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2  Souhrn

Uvod: Fodynamicka antimikrobni terapie (PACT) predstavuje potencialni 1é¢ebnou metodu k
terapii povrchovych infekci. Vzrustajici rezistence mikrobi k antibiotikiim vede k hledani novych
alternativnich eradika¢nich postupt, jako je PACT. Zatimco grampozitivni bakterie jsou k
fotoinaktivaci obvykle citlivé, gramnegativni bakterie a mikroskopické houby byvaji odolné;si.
Vyzkum na poli PACT vede k hledani u¢innych antimikrobnich preparati s Sirokym spektrem
postihujicim  bakterie 1 mykotickd agens. Ftalocyaniny piredstavuji slibnou skupinu
fotosenzitivnich latek, které by se mohly vykazovat signifikantni antimikrobni fotoinaktiva¢ni
efekt.

Cilem této prace bylo otestovat antimikrobidlni efekt 15 derivatl ftalocyaninti (Pc) pii
fotoinaktivaci.

Metoda: fotoinaktivacni schopnost 15 Pc byla testovana na kmenech Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Candida albicans. Po 30 — minutové inkubaci s Pc v koncentraci: 1 mg/l, 2
mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l, byly kultury ozafeny svétlem z low-power laseru (o vinové délce 670 nm)
v celkové davee 20 J/em® a 40 J/em?®). U&innost pii fotoinaktivaci byla hodnocena velikosti
tadového poklesu viabilnich bakterii v poméru ke kontrolnimu vzorku bez ozéteni a Pc.
Vysledky: Osm z testovanych ftalocyaninti bylo efektivnich vii¢i S. aureus, ale jen Ctyi1 derivaty
pusobily viici E. coli a pouze dva vici C. albicans. Efekt pti fotoinaktivaci byl zavisly na davce
svétla. Dva ftalocyaninové derivaty - kationicky derivat Pc7 (hydroxyhlinity ftalocyanin
substituovany pyridiniem) a amfifilni Pc3 (sulfamidicky ftalocyanin hliniku) byly schopné
u¢inné fotoinaktivovat vybrané skriningové mikroorganismy. Pouze Pc7 pisobila efektivné i na
dal$i mikroby.

Zavér: Byla nalezena uc¢inna fotosenzitivni latka — Pc7, ktera pusobila efektivné na vybrané

mikroby a predstavuje tak slibny derivat ftalocyaninu pro potencidlni vyuziti pii PACT



3 Summary

Photodynamic antimicrobial therapy

Background: Photodynamic antimicrobial therapy is proposed as a potential topical, noninvasive
approach suitable for treatment of locally occuring infection. The fact that bacteria are becoming
increasingly resistant to antibiotics and antiseptics has lead to an increased interest in the field of
developing new alternative eradication methods, such as PACT. Whereas gram-positive bacteria
are generally sensitive to photoinactivation, gram-negative bacteria and fungi are usually less
susceptible. Research of photosensitizers (PS) as well as development has been going on with the
aim to find effective antimicrobial substances, which would have a broad-spectrum potency. The
aim of this paper is to evaluate the antibacterial and antifungal effect of fifteen Pc derivatives.
Methods: Fifteen different Pc were investigated. Their photokilling activity was tested on
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans. After treating of microbial cells
with Pc in the concentrations: 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l for 30 minutes, the cultures were
irradiated with low-power laser light wavelength of 670 nm (20 J/cm®, 40 J/cm?®). The
effectiveness of photoinactivation was evaluated based on the decrease of a number (log;o) of
viable bacteria.

Results: Eight tested Pc showed antibacterial effect against S. aureus, but only four tested Pc
were effective against E. coli and two Pc against C. albicans. Killing of bacterial and fungal
strains was found to be dependent on the light dose. The most effective photosensitizers were
amphiphilic sulphonated zinc Pc [(3-diethylammonium)-propylsulphonamide citrate (Pc3) and
cationic tetramethylenepyridinium chloride of hydroxyaluminum Pc (Pc7). Only Pc7 was
effective against another microbes tested.

Conclusion: The most efficient phthalocyanine - Pc7 causes a significant decrease of viable
counts of all tested microbes and represent promising drug for potential use in the PACT of

infectious disease.



4 Fotodynamicka antimikrobni terapie - ivod do problematiky

Pti fotodynamické terapii se vyuziva tzv. fotodynamicky jev, kdy fotosenzitivni latka
reaguje na expozici svétlem vznikem singletového kysliku a volnych kyslikovych radikalt a
dochazi k naslednému letalnimu poskozeni buiiky. Tento jev poprvé popsal Oscar Raab a spol.
uz vroce 1890, kdyz zaznamenal toxicitu, zavislou na svétle, u akridinové oranzi proti prvoku
Paramecium caudatum (1). Fotodynamicka terapie se da definovat jako eradikace cilovych
mikrobt v dasledku piisobeni svétla na fotosenzitivni latku (2). Samotna fotosenzitivni latka
obvykle nema zadny nebo jen zanedbatelny baktericidni efekt, ale po jejim ozéfeni svétlem
ptislusné vlnoveé délky (pfi tom dochazi k absorpci fotonu fotosenzitivni latkou) se ze zakladniho
klidového stavu dostava do nestabilniho, excitovan¢ho stadia, ve kterém mtize dojit po reakci se
substratovymi molekulami prostiedi v pfitomnosti kysliku ke vzniku jeho reaktivnich
cytotoxickych produkti — hydroxylového radikdlu OH’, superoxidového radikdlu nebo
singletového kysliku 'O, K letalnimu poskozeni butiky miize dojit dvéma zpisoby: destrukei
DNA nebo poskozenim cytoplazmatické membrany, které pak dovoluje inik obsahu buiiky ven a
zarovei inaktivuje membranové transportni systémy (3).

V osmdesatych a devadesatych letech se zacalo zvazovat vyuziti PDT v antimikrobni
terapii — v souvislosti se zvySujici se rezistenci patogennich mikroorganismi k antibiotikiim a
naslednou nutnosti hledat alternativni pfistupy pti 1€cbé infekénich onemocnéni. Pocatecni prace
na tomto poli ukazaly, ze fotosenzitivni latky po ovlivnéni svétlem vykazuji vyznamny
antimikrobni efekt a jsou mnohem vice toxické pro mikroby nez pro humanni bunky (4).

Fotodynamicka antimikrobni terapie (PACT) pfedstavuje lokalni, neinvazivni techniku,
kterd by se mohla stat efektivni alternativou k pouzivani antibiotik a antiseptik v 1€¢bé lokalnich
infekci. Vyhodou postupu zalozeného na principu cilené aplikace fotosenzitivni latky do mista
infek¢éniho procesu a cileného ozareni, je minimalizace rizika poskozeni fyziologické mikroflory
a hostitelskych bunék mimo lécena mista. Limitem této metody je dosah paprskii svételného
zdroje a moznost jen lokélniho pouziti PS - protoze komplikaci celkového podani PS je vznik
systémové kozni fotosenzibilizace (5).

Proces fotoinaktivace mikrobl je pfedevSim zavisly na fotosenzitivni latce a na zdroji
svétla. Je znamo mnoho piirodnich i syntetickych fotosenzitivnich latek, typicky se jedna o
barviva. Fotosenzitivni latky jsou obvykle aromatické nebo heterocyklické molekuly, patfi mezi
né fenothiaziny - toluidinovd a methylenova modf, porfyriny - hematoporfyrin, kyselina

deltaaminolevulova, xanteny, psoraleny, chloriny a ftalocyaniny (6).



Ftalocyaniny jsou heterocyklické slouceniny skladajici se ze Ctyf benzindolovych jader
spojenych dusikovymi miustky (chemicky tetrabenzotetraazaporfyriny). Jsou to ucinné
fotosenzitivni latky, po jejich ozafeni se vytvari velké mnozstvi singletového kysliku, vEétsi nez
pi1 pouziti standardnich fotosenzitivnich latek jako je methylenova nebo toluidinova modt.

K PACT se nejdfive zacala pouzivat barviva typu akridinova oranz, bengalska Cerven,

toluidinova a methylenovd modf (tzv. fotosenzibilizdtory 1. generace). Pozd¢ji byl testovan
antimikrobni efekt dalSich fotosenzitivnich latek (porfyriny, chloriny, ftalocyaniny).
Moznost fotoinaktivovat bakterie v ramci PACT byla jiz mnohokrat experimentalné prokazana
(7, 8, 9). Dalsim potencidlnim cilem jsou i mikroskopické houby, vcetné¢ kvasinky Candida
albicans (10). Experimentaln¢ byla také opakované prokazana moznost efektivné fotoinaktivovat
viroveé ¢astice — volné 1 intracelularné ulozené (11).

Byl zaznamenan signifikantni rozdil v u¢innosti PACT pfi fotoinaktivaci grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii. Grampozitivni bakterie byly k fotoinaktivaci pomérné citlive,
antibakteridlni efekt byl dosazen pfiifotoinaktivaci zprostiedkované fotosenzitivnimi latkami
s rozdilnou chemickou strukturou (UC€inné byly kladné nabité, zdporné nabité 1 neutralni
fotosenzitivni latky). Gramnegativni bakterie byly k fotoinaktivaci vice rezistentni, u fady druhil
ucinnéji odolavajici letalnimu poskozeni nez grampozitivni bakterie (7, 12). Ftalocyaniny mohou
byt transformovany mezi kationické latky navazanim pozitivné nabitého postranniho fetézce na
tetraazaindolové jadro. Tato skupina fotosenzitivnich latek v souc¢asné dobé predstavuje slibné PS
vhodné pro vyuZiti pti PACT, probiha vyzkum na objeveni novych G€¢innych PS (13).

VétSina poznatkl o fotodynamické inaktivaci vychazi ptredevsim z vysledki in vitro studia
v laboratornich podminkach. Laboratorni testy se provadéji obvykle na planktonickych kulturach,
nékteti autofi se pokusili o ovéfeni fotoinaktivace bakterii v biofilmu (14, 15). Nékolik praci
popisuje uziti PACT na zvifecich modelech, kde se zkouma vliv PACT v ur¢itych situacich — u
infikovanych ran, popalenin, infekci mékkych tkani (16, 17). V posledni dob¢ 1 popisy uziti této
metody u pacientli s chronickou parodontitidou nebo diabetickou nohou (18, 19).

Klinicky se bude pravdépodobné PACT vyuZzivat tam, kde bude mozné cilen€ aplikovat
fotosenzitivni latku pfimo do infekéniho loziska a nasledné ji ozafit svétlem ptislusné vinové
delky. Predpoklada se tudiz jeji vyuziti pro terapii infikovanych ran a popalenin, rychle se Sifici
infekce mekkych tkani a abscesti, povrchovych zanét rohovky, zadnétlivych procest v usich, pro
terapii zanétlivych afekci v dutin€ ustni vznikajicich v souvislosti s pfitomnosti dentalniho plaku

- pi1 komplexni 1é¢bé parodontitidy a povrchového zubniho kazu.



5 Cile disertacni prace

Cilem ptedloZené prace je studium in vitro antimikrobniho efektu fotosenzitivnich latek
pfi fotodynamické inaktivaci vybranych mikrobidlnich agens. Jako fotosenzitivni latky bylo
zvoleno 15 derivat ftalocyaninii syntetizovanych ve Vyzkumném tustavu organickych syntéz,
a.s., Pardubice (VUOS).

Cile prace byly nasledujici:

1. ptiprava laboratorniho postupu vhodného pro testovani fotoinaktivaéni schopnosti

ftalocyanin u bakterii a kvasinek

2. provedeni a vyhodnoceni zakladniho skriningu fotodynamického ucinku testovanych

ftalocyanin

3. ovéfeni antimikrobniho efektu ftalocyaninli vybranych na zakladé skriningu — pfi

fotodynamické inaktivaci vybranych kmenl bakterii a kvasinek, vcetné¢ kment
rezistentnich k antibiotikiim a antimykotikiim

4. testovani ftalocyaninli navdzanych na vhodné nosiCe pro posouzeni efektivity

potencialni aplika¢ni formy



6 Material a metodika

6.1

Bylo otestovano celkem 15 rOznych derivath ftalocyaninu (Pc) syntetizovanych
v laboratofich Vyzkumného ustavu organickych syntéz (VUOS) v Pardubicich. Jednotlivé Pc
jsou blize charakterizovany v Tab. €. 1., v€etné ndboje molekuly a mnozstvi vyprodukovaného

singletového kysliku ('0,). Mnozstvi produkovaného singletového kysliku bylo méfeno

Ftalocyaniny

jodidovou metodou (20).

Tab. ¢. 2. Testované derivaty ftalocyaninu (Pc)

derivat 1, C Naboj | produkce
Pe Schematicky vzorec Systematicky ndzev Pe 10, 771
ZnFTC(SO3NH4)2 amonna sul disulfonovaného %
Pel ftalocyaninu zinku A 0,363
AIOHFTC(SO3H) [SO3~ sulfonovany
Pc2 HCH tetramethylammoniumhydroxy- A* 2,483
N7(CH3)4] hlinity ftalocyanin
ZnFTC(SO3H) sulfonovany [(3-
+~ | diethylammonium)- . .
Pc3 | [SO2NHCH2CH2CHaNH™(C propylsulfonamid]ftalocyaninu A*+K 0,123
2H35)] citrate™ zinku ve formé citratu
AIOHFTC(SO3Na)» sodna stl disulfonovaného *
Ped (303N2) fialocyaninu hliniku A 1,746
AIOHFTC(SO3H) sulfonovany bis(N-2-
Pes | (SO2NHCH,CH,NHCH,CHp | hydroxyethyl)- o A¥+N* | 2879
OH)> aminoethylsulfonamid hlinitého ’
ftalocyaninu
ZoFTCINT(CH Li— tgtrakis(trimethylamopium)-jodid « |
Pc6 [NT(CH3)304 14 zine¢natého ftalocyaninu K
Pe7 AIOHFTC(CHCsHsN*TCl-)4 | tetramethylenpyridinium chlorid 1,562
hydroxyhlinitého ftalocyaninu K* ’
ZnFTC(SO3NH4)3 amonna sul trisulfonovaného %
Pe8 ftalocyaninu zinku A 2,044
ZaFT HAN* _ tetrakjs (N—methylpyridium -3-
Pc9 C(OCSHANTCH3)4 14 oxy)-jodid zine¢natého K* 0,471
ftalocyaninu
HaFTC(SO3Na)4 sodna stl tetrasulfonovaného %
Pel0 bezkovového ftalocyaninu A 0,277
ZnFTC[N=N-CgH4- tetrajodid tetrakis(4-N, N, N-
Pcl1l NHCH3)3]4 14~ trimethylamoniumfenylazo)zinec¢ K* | -
naty ftalocyanin
Pel2 ZnFTC[PO(OCH>CH3)2]4 tetrakis(diethylfosfonato)zinecna N* | e

-ty ftalocyanin




ZnFTC(O-C14H2008N)4 tetrakis(3,4,6-tri-O-acetyl-2-
Pcl13 acetamido-2-deoxy-D- N* 0,786
glukosyl)zinecnaty ftalocyanin

ZnFTC(O-CeH1105)4 tetrakis(D-
Pcl14 glukopyranosyl)zine¢naty N* 0,433
ftalocyanin

AIOHFTC(SO3Na)3 sodna sul trisulfonovaného

Pels fralocyaninu hliniku

A* 1,687

* A — anionickd (zaporné€ nabita) molekula, *K — kationicka (kladn€ nabitd) molekula

*N — neutralni molekula

6.2 Kmeny bakterii a kvasinek

Pro zakladni testovani Pc byly zvoleny bakteridlni kmeny Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Candida albicans z Ceské narodni sbirky typovych kultur. Pro nasledné
testovani byly pouzity izoldty z humannich vzorkl. Jednalo se o kmeny bakterii Streptococcus
mutans, methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae (kmen
s produkci Sirokospektré betalaktamazy ESBL), Pseudomonas aeruginosa, a kvasinek Candida

glabrata a C.krusei, vybrané pro snizenou citlivost resp. rezistenci k flukonazolu.

6.3 Testovani fotoinaktivacni schopnosti ftalocyanini

Schéma pokusu bylo upraveno podle Tegose a kol. (8).

Priprava testovanych mikrobidlnich kmenii

Byl pouzit kultiva¢ni zptisob ptipravy testované bakterialni suspenze — bakteridlni kmeny
byly naockovany do BHI bujénu (Brain-Heart Bouillon, BioMerieux), kmeny kvasinek
do Sabouraudova bujonu (BioMerieux) a kultivovany 18 — 24 hodin pti 36°C. Po pomnozeni
byla 18-24-hodinova kultura ptfeoCkovéana do Cerstvého bujonu a kultivovana do dosazeni mid-

log faze rustu.

Piprava ftalocyaninu

Testovany Pc byl rozpustén ve sterilni destilované vodé. Posléze byly pfipraveny

pracovni koncentrace 2, 4, 8, 16 mg/1.

Inkubace s PS

Dals$im krokem byla inkubace 1ml testované kultury s Iml Pc (kone¢né testované
koncentrace Pc byly 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l a 8§ mg/l) po dobu 30 min pii pokojové teploté a ve

tme.
10



Ozarovani laserem
100 pl testované kultury bylo pieneseno do jamky mikrotitracni destiCky a ozafeno
laserovou sondou davkou svétla 20 J/cm?® a 40 J/cm?® z konstantni vzdalenosti 2 — 3 mm. Pfi

pokusech byl pouzit laserovy syst¢m MAESTRO/CCM (MediCom, a.s.).

Hodnoceni baktericidniho u¢inku

Po ozafeni bylo zjamky mikrotitracni desticky odsato 100 pl testované kultury a
pieneseno do zkumavky s 900 pl fosfatového pufru. Byla pfipravena tfedici fada - série Sesti
fedéni (logjp) pro kazdou testovanou koncentraci a davku svétla. Z kazdého fedéni byly
vyoCkovany dva vzorky po 100 pl na Petriho misku s vhodnym kultivaénim médiem
(Mueller-Hinton 2 agar pro kultivaci bakterii, Sabouraudova ptada pro kvasinky). Po 24-
hodinové inkubaci u bakterii a 48-hodinové inkubaci u kvasinek byly spoc€itdny narostlé kolonie
(v fedéni, ve kterém se pocet vyrostlych kolonii pohyboval v rozmezi 20 az 200 (21).

Latky byly testovany ve dvou nezéavislych pokusech, soucasti pokusti byly i kontrolni
testy s piisobenim samotného Pc a svétla. Uginnost fotoinaktivace byla hodnocena porovnanim
poctu viabilnich bakterii po ovlivnéni bakterialni kultury Pc a ozafenim laserem k poctu bakterii
v kontrolnich vzorcich (survival fraction). Vysledky byly zpracovany statisticky (RNDr. Eva
Cermakova, Vypodetni stiedisko, Lékaiska fakulta University Karlovy, Hradec Kralové). Za
u¢inné, antimikrobné ptisobici latky byly podle literatury povazovany latky snizujici pocet

bakterii minimalné o 3 tady (8).

6.4 Testovani vybranych ftalocyanini na nosici

Pc7 vybrany ze zakladniho skriningu byl navazan na nosi¢ (hydroxypropylmetylcelulozu,
HPMC) ve formé 1,5% gelu (H3 - koncentrace Pc 20 mg na 1000 g gelu) a 3% gelu (koncentrace
Pc 20 mg na 1000 g gelu - H1, koncentrace Pc 10 mg na 1000 g gelu — H2)

Postup:

Mikrobidlni kultury Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Candida albicans byly
piipraveny jako v pfedchozich experimentech, inkubovany s testovanymi latkami na nosi¢i
v poméru 1 ml testované latky a 0,25ml bakterialni suspenze po dobu 30 min, 2 hod a 24 hod a
poté bylo 100 ul testované suspenze pieneseno do jamky mikrotitraéni desticky a ozatfeno
laserovou sondou davkou svétla 40 J/em® ze vzdalenosti 2 — 3 mm. Dalsi postup i hodnoceni

byly stejné jako u samotného Pc.

11



7 Vysledky

7.1 Vysledky skriningového testovani ftalocyanini

V zékladnim skriningu byl hodnocen fotoinaktivaéni G€inek 15 derivatd Pc vici - S.
aureus, E. coli a C. albicans. Vysledky testovanych Pc byly rozdiln¢ v zavislosti na jejich
chemické struktufe a nédboji, velikosti davky ozafeni a v neposledni fadé¢ na testovaném
mikroorganismu. Pfi hodnoceni vysledki bylo zjisténo, ze za ucinné antimikrobné pusobici
fotosenzitivni latky miZeme podle zvolen¢ho kritéria (zmenSeni inokula testované kultury o
minimalné tii fady) povazovat 9 z 15 testovanych Pc. Osm testovanych Pc pusobilo efektivné
VvUuci S. aureus, ale jen Ctyi1 preparaty vici E. coli a dva preparaty vaci C. albicans. Antimikrobni
efekt testovanych Pc byl ve vSech pokusech pfimo umérny davce svétla pouzitého k ozatreni
bakterialni kultury. Zaroven u 13 testovanych latek byla velikost antibakterialniho efektu piimo
zéavisla 1 na koncentraci testované latky. Vyjimkou jsou vysledky pokusii preparati Pc2 a Pc3,
kdy bylo dosaZeno vétsiho fotoinaktivacniho efektu pii nizsi koncentraci testované latky.

Samotné ozafeni testované kultury bez ptritomnosti Pc nemélo vliv na viabilitu
vysetfovanych mikroorganismi, ale u tii derivatl Pc byl prokdzan urcity antibakteridlni efekt 1
bez nédsledného ozateni. Jednalo se o Pc3, Pc7 a Pc9, které dokazaly v koncentraci 8 mg/l zmenSit
inokulum §. aureus o 98 %, 81 % a 62 % a ve stejné koncentraci ovlivnily kulturu E. colio 79 % .

Vysledky pokust fotoinaktivace vybranych skriningovych agens jednotlivymi Pc jsou
sumarizovany v Tab. €. 2, v grafech (viz Graf ¢.1, 2, 3, 4, 5,6) jsou znazornény vysledky derivati
Pc3 a Pc7 (na ose x jsou uvedeny testované koncentrace Pc, na ose y pocet viabilnich CFU/ml).

Z ptehledové tabulky vyplyva, ze se jako nejucinnéjSi fotosenzitivni latky pfi
fotoinaktivaci S. aureus projevily amonnd sill disulfonovaného ftalocyaninu zinku (Pcl),
sulfonovany tetramethylamoniumhydroxyhlinity ftalocyanin (Pc2) a sulfonovany [(3-
diethylamonium)-propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu (Pc3). Tyto preparaty
dokazaly pii1 pouziti nejvyssi koncentrace a davky ozafeni Gpln€ eliminovat kmen S. aureus.
Dal§imi u¢innymi latkami byly sodna stl disulfonovaného ftalocyaninu hliniku (Pc4), ktery za
stejnych podminek zplisobil pokles poctu bakterii o 5 tada, a sulfonovany bis(N-2-
hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid hlinitého ftalocyaninu (Pc5), ktery dosahl proti S. aureus
stejného vysledku.

Pti pokusech sE. coli se jako ucinné fotosenzitivni latky projevily preparaty
tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu (Pc¢7) a tetrakis (V-
methylpyridium-3-oxy)-jodid zine¢natého ftalocyaninu (P¢9), pfi jejichz testovani v nejvyssi
koncentraci a maximalni davce svétla doSlo k vyznamnému baktericidnimu efektu (pokles o 7

tada, resp. o 6 tadu). Slibné vysledky ukazaly pokusy se sulfamidickymi ftalocyaniny (Pc3 -
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sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu, Pc5S -

sulfonovany  bis(N-2-hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid hlinitého ftalocyaninu), které
pusobily efektivné proti S. aureus 1 E. coli.

Vyznamny antifungélni u¢inek vykazaly pouze latky Pe3 a Pc7.

Tab. ¢ . 2 Antimikrobni efekt derivata ftalocyaninu (Pc) pii fotoinaktivaci kmeni S. aureus, E.
coli a C. albicans

Frakce viabilnich bun¢k*
Ftalocyaniny

(Pc) Stap zz ff;igccus Escherichia coli Candida albicans

20 J/em® | 40 Jem® | 20J/cm® | 40J/em’ | 20 J/em® | 40 J/em®
Pcl 9,6E-05 1E-07 0,85 0,85 0,96 0,88
Pc2 0 0 0,3 0,039 1 0,85
Pc3 0 0 0,02 0,00091 0,0012| 1,7E-05
Pc4 0,0009 | 3,4E-06 0,41 0,082 1 0,81
PcS 0,00037| 1,1E-05 0,0018 0,00061 0,98 0,75
Pc6 0,00046| 0,00012 0,28 0,025 0,074 0,0043
Pc7 0,00053| 0,00039 1,7E-07 1E-07 1E-07 1E-07
Pc8 0,00046| 0,00012 0,98 0,81 1 1
Pc9 0,17 0,0015 9,9E-05 3E-07 0,84 0,33
Pcl10 1 0,83 1 0,97 0,96 0,94
Pcll 0,76 0,54 1 0,92 1 0,99
Pc12 0,86 0,47 0,97 0,76 1 1
Pc13 0,6 0,66 0,68 0,47 1 0,88
Pc14 0,59 0,53 1,2 0,83 1 1
Pcl5 0,045 0,015 1 0,88 1 0,86

* v experimentech s ftalocyaniny v koncentraci 8mg/l po ozafeni laserem davkou svétla 20

J/em® a 40 J/em®
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7.2 VysledKky dalSich testi vybranych ftalocyanini

Po ukonceni skriningového testovani byly k dalSimu testovani s vybranymi patogeny
(Streptococcus mutans, MRSA, Klebsiella pneumoniae sprodukci ESBL, Pseudomonas
aeruginosa, Candida glabrata, Candida krusei) zvoleny latky Pc3 a Pc7.

Vysledky pokusii fotoinaktivace vybranych skriningovych agens jednotlivymi derivaty

ftalocyanin jsou znadzornény v Tab. €. 3.

Tab. ¢. 3 Piehled in vitro antimikrobni aktivity testovanych Pc proti vybranym mikrobim.

Frakce viabilnich bun¢k pi1
Pc Mikroorganismus koncentraci FTC 8 mg/I
20 J/em® 40 J/em®
Streptococcus mutans 0 0
MRSA 0 0
Pe3 Klebsiella pneumoniae 0,084 0,021
c
Pseudomonas aeruginosa 0,17 0,087
Candida glabrata 0,00028 0
Candida krusei 0 0
Streptococcus mutans 0 0
MRSA 0,0035 0,0001
Klebsiella pneumoniae 0 0
Pc7
Pseudomonas aeruginosa 0 0
Candida glabrata 0 0
Candida krusei 0,00078 0

Pti hodnoceni vysledkii bylo zjisténo, Ze oba derivaty byly u¢inné pii fotoinaktivaci
grampozitivnich bakterii a kvasinek, ale jen Pc7 pusobil efektivné pti fotoinaktivaci E. coli.

Z ptehledové tabulky (viz Tab. ¢. 3) vyplyva, Ze oba derivaty byly ucinné pfii
fotoinaktivaci grampozitivnich bakterii, pii pouziti koncentrace 8 mg/l a davky svétla 40 J/cm®
dokazaly efektivné plsobit na kmen streptokoka 1 MRSA. Pfi pokusech s gramnegativnimi
bakteriemi Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa se jako u¢inna fotosenzitivni latka
projevila latka Pc7, v experimentech s koncentraci ftalocyaninu 8 mg/l a davkou svétla 40 J/cm’
dokazala upln€ eliminovat testované kmeny. Latka Pc3 vtestech s E. coli dokézala
v experimentech s koncentraci ftalocyaninu 8 mg/l a davkou svétla 40 J/em® sniZit inokulum o
tfi fady, v pokusech s Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa dokazala snizit
inokulum testovaného kmene pouze o 98 %, resp. 0 91%.
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Pti pokusech s C. glabrata a C. krusei prokazaly vyrazny antifungdlni G¢inek latky Pc3 1

Pc7. Za stejnych podminek dokazaly Gplné€ eliminovat inokulum obou testovanych kmeni.

7.3 VysledKky testovani ftalocyaninti na nosici

V naésledujicich experimentech byl sledovan antimikrobialni efekt derivatu ftalocyaninu Pc7
po navazani hydroxypropylmetylcelulozu (HPMC). Vysledky pokusii fotoinaktivace Pc7 na nosici
jsou znazornény v Tab. €. 4.

Pti hodnoceni vysledkl bylo zjiSténo, Ze antimikrobni efekt Pc7 je ovlivnén koncentraci
uc¢inné latky, vazbou na HPMC 1 jeji koncentraci v gelu. Z Tab. €. 4 je ziejmé, ze dle zvoleného
kritéria (pokles viabilnich CFU o minimdln¢ 3 tady) puasobil gel H1 plsobi efektivné vici S.
aureus, gel H3 s niz$i koncentraci HPMC pak byl u¢inny piedevsim vici E. coli. V pokusech
s C. albicans projevil mirny antifungalni efekt pouze gel H3 — doSlo k ovlivnéni testované
kultury po 30-minutové inkubaci o 22%, po 24-hodinové inkubaci az o 78%. Zbylé dva gely
antifungalni efekt nevykazaly.

Antimikrobni efekt testovanych gelti byl vétsi za pouziti ozafeni svétlem, ale vyrazny
antibakteridlni efekt gel byl zaznamenan bez nasledného ozatfeni. 24-hodinova inkubace se
s vyjimkou gelu H3 pii pusobeni na C. albicans ukdzala jako nevhodnd, antimikrobidlni efekt

geli pfi této inkubacni dobé byl mensi nebo Zadny.

Tab. ¢. 4 Piehled in vitro antimikrobialni aktivity Pc7 po navdzéani na nosi¢

Pc7 na | Testovany Frakce viabilnich bunék
nosi¢i | mikroorganismus ID 30min ID 2 hod ID 24 hod
0 J/em® | 40 J/em® | 0 J/em® |40 J/em® | 0 J/em® |40 J/em®
S. aureus 0,00045 0,00037| 0,00018 | 0,000090 1 0,30
H1 E. coli 0,015 0,011 0,55 0,50 0,18 0,24
C. albicans 1 1 1 1 1 1
S. aureus 0,042 0,0033 0,20 0,062 0,42 0,43
H2 E. coli 0,14 0,037 0,66 0,15 0,50 0,18
C. albicans 1 1 1 1 1 1
S. aureus 1 0,44 0,50 0,36 1,12 1,12
H3 E. coli 0 0| 5,1E-06| 7,1E-07 0,011| 0,00096
C. albicans 0,79 0,78 0,73 0,72 0,42 0,22
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8 Diskuse

V této préci je predmétem studia skupina derivati ftalocyanind, které jsou zndmy jako
slibné fotosenzibilizatory se schopnosti tvofit velké mnozstvi singletového kysliku.
Fotoinaktiva¢ni schopnost nékterych téchto ftalocyaninovych derivati byla zkoumdna jiz
v pracich jinych autorti - disulfonovany ftalocyanin zinku (22), disulfonovany ftalocyanin
hliniku (23), tetrakis (N-methylpyridium -3-oxy)-jodid zine¢natého ftalocyaninu (24), pouziti
ostatnich preparatii nami studovaného souboru pro fotoinaktivaci mikrobt jesté nebylo doposud
v literatufe popsano. V této praci srovndvame fotoinaktivacni efekt ftalocyanini z naSeho
souboru s jiz publikovanymi vysledky.

NaSe vysledky potvrdily, Ze zésadni vliv na efektivitu testovanych fotosenzitivnich latek
ma na jedné strané¢ molekuldrni struktura (10), elektricky naboj (25) a velikost davky ozafeni, na
strané druhé rozdily v citlivosti mezi jednotlivymi druhy a skupinami infekénich agens. Stejné
jako v dostupné literatute byl 1 v nasi praci zaznamenan velky rozdil v citlivosti grampozitivnich
1 gramnegativnich bakterii (12) a kvasinek (10).

Grampozitivni bakterie byly k fotoinaktivaci pomérné citlivé. Z vysledki je ziejmé, Ze
osm z 15 zkoumanych latek se mohlo hodnotit jako efektivni PS pfi fotoinaktivaci S. aureus.
Antimikrobialni efekt byl dosaZen pfi fotoinaktivaci zprostfedkované riznymi fotosenzitivnimi
latkami, 0¢inné byly anionické, kationické 1 amfifilni PS. Mezi nejucinnéjsi fotosenzitivni latky
pro fotoinaktivaci S. aureus v nasi praci patiily Pcl a Pc2 — anionické preparaty, a Pc3 —
primarn¢é anionickd molekula s navazanym kladné nabitym fetézcem. Tyto preparaty dokazaly
upln€¢ eliminovat bakteridlni kulturu S. aureus. 1 dals$i ftalocyaniny znaSeho souboru se
zépornym nabojem — Pc4, Pc5, Pc8, Pcl5 — také vykazovaly alespoii do urcité miry
antibakteridlni efekt pii fotoinaktivaci S. aureus. Zaporné nabité ftalocyaniny jsou schopné
fotoinaktivovat grampozitivni mikroby, ale velikost i€inku se mezi jednotlivymi preparaty lisi
v zavislosti na jejich molekularni struktute (10).

Gramnegativni E. coli byla k fotoinaktivaci odolnéjsi, z 15 testovanych Pc byly pii
fotoinaktivaci hodnoceny jako ucinné pouze Ctyfi derivaty. Ze ¢ty G€innych fotosenzitivnich
latek byly dv€ substance kationické a dalSi dvé amfifilni. Kationické preparaty, které se diky
svému naboji povazuji za vhodnéjSi k plisobeni na gramnegativni mikroby, byly v naSem
souboru testovanych ftalocyanin ¢tyii (Pc6, Pc7, Pc9, a Pcl1).

Pc9 byl jiz testovan jinymi autory (24), vétSinou byl testoval efekt zminovaného Pc pti
fotoinaktivaci gramnegativnich mikrobu a jejich vysledkim odpovidaji 1 nase zji$téni, ze tato
latka pisobi efektivné proti gramnegativnim mikroblim. Podle Minnocka (26) je to zplsobeno

pritomnosti kladn¢ nabité N-methylpyridylové skupiny umoZznujici vazbu ftalocyaninu na
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lipopolysacharid gramnegativnich bakterii. V praci Mantarevové (24) provadéli testy se stejnou
latkou na kmenech S. aureus, MRSA, P. aeruginosa a Candida albicans. Pc9 mél za
srovnatelnych podminek schopnost kompletné inaktivovat kulturu S. aureus a C. albicans (1,5
uM, 12 J/cm?2). U testované kultury P. aeruginosa doslo také k vyznamnému zmenSeni inokula (o
4 tady), ale aZ pti pouziti vysSi koncentrace Pc a vétSi davce svétla (6 uM, 60 J/cm2). Ackoliviv
na$i praci Pc9 dokéazal v pokusech (pii koncentraci 8 mg/l a 40 J/cm®) &asteén& ovlivnit
testovanou kulturu S. aureus (SF 0,0015; tj. o necelé tti fady) a C. albicans (SF 0, 33), nemohli
jsme ho hodnotit jako u¢inny. Podobny nélez jako v nasi praci zaznamenali autofi, Ragas a kol.
(27) a Demidova a kol. (28), kdy jina kationicka latka, poly-L-lysine chlorin(e6) byla také
ucinnéj8i pii1 fotoinaktivaci E. coli nez pti fotoinaktivaci S. aureus. Oba ptfipady by mohla
vysvétlovat vétsi molekuldrni hmotnost konjugatu, kterd umoziuje vazbu na lipopolysacharid
gramnegativni E. coli, ale nedovoluje ptekonat peptidoglykanovou vrstvu S. aureus.

Pc7 je také kationicky derivat. Kladny ndboj je dan ptfitomnosti skupiny - pyridinium,
kterd je podobnd skupiné¢ N-methylpyridyl. Pc7 vykazoval srovnatelnou baktericidni aktivitu
jako ptedchozi latka. Tato konkrétni latka nebyla v literatuie doposud testovana na antimikrobni
aktivitu. Pc7 byl také v pokusech, podobné jako Pc9, u€innéjsi pti fotoinaktivaci E. coli nez pti
fotoinaktivaci S. aureus, ale dosdhl za stejnych podminek lepSich vysledki, navic vykazal 1
vyrazny antifungalni ucinek.

Dalsi kationickd latka v naSem souboru - Pc6 — byla hodnocena jako ucinnd pfi
fotoinaktivaci S. aureus. V pokusech s E. coli a C. albicans vSak snizila pocet bakterii pouze o 2
fady. Kladny ndboj tohoto derivatu je dan pfitomnosti trimethylamoniové skupiny, ktera ziejmée
neni schopna zajistit dostateCnou vazbu na sténu gramnegativnich bakterii jako zprostredkuje
skupina s pyridiniem.

Jako efektivni proti E. coli jsme hodnotili také dva sulfamidické derivaty —Pe3 a PcS5.
Jedna se o primarn€ zaporné nabité latky s navazanym postrannim neutralnim, resp. kladné
nabitym fetézcem. Tyto latky také nebyly dosud v literatufe popsany, da se vSak ocekavat
podobny princip fotoinaktivace gramnegativnich bakterii jako u disulfonovaného ftalocyaninu
hliniku. Anionicky disulfonovany ftalocyanin hliniku byl v praci Laceyho a kol. (29) podrobné&
studovan v pokusech s kmenem E. coli, a bylo prokazano, ze tento anionicky ftalocyanin dokdze
do urcité miry piisobit 1 na gramnegativni bakterie. Pi1 pouziti vySSich koncentraci FTC (35mg/1)
doslo k redukci poctu bakteridlnich bun¢k o 51%, pii frakcionovaném ozafovani doslo k redukci
az o 86%. Vysvétlenim je ziejmée skutecnost, ze disulfonovany ftalocyanin hliniku ma amfifilni
molekulu, kterd se dokéaze castecné navazat na vnéjSi membrdnu gramnegativnich bunék a

zpusobit inicidlni poSkozeni bunécné membrany a pti delSim, frakcionovaném podani ma
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moznost pronikat poSkozenou sténou do bun€k. Podle nasich vysledkti disulfonovany ftalocyanin
hliniku (Pc4) také vykdzal jen mensi efekt vici E. coli, ale u obou sulfamidickych derivati Pc
byl fotoinaktivacni efekt vyraznéjsi a oba derivaty mohly byt hodnoceny jako uCinné. Kladny
naboj umoznujici vazbu ke gramnegativnim bakteriim je zprostfedkovan sulfamidickou
skupinou, ktera je pfitomnad v postrannim ftetézci u Pc3 1 Pc5. Pc3 dosahoval lepsiho
fotoinaktivac¢niho efektu 1 pfes mensi schopnost produkovat singletovy kyslik nez Pc5, coz miize
byt vysvétleno jeho mensi molekulou a kladné nabitym nabojem, které Pc3 umoziuji vyssi
afinitu ke sténé gramnegativni E. coli a lep$i prinik do buiiky.

Mezi bakteriemi a kvasinkami je rozdil nejen ve velikosti bunky, ale 1 v pfitomnosti
jaderné membrany a strukture bun&cné stény - dalSich bariér, které je nutné prekonat PS. O vyssi
odolnosti kvasinek k fotoinaktivaci svéd¢i potteba vySsi koncentrace PS 1 vEét§i davky svétla
k dosazeni uspokojivého uc¢inku (10). V nasem souboru Pc jsme za zvolenych podminek (8 mg/l,
40 J/em®) nalezli jen dva t&inné Pc s vyraznym antifungalnim efektem. Jednalo se o Pc7 a Pc3.
Obe tyto latky soucasné patii 1 mezi nejvetsi producenty singletového kysliku.

Nasledné testovani derivatii Pc3 a Pc7 s kmeny bakterii multirezistentnimi inherentné
nebo vdisledku =ziskan¢ rezistence (MRSA, Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL,
Pseudomonas aeruginosa) mélo ovétit jejich u€innost a potvrdit tak ptedpoklad, ze v pribéhu
PACT jsou tyto kmeny inaktivovany stejné u¢inné jako divoké (30).

PACT byla jako slibna terapeutickd metoda pro fotoinaktivaci MRSA jiz opakované
studovédna (31) - jako logicky krok navazujici na zvySujici se pocet nemocnych infikovanych
MRSA vnemocnicich 1 vkomunité¢ a pifi limitovanych moZnostech antibiotické 1éCby.
Z vysledkl naSeho testovani derivata Pc3 a Pc7 vyplyva, ze ob¢ latky bylo mozné povazovat za
ucinné pii fotoinaktivaci skriningového kmene S. aureus (citlivého k meticilinu) 1 MRSA.

PACT byla studovdna experimentdln¢ 1 pro fotoinaktivaci gramnegativnich bakterii.
V praci Schastaka a kol. (32) prokdzali stejnou efektivitu tohoto postupu pii pouziti
porfyrinového derivatu pii pokusech s E. coli 1s kmenem Pseudomonas aeruginosa, v obou
piipadech doSlo ke sniZeni inokula o 6 fadd. Z naSich ftalocyaninovych derivatii byl stejné
efektivni vac¢i E. coli, K. pneumonie a P. aeruginosa pouze Pc7, Pc3 za stejnych podminek
pusobil efektivné pouze proti E. coli, v experimentu s K. pneumonie a P. aeruginosa doSlo ke
sniZzeni inokula testované kultury pouze o 97,9%, resp. 91,3%.

V experimentech s mykotickymi agens Candida glabrata a C. krusei - rezistentnimi
k flukonazolu byly derivaty Pc3 i Pc7 stejné uCinné jako ve skriningovém experimentu s C.
albicans. Podobné vysledky zaznamenal ve své praci Dovigo (33), ktery také studoval kmeny

kvasinek citlivych 1 rezistentnich k azolovym antimykotikim.
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V ramci studia vyvoje aplikacni formy byla testovana hydroxypropylmethylcelul6za
(HPMC). HPMC je ¢astecné methylovany a ¢aste¢né hydroxypropylovany derivat celulozy, dobie
rozpustny ve vode, ktery se bézné pouziva ve farmaceutickém primyslu k fizenému uvolnovani
1€¢iv. Po vazbé Pc7 na nami zvoleny nosi¢ doslo k neptiznivému ovlivnéni vysledki fotoinaktivace,
jejiz vysledek byl zavisly nejen na koncentraci u€inné latky, ale i na koncentraci nosice a dobé
pusobeni. Za nami zvolenych podminek se nepodafilo pfipravit takovou formu gelu, ktera by

pusobila po ozafeni G¢inné na zvolené skriningové kmeny.
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9 Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit laboratorni postup vhodny pro testovani a ovéfeni
fotoinaktiva¢ni schopnosti ftalocyanini na souboru kment bakterii a kvasinek i rezistentnich
k antibiotikim a antimykotiklim, vCetné studia Gc¢innosti ftalocyaninu po navazani na vhodny
nosi¢ umoziujici posouzeni efektivity potencialni aplikacni formy

Skriningem fotoinaktivacniho plsobeni 15-ti ftalocyaninovych latek v podminkach in vitro
se nam podafilo potvrdit vyrazny antimikrobialni uc¢inek viici vybranym potencialné patogennim
agens u 9-ti z nich. Osm z testovanych ftalocyanini bylo efektivnich vaci S. aureus, ale pouze
Ctyti derivaty plsobily vii¢i E. coli a pouze dva vici C. albicans. Vysledky této prace ukazaly, ze
pouze dva ftalocyaninové derivaty - kationicky derivat Pc7 (tetramethylenpyridinium chlorid
hydroxyhlinit¢ho ftalocyaninu) a amfifilni Pc3 (sulfonovany [(3-diethylammonium)-
propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu) byly schopné U¢inn€ fotoinaktivovat
vybrané skriningové mikroorganismy.

Pomoci dalSich experimenti jsme ovétili antimikrobni G€innost derivatl ftalocyaninl pti
fotoinaktivaci zvolenych kmen bakterii a kvasinek rezistentnich k antibiotikim a
antimykotikiim. Dal8i vysledky ukdzaly, Ze ob¢ tyto latky ovSem také byly schopny efektivné
pusobit 1 proti dalSim testovanym grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim a kvasinkam, ale
pouze derivat Pc7 bylo moZzno hodnotit jako G€¢inny proti v§em testovanym agens.

Dalsi feSenou problematikou bylo otestovani u€innosti ftalocyaninu po navdzani na vhodné
nosice s cilem posoudit efektivitu potencidlni aplikacni formy. Je nutné zkonstatovat, ze po vazbé
na nami zvoleny nosi¢ doSlo k neptiznivému ovlivnéni u¢innosti latky Pc7 a budou nutné dalsi
prace na poli ptipravy aplikacni formy.

Experimentalni testovani potvrdilo vybornou antimikrobni ucinnost preparatu Pc7
(tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu). Pc7 byl efektivni jak
v experimentu pii fotoinaktivaci zvolenych mikrobl, tak jako UCinnad fotosenzitivni latka
pusobici proti spektru potencidlné patogennich agens vcetné téch rezistentnich k antibiotikiim a
antimykotikiim. Nase laboratorni vysledky potvrzuji, ze testovany ftalocyanin Pc7 je potencialné
vhodnym kandidatem k fotodynamické antimikrobni terapii, jejiz slibné in vitro vysledky bude

tfeba jesté ovétit v pokusech in vivo na zvitecich modelech.
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