot€¢ vys$si nez 55°C.
Pti teplotach pod 55°C nedochazelo k lipidové extruzi ani pfi pouziti extrémné vysokych
tlakt (5600 kPa). Oproti tomu MLVs slozené ze smési DSPC a cholesterolu mohly byt
extrudovany 1 pii teploté¢ niz8i nez 55°C, avSak daleko mensi rychlosti neZ ta, kterd byla
pozorovana pii extruzi nad hodnotou Tc. Podobné vysledky byly dosazeny i1 u ostatnich
nasycenych fosfatidylcholini (DMPC, DPPC, DAPC) a jejich smési s cholesterolem.
Z uvedeného jasné vyplyva, ze lipidy ve stavu gelu nemohou byt extrudovany, a ze ani
pfitomnost cholesterolu nevede k akceptovatelnym rychlostem extruze pii teplotach nizsich

nez je hodnota Tc_24

1.7.4.4 Aktivni loading

Ve vsech vySe uvedenych metodach pfipravy lipozomut je obsah jejich vnitiniho
kompartmentu uréen povahou ve vod¢ rozpustnych molekul, které jsou pfitomny ve vodném
roztoku jiz béhem formovadni membrany lipozoéml. AvSak wurCité typy sloucenin
s ionizovatelnymi skupinami a ty, které se vyznacuji rozpustnosti ve vodé i v lipidech, mohou
byt inkorporovany dovniti lipozémil i po vytvoieni kompaktni membrany. Tyto slouceniny
vsak nesetrvavaji uvnitf lipozomi po delsi dobu, ale diky svym lipofilnim vlastnostem

neustale prochazeji membranou a ustanovuje se tak dynamickd rovnovédha mezi koncentraci
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molekul uvnitt a vné lipozémii. Metoda aktivniho loadingu je zaloZena na zméné podminek
uvnitt vezikul tak, Ze jsou slouceniny (nejCastéji se jednd o lipofilni aminy) piitomné
ve vnitinim kompartmentu ionizovany a tudiz v této form¢é nemohou prostoupit pies
membranu zpét do roztoku. Dochézi tak k postupnému hromadéni molekul uvnitf lipozomt

az do doby, kdy dojde k vyrovnani hodnot pH mezi vnitini a vnéjsi stranou mernbrainy.21
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1.8 CiL PRACE

Pouziti fotosenzitizért v terapii nadorovych, ale i dalSich nezhoubnych onemocnéni se
zda byt velmi vyhodné a perspektivni. V praxi vSak jejich vyuziti narazi na fadu problému
tykajicich se predev§im pomérné Spatné rozpustnosti téchto latek ve vode. Toto 1ze ovSem
preklenout jednak modifikaci PS na periferii (napf. zavadéni velkého mnozstvi hydrofilnich
skupin, konjugaci s ve vod¢ rozpustnymi molekulami atd.) nebo vytvofenim vhodného
transportniho systému (jako jsou napt. lipozémy, olejové disperze, micelarni systémy).

Cilem mé prace bylo inkorporovat tfi druhy barviv, a to ZIP-21Zn, ZIP-44Zn a
ZIP-65Zn (viz. kapitola 2.1) do lipozémi vytvoienych z dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC).
U téchto systému jsem nésledné pocitala vazebné konstanty pfislusnych barviv s lipozémy
tvofenych DOPC.

Ve druhé casti experimentalni prace jsem se zabyvala proméfovanim absorpénich
spekter vzorki obsahujicich vySe uvedend barviva. Cilem bylo zjistit, jakd je konecna
koncentrace ptislusného barviva v méfeném vzorku, tedy v lipozomech tvotenych DOPC, a
jaké jsou celkové ztraty barviva béhem pfipravy vzorki, tzn. jaké mnozstvi barviva ulpélo
na sténach barky a na plose polykarbonatové membrany béhem extruze. Dal$im tkolem bylo

zjistit extink¢ni koeficient piislusnych barviv v lipozémech.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 MATERIALY

2.1.1 FOTOSENZITIZERY

V nasledujicich pokusech jsem pouzila nize uvedena barviva, ktera patii do skupiny

azaftalocyaninii (AzaPc) a jez byla syntetizovana na pracovidti farmaceutické chemie.?>%

Z téchto latek jsem pripravila zasobni roztoky v tetrahydrofuranu (THF) o koncentraci
100 uM, které byly uskladnény v temnu a pfi pokojové teplote.

ZIP-44Zn (1)

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato

zinec¢naty komplex

\

Iﬁ ¢EI

relativni molekulova hmotnost: 1740,05 g/mol
sumarni vzorec: C88H136N15582n

procentudlni zastoupeni prvki: C 60,74 %; H 7,88 %; N 12,88 %; S 14,74 %; Zn 3,76 %
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ZIP-21Zn (2)

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(terc-butylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato

zineCnaty komplex

wﬁx
xgm

X

relativni molekulova hmotnost: 1291,19 g/mol

sumarni vzorec: CsgH72N16SgZn
procentualni zastoupeni prvka: C 52,09 %; H 5,62 %; N 17,36 %; S 19,87 %; Zn 5,06 %

ZIP-65Zn (3)

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(2-diethylaminoethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato zine¢naty komplex

¢ D

N N

S Z

ﬁfk
s, O

\
=N N S

2
5

(

z

z
N

S

§

NN N

C )

relativni molekulova hmotnost: 1635,74 g/mol

;
/\/m$

sumarni vzorec: C7oH112N24SsZn
procentudlni zastoupeni prvki: C 52,87 %; H 6,90 %; N 20,55 %; S 15,68 %; Zn 4,00 %

50



2.1.2 FOSFOLIPIDY A ROZPOUSTEDLA

V nésledujicich pokusech jsem pouzila nize uvedené fosfolipidy a rozpoustédla:

1,2-dioleoylfosfatidylcholin (DOPC) puvodem =z firmy Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Némecko) je latka bélavé barvy a voskovité konzistence. Jeji relativni molekulovd hmotnost
M, je 786,11 g/mol. DOPC se musi uchovévat pii teploté¢ mensi nez -20°C a musi byt chranén

argonovou atmosférou pied vlhkosti. Teplota fazového piechodu T, ~-18 °C.

Pro pfipravu vzorkd jsem pouzivala fosfatovy pufr (PBS) (0,01M; pH 7,4; NaCl
0,15M). Nejprve se pripravil roztok, ktery obsahoval 0,01M dihydrogenfosforecnanu
draselného (KH2PO4) a 0,01M hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO,) v pomé&ru piiblizné
1 : 3,8 (KH;PO4 : NapHPOy), ¢imz se pH nastavilo na hodnotu 7,4. K tomuto roztoku se
nasledné ptidal chlorid sodny (NaCl) v takovém mnozstvi, aby vznikl 0,15M roztok NaCl.

Rozpoustédla (jedna se o tetrahydrofuran, chloroform, aceton a toluen) byla pouzita
Vv analytické Cistoté a ve stavu, vjakém byla komeréné zakoupena (Penta) s vyjimkou

tetrahydrofuranu, ktery byl poté jesté redestilovan.
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2.2 PRISTROJE A METODIKY

Pristroje

M¢éfeni absorbance bylo provadéno na UV-VIS spektrofotometru Shimadzu
UV-2401PC.

M¢éieni  fluorescence  bylo provadéno na  fluorescencnim  spektrometru
AMINCO-Bowman Series 2. Vlnova délka excitace byla nastavena na 386 nm a emise byla

métena pii 660 nm.

Pro michéni vzorkli byly pouzity magnetické michacky a pro intenzivni protiepani
(vortexovani) vzorkli byl pouzit vortex Heidolph Reax Top s vykonem 100-2400 otacek

Zza minutu.

Extruze lipidové suspenze byla provadéna pomoci malého ruéniho extrudéru
LiposoFast Basic (Avestin, Kanada). Pro vytvofeni unilamelérnich lipozomi o velikosti
ptiblizné¢ 100 nm byla pouzita Avestin polykarbonatovd membrana o priméru 19 mm a

velikosti péra 100 nm.
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Metodika extruze

Extrudér se skladd z nerezového vélce, ve kterém je pomoci dvou umélohmotnych
vale¢ki uchycena polykarbonatova membrana, a ze dvou stfikadek o objemu 1 ml.%

Princip pfipravy unilamelérnich lipozomi definované velikosti pomoci této metody
spo¢iva v opakovaném protlacovani suspenze MLVs pres dvé ksobé piilozené
polykarbonatové membrény zjedné stiikacky do druhé. K vytvofeni lipozémil jednotné
velikosti vétsinou postaci 11-21 prichodl pfes membranu podle charakteru vychozi emulze.

Takto ziskané lipozomy se oznacuji terminem LUVETs.

Postup pfipravy lipozému:

Nejprve se rozpustil prislusny fosfolipid (DOPC) v chloroformu ve 100-ml destilaéni
bance a nasledné se odpaftil na vakuové odparce (teplota vodni l4zn¢ je nastavena piiblizné
na 37°C), pticemz doslo k vytvofeni tenkého lipidového filmu na sténach batiky. Film se
nasledné¢ hydratoval pomoci takového mnozstvi PBS, aby vznikl vysledny roztok DOPC
v PBS o koncentraci 25 mM, a mirnym protiepanim a dikkladnym smytim celého filmu se
vytvotily multilamelarni lipozomy. Suspenze se poté jest¢ promisila na vortexu po dobu
5 minut a nechala se hydratovat dalsi 4 hodiny pii pokojové teploté, aby doslo k dikladné
hydrataci.

Nasledné se provedla extruze pii pokojové teploté. Jedna ze stiikacek se naplnila
suspenzi MLVs a upevnila se do extrudéru. Poté se 1 druha stfikacka upevnila na opacnou
stranu extrudéru a zacala se provadét extruze pres dvé membrany z jedné stiikacky do druhé,
a to 21krat. Nakonec se vysledna suspenze LUVETs odebrala z piivodné prazdné stikacky
(v pavodni stiikaéce naplnéné suspenzi MLVs totiz vzdy zistane malé mnozstvi

multilameléarnich lipozémil neprotlacenych pfes membranu).
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2.3 POSTUPY PRIPRAVY VZORKU

POSTUP A

Zasobni roztok unilamelarnich lipozémt (LUVETS) o koncentraci 25 mM se pomoci
pufru PBS ziedil na sérii vzorku s koncentracemi 5-1000 uM. Z této fady se od kazdé
koncentrace odebral objem 2,5 ml do lahvicek, které se umistily na magnetické michacky a
za neustalého michani byl pfidan zasobni roztok piislusného barviva v THF (100 uM; 2,5 ul).
Vysledna koncentrace barviva ve vzorku byla 0,1 uM. Bylo pfedpoklddano, ze mnozstvi THF
(0,1 % v/v) nebude mit vyznamny vliv na fosfolipidovou dvouvrstvu LUVETs.”® Vzorky
s pfidanym barvivem byly dale michany po dobu 30 minut. Poté byla jeSté suspenze
intenzivné protfepana na vortexu vzdy po dobu 2 minut. Po kazdém procesu inkorporace
barviva do lipozémt bylo provedeno méteni fluorescencnich spekter.

Tuto metodu Ize pouzit pro zjisStovani vazebné konstanty. Nevyhodou metody je, Ze
Ize pracovat pouze s malymi koncentracemi AzaPc. Omezeni vyplyva z limitovaného

mnozstvi pfidavaného organického rozpoustédla..

POSTUP B

V tomto piipadé se ptfimo do roztoku DOPC v chloroformu pted odpatenim
rozpoustédla pfidalo ptislusné mnozstvi zasobniho roztoku barviva v THF tak, aby po extruzi
lipozému vznikla suspenze LUVETSs jiz s barvivem o koncentraci DOPC 2 mM (je to
dostatecna koncentrace pro inkorporaci veSkerého barviva) a koncentraci barviva 1 pM.
Od okamziku ptidani barviva se vSechny roztoky uchovavaly v temnu. Dale se postupovalo
standardnim postupem pro pfipravu liposoma (viz vySe), tj. odpafil se chloroform jako
rozpoustédlo, provedla se hydratace a extruze. Po provedeni extruze se u ziskaného vzorku
proméfila absorbance oproti ¢istému PBS jako slepému vzorku. Pro uréeni mnoZstvi barviva
inkorporovaného do LUVETs poextruzi se ke znamému mnoZstvi suspenze piidal
chloroform, ¢imz doslo k rozpadu lipozOmi a uvolnéni barviva, které bylo vytfepano
do chlorofomu. Po extrakci barviva se chloroform odpatil na vakuové odparce, k barvivu se
pfidal definovany objem THF a prom¢éfila se absorbance oproti ¢istému THF jako slepému
vzorku. Obdobnym zptisobem se postupovalo i pfi stanoveni mnozstvi barviva, které ulpélo

na sténach banky a na polykarbonatovém filtru. Barka a filtr se opatrné promyly vodou, poté
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se kapky vody smyly acetonem a pfidanim toluenu vznikla azeotropni smés, ktera se 1épe
odparila na vakuové odparce. Po rozpusténi barviva v definovaném mnozstvi THF se opét
proméfila absorbance.

Tato metoda umoziuje inkorporaci barviv ve vysSich koncentracich a navic je
vysledné suspenze lipozémul zcela bez pritomnosti organického rozpoustédla. Tento fakt je
velice dulezity z hlediska biologickych testd, které budou uskute¢nény v budoucnosti.
Nevyhodou této metody je prave to, Ze se néktera barviva mohou nachytat na sténach banky
nebo ulpét na povrchu polykarbonatové membrany béhem extruze, coz vede ke snizeni jejich

koncentrace v kone¢né suspenzi LUVETS.

INKORPORACE BARVIV DO LIPOZOMU - VAZEBNA KONSTANTA K
Po injikovani (metoda A) roztoku barviva do suspenze liposomu (L) dojde po kratké

28,2 . - L en . ,
82930 mezi barvivem ve vodné fazi (X) a inkorporovanych

chvili k ustaveni rovnovahy
do lipidové dvojvrstvy (XL):
X+ L e XL
Rovnovazny stav této rovnice je pak charakterizovan tzv. vazebnou konstantou K,
Vazebna konstanta K byla pro jednotliva barviva vypoc¢tena na zakladé méteni fluorescencni
intenzity F pro riizné koncentrace DOPC od hodnoty 0 do 1000 uM (nejméné 20 raznych

~N 29 Py ’ . . o v vr
koncentraci).”” Pfi konstantni koncentraci barviva miizeme vazebnou konstantu K, vypocitat

pomoci rovnice

K [DOPC]

F =Fo + (Foorc — Fo) D),
1 + K [DOPC]

kde [DOPC] je molarni koncentrace lipidi a Fo a Fpopc jsou intenzity fluorescence
odpovidajici nulové a uplné inkorporaci barviva do vezikul. Jelikoz vSak pouzita barviva
ve vodném prostiedi bez pfitomnosti lipidi silné agreguji a neposkytuji tudiz Zadny

fluorescen¢ni signal (tzn. Fo = 0), mize byt rovnice (1) zjednodusSena na rovnici:

F K [DOPC]

= (2).
Foorc 1+ K [DOPC]
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2.4 VYSLEDKY A DISKUZE

INKORPORACE BARVIV DO LIPOZOMU

Béhem pftipravy vzorki urcenych pro meéfeni intenzity fluorescencnich signélti a
nasledny vypocet vazebné konstanty pfislusnych AzaPc v lipozomech byly dodrzovany
jednotné podminky, nebot” stupenn inkorporace barviva do LUVETSs piekvapive siln¢ zavisel
na intenzité michani a tfepani vzorku. Tato skuteCnost byla zjiSténa na zakladé postupného
ziskavani informaci o testovanych vzorcich, které po intenzivhim ¢i dlouhodobém
protiepavani vykazovaly daleko vyss$i intenzitu fluorescenéniho signalu nezli neprotiepané
vzorky. Michanim a tfepanim tedy dochéazelo ke zménam fluorescenéni intenzity, avSak tvar
fluorescenéni kiivky ani hodnota vlnové délky, pti které vykazovala barviva maximdlni
fluorescenci, zustavaly konstantni. Tento jev byl pravdépodobné zplsoben zvySenou
inkorporaci barviv do vezikul. Diky zvySené inkorporaci se meénily i hodnoty vazebné
konstanty. Typickd zavislost inkorporace barviv do lipozéml v zavislosti na koncentraci

lipidil je na obr. 13.

F/Foopc
F/FbopPc

0 200 400 600 800 1000

0 200 400 600 800 1000
¢ (DOPC) [uM] ¢ (DOPC) [uM]
a) b)

Obr. 13: Grafy vyjadiujici inkorporaci barviva 2 (@) a 3 (b) do DOPC lipozému v zavislosti na
koncentraci DOPC po 2 min. vortexovani. Koncentrace barviva je 0,1 yM. Jednotlivé body v grafu
piedstavuji realné namétené hodnoty, kiivka vyjadiuje pribéh teoretickymi hodnotami vypoctenymi na

zakladé rovnice (2).
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Vazebné konstanty byly vypocteny na zakladé nelinearni regrese z naméienych
hodnot fluorescence a pomoci rovnice (2) pro koncentraci barviv 0,1 uM. Hodnoty vazebnych
konstant jsou pro ZIP-44Zn 5,97 x 10° M po 2 min. vortexovéni, pro ZIP-21Zn
9,13 x 10* M po 30 min. michani, 9,18 x 10* M™ po 1 min. vortexovéni a 9,90 x 10* M™
po 2 min. vortexovani a pro ZIP-65Zn 5,98 x 10* M™ po 30 min. michani a 8,68 x 10* M™

po 2 min. vortexovani (viz. tab. 3).

Tab. 3: Hodnoty vazebnych konstant barviv

Barvivo KL po 30 min. michani | Ki_ po 1 min. vortexovani | K_ po 2 min. vortexovani
[M7] [M7] [M™]
_ _ 5,97 x 10
9,13 x 10* 9,18 x 10* 9,90 x 10*
5,98 x 10” _ 8,68 x 10”

Barvivo 1 vykazovalo navic ve vzorcich béhem méfeni fluorescence mnohem nizsi
intenzitu signalt nezli ostatni dvé barviva. Intenzity fluorescence (kvantové vytézky) barviv 1
a 2 v organickych rozpoustédlech jsou ovSem takika shodné. D4 se proto ptredpokladat, ze
barvivo se inkorporovalo do liposomil v daleko mens$i mife (fluorescenci poskytuje pouze ta
frakce, ktera je inkorporovana do lipidi).

Dle logické tivahy by vazebné konstanty mély rast se zvySujici se lipofilitou latek.

Také na zaklad€ jiz ziskanych poznatkﬁ30

0 vztahu mezi hodnotou vazebné konstanty a
lipofilitou plati, ze vazebna konstanta se zvySuje s rostouci lipofilitou inkorporovanych
sloucenin. Hodnota vazebné konstanty je ale v naSem piipadé ovlivnéna 1 jinymi faktory nez
je pouze lipofilita. Z dalsich provedenych méfeni na nasi katedie pozdéji vyplynulo, Ze daleko

vétsi vliv na vazebnou konstantu mé agregace barviv ve vodném plros‘[fredi.31
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VLASTNOSTI BARVIV V DOPC LIPOZOMECH

Vlastnosti barviv v lipozomech byly studovany na vzorcich pfipravenych postupem B.
Slouceniny 2 a 3 se pomérné dobie inkorporovaly do vezikul, coz potvrzuje mnozstvi barviva
detekovaného po extrakci z LUVETS, pficemz jejich ztrata na filtru a sténach banky byla

relativné mala (tab. 4).

Procentudlni mnozstvi barviva inkorporovaného do lipozomi a mnozstvi, které se

nachytalo na sténach banky a na filtru je uvedeno v tab. 4.

Tab. 4: MnoZstvi barviva inkorporovaného do DOPC (metoda B)

Barvivo Zustalo na filtru Zustalo v bance V liposomech
18 80,2 % (14,1 %) 12,6 % (78,4 %) 7,1 % (7,5 %)
2 8,7% 2% 89,3 %
3 18,3 % 45,9 % 35,8 %

#V zavorce jsou uvedeny vysledky druhého méfeni.

Naopak barvivo 1 bylo velmi tézké inkorporovat do LUVETSs. VétSina této latky se
totiz zachytila na filtru béhem extruze nebo zistala na sténidch banky a pouze nepatrné
mnozstvi bylo pfitomné v lipozomech po provedeni extruze (experiment byl proveden
dvakrat). Z tohoto divodu nebylo mozné vypocitat jeho extinkéni koeficient v LUVETS
vzhledem Kk nedetekovatelné hodnoté absorbance (tab. 5).

Pro méfeni absorbance (viz obr.14 a 15) vSech vzorki bylo pouzito rozpoustédlo THF,
protoZze v ném dochazi pouze k minimalni agregaci pouzitych barviv a vysledky pak lze
jednoduse spocitat dle Lambert-Beerova zdkona (extinkéni koeficient neni ovlivnén agregaci
pii vysSich koncentracich). Béhem extrakce barviv do chloroformu ovSem piesly z vodné
vrstvy také lipidy. Barviva tak zistala po odpateni rozpusténa také ve zbytku téchto lipidi.
Nanestésti neni THF uplné idedlnim rozpoustédlem pro DOPC, a proto v roztoku zistala
suspenze lipidi,, ve kterych bylo barvivo pravdépodobné i ¢astecné rozpusSténo. Lze to
pozorovat i z namétenych hodnot Amax V THF po extrakci (viz tabulka 5). Po extrakci jsou
hodnoty Amax barviv v THF blizsi spise hodnotam v lipidech nez hodnotam v ¢istém THF.
Vysledky mohou byt proto timto faktorem ovlivnény. V dalsich studiich® byla proto zvolena
jind rozpoustédla (chloroform, dimethylformamid), ktera jsou schopna rozpustit barvivo i

lipozémy, aby tak doslo k uplné extrakci.
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Hodnoty zjisténych extinkénich koeficientd barviv v THF a v LUVETs spole¢né

s maximalni vinovou délkou jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5: Spektralni data barvivv THF a LUVETS

Barvivo | Amax (THF) | & (THF) | Amax (LUVETS) | € (LUVETS) | Amax (THF) po extrakci

1 646,8 315 800 - — 653,0
2 649,4 290 800 655,0 243 200 653,8
3 650,0 259 200 655,8 302 100 654,4
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Obr. 14: UV-VIS absorp¢ni spektrum barviva 1 (spektrum barviva zachyceného na sténach bartiky, ziskaného

extrakci z DOPC, zachyceného na filtru, inkorporovaného v DOPC lipozdémech a rozpusténého v ¢istém THF)
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Obr. 15: UV-VIS absorp¢ni spektrum barviva 2 (spektrum barviva zachyceného na sténach bariky, ziskaného

extrakci z DOPC, zachyceného na filtru, inkorporovaného v DOPC lipozémech a rozpusténého v ¢istém THF)
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3 ZAVER

Moje prace mela charakter pilotniho projektu pii praci s lipozémy. V pribéhu
experimentalni prace se objevilo n¢kolik problémt, kter¢, jak se pozdéji ukazalo, mély vliv
na hodnotu vazebnych konstant pfislusSnych barviv. Jednalo se o inkorporaci barviv
do lipozomi, kdy jsem dospéla k poznatku, zZe doba michdni a intenzita vortexovani maji
vyznamny vliv prdvé na miru inkorporace do vezikul a tudiz i na hodnoty K,. DalSim
problémem bylo ulpivani barviva (v pfipad¢ barviva 1) na sténach barnky a pfedevsim na filtru
béhem extruze (piiprava metodou B), ¢imz se nezanedbateln¢ snizila jeho koncentrace
VvV méfeném roztoku a nebylo tedy mozné vypocitat jeho extinkéni koeficient v LUVETS
vzhledem Kk nedetekovatelné hodnoté absorbance. Uréitou nevyhodou bylo také pouziti
rozpoustédla THF pro extrakci barviv, jelikoz Cast barviv zlstala inkorporovana v lipidech,
coz mohlo vést k ¢astenému zkresleni vysledk.

Vysledky experimentalni ¢asti nebylo moZzno v dobé ukonceni prace rozumné
vyhodnotit a objasnit, avSak i pfes vySe zminéné problémy poslouzily jako zaklad pro dalsi
studie chovéni barviv pfi interakci s lipozémy. Nasledujici pokusy®' (viz ptilozeny &lanek
na konci rigor6zni prace) odhalily vyznamny poznatek vlivu agregace ve vodé nerozpustnych
AzaPc na inkorporaci do lipozoémi. O tomto vlivu na inkorporaci AzaPc a ftalocyanint
do lipozémi se do této doby nezminovala zadna prace, a proto jsem v dobé mych
experimentll neméla pro ur€ité chovani latek Zadné vysvétleni. Experimentalné ziskané
hodnoty vazebnych konstant téchto ve vod€ nerozpustnych AzaPc vice odpovidaly jejich
tendenci agregovat nezli lipofilit¢ jednotlivych slou€enin, ktera byla povaZovdna za

Na zaklad¢ vSech zjisténych poznatkdl je nutné pii piipraveé transportnich systému
ve vodé nerozpustnych AzaPc, které jsou zaloZeny na principu lipozémi, vénovat pozornost
jejich sklonu k agregaci. Molekuly téchto barviv s dlouhym alkylovym fetézcem (jako je napf.
1) se vyznacuji nezanedbatelnou agregaci v biologickém prosttedi zptusobenou velkymi
agregacnimi silami, coZ omezuje jejich inkorporaci do vezikul. I kdyz se zd4 byt agregace
téchto latek v organickych rozpoustédlech relativné mald, v biologickém prostfedi nabyva
velkého vyznamu. Naopak barviva, kterd obsahuji ve své molekule terc-butyl navazany
na makrocyklicky kruh AzaPc, jsou schopna inkorporovat se v pomérné vysoké koncentraci

do fosfolipidové dvouvrstvy lipozémt ve form& monomer.
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V budoucnosti tedy mizeme predpokladat vyuziti tohoto typu barviv v PDT, nebot
lipidova dvojvrstva lipozomt je strukturné podobnd membrandm lidskych bunék a tudiz Ize

ocekavat 1 zde jejich existenci v podobé monomerti (aktivni forma) ve vysoké koncentraci.
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Studie interakci azaftalocyaninii s unilameldrnimi lipozomy I.

Helena Kucerova

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,

Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského 1203, Hradec Kralové, 50005, Ceska Republika
Abstrakt:

Do lipozomu vytvorenych z dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) byly inkorporovany tfi
druhy barviv charakteru azaftalocyanini. Jedna se o razné oktasubstituované zinecnaté
tetrapyrazinoporfyraziny, jmenovit¢ ZIP-44Zn (n-oktylsulfanyl), ZIP-21Zn (terc-
butylsulfanyl) a ZIP-65Zn (diethylaminoethylsulfanyl). Tato barviva byla inkorporovana
do LUVETs (large unilamelar vesicles made by extrusion technique), jeZ byly ziskany
postupnou hydrataci DOPC a naslednou extruzi vzniklé suspenze multilamelarnich lipozému.
U téchto soustav byla proméfena fluorescencni spektra a na jejich zaklad€ vypocteny vazebné
konstanty pro jednotlivd barviva v LUVETs. Rovnéz byla proméfena absorpcni spektra
vzorkidl a na jejich zdklad€ vypocteny extink¢ni koeficienty barviv v lipidové dvojvrstvé a
hodnoty vyslednych koncentraci barviv v lipozdmech. Bylo zji$téno, ze barvivo
ZIP-44Zn bylo piitomno v DOPC lipozémech jen v nepatrném mnozstvi, zatimco zbyla dveé
barviva byla v lipozomech v pomérné vysoké koncentraci. Toto souviselo s mirou agregace
ve vod¢ nerozpustnych AzaPc, kdy barvivo ZIP-44Zn majici ve své molekule dlouh¢ alkylové
fetézce podléhalo ve vodném prostfedi znacné agregaci. Druha dvé barviva obsahujici
terc-butyl, jenz snizuje intenzitu pusobeni agregacnich sil, byla naopak inkorporovéana

ve vysoké koncentraci do fosfolipidové dvojvrstvy lipozomt ve formé monomerda.
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The study of azaphthalocyanines interactions with unilamellar liposomes |I.

Helena Kucerova

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralove, Charles University in Prague, Heyrovskeho 1203, Hradec Kralove, 50005, Czech
Republic

Abstract:

Three types of different octasubstituted zinc azaphthalocyanines (ZIP-44Zn, ZIP-21Zn
and ZIP-65Zn) were incorporated into liposomes made from dioleoylphosphatidylcholine
(DOPC). These dyes were incorporated into LUVETs (large unilamellar vesicles made
by extrusion technique) which were obtained from suspension of multilamellar vesicles.
Fluorescence spectra of the dyes in LUVETs were measured. The binding constants
of azaphthalocyanines with LUVETs were calculated. Absorption spectra of the dyes
in LUVETSs were also measured and extinction coefficients were calculated. We found out
that ZIP-44Zn (n-octylsulphanyl substituents) was present in DOPC liposomes only in very
small amount while the other two dyes were incorporated in high concentration into LUVETS.
This fact was connected with the level of aggregation of water insoluble AzaPc. ZIP-44Zn
contains long alkyl chains as substituents on periphery. These substituents do not inhibit
sufficiently the aggregation in water medium or in lipid bilayer. On the other hand, ZIP-21Zn
and ZIP-65Zn contain bulky substituents on periphery and they were incorporated in large

amount in phospholipid bilayer of liposomes.
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