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11..  SSEEZZNNAAMM  ZZKKRRAATTEEKK  

ALA  kyselina 5-aminolevulinová 

AMD  „age-related macular degeneration“, senilní makulární degenerace 

AzaPc  azaftalocyanin 

BPD  benzoporphyrine derivatives, benzoporfyrinové deriváty 

DBU  1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en 

DMF  N,N-dimethylformamid 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DPBF  1,3-difenylisobenzofuran 

HpD  „hematoporphyrine derivatives“, hematoporfyrinové deriváty 

ISC  „intersystem crossing“ 

LDL  „low-density lipoproteins“, LDL proteiny 

MAb  „monoclonal antibody“, monoklonální protilátka 

Pc  ftalocyanin 

PDT  „photodynamic therapy“, fotodynamická terapie  

PpIX  protoporfyrin IX 

PS  fotosenzitizér 

ROS  „reactive oxygen species“ 

TMS  tetramethylsilan 

TPyPor tetrapyrazinoporfyrazin 
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22..  TTEEOORREETTIICCKKÁÁ  ČČÁÁSSTT  

 

2.1. Úvod 

 
Fotodynamická terapie (angl. photodynamic therapy, PDT) můţe být definována jako 

podání netoxického léčiva nebo barviva (angl. photosensitizer, PS) systémově, lokálně nebo 

topicky nemocnému pacientovi následované ozářením poškozeného místa světlem vhodné 

vlnové délky, které v přítomnosti tkáňového kyslíku vede k produkci cytotoxických agens a 

následně k buněčné smrti a tkáňové destrukci. PDT pracuje na principu předání energie 

absorbované PS molekulárnímu kyslíku, z něhoţ vytváří reaktivní formy kyslíku (angl. 

reactive oxygen species, ROS) jako např. volné radikály a singletový kyslík (obr. 1)
1
. ROS 

následně napadají okolní biomolekuly, dochází k jejich oxidaci a porušení ţivotních funkcí 

buňky, coţ vede k smrti takto zasaţených buněk. Tento relativně nový postup je jiţ zaveden 

do klinické praxe - kombinuje vysokou účinnost na nádorové buňky se selektivním zásahem 

na postiţené místo. V současnosti se tato terapie pouţívá zejména pro léčbu nádorových 

onemocnění, v oftalmologii (AMD)
2
 a dalších indikacích (viz dále). 

Počátky pouţívání této léčebné metody se vztahují uţ na začátek 20. století, kdy 

někteří badatelé léčili rakovinu kůţe pomocí barviva (v té době nejčastěji eosin) a světelného 

záření
3
. Ačkoliv se jiţ v této době začaly pouţívat ve stejné aplikaci i hematoporfyrinové 

deriváty
4
 (HpD), aţ do šedesátých let minulého století bylo jen málo záznamů

5
 o selektivní 

lokalizaci těchto sloučenin v nádorech a regresi onemocnění po ozáření světlem. 

HpD po svém objevení Schwartzem v roce 1955 vyvolaly intenzivní zájem o oblast 

PDT a tento zájem byl výrazně podpořen 

průkopnickými studiemi jak v základním 

výzkumu Lipsonem a Baldesem
6
, tak i v 

klinické aplikaci Doughertym a kol
7-9

. 

Částečně čištěný preparát HpD byl pod názvem 

Photofrin
®
 regulérně schválen v roce 1993 jako 

první PS pro léčbu různých druhů rakoviny v 

mnoha státech, včetně USA. Tento preparát má 

však poměrně dost nevhodných vlastností, 

Světlo
Fotosensitizér
(základní stav)

Fotosensitizér
(excitovaný stav)

Tkáňový
kyslík

ROS

Buněčná
toxicita

Obr. 1 Zjednodušený princip PDT 
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včetně dlouhodobé koţní fotosenzitivity trvající i několik týdnů
10

, nízkou nádorovou 

selektivitu
11

, slabou světelnou penetraci do nádoru díky nutnosti pouţití světla relativně 

krátké vlnové délce (630 nm)
12

 a navíc vše komplikuje skutečnost, ţe se jedná o směs 

neurčitých struktur
13

.  

V posledním desetiletí bylo provedeno mnoho práce ve vývoji nových PS
14, 15

 a v 

současnosti je zde široká škála potenciálních PS vhodných pro PDT. Některé PS se připravují 

jednoduchou parciální syntézou vycházející z přírodních předlohových struktur, jako jsou 

např. hem, chlorofyl, bakteriochlorofyl atd. Tento způsob přípravy je často ekonomicky 

výhodnější a také šetrnější k ţivotnímu prostředí ve srovnání se sloţitou totální chemickou 

syntézou
16

.  

Souběţně s chemickou přípravou nových PS je věnováno velké úsilí i vývoji nových 

světelných zdrojů. Nejčastěji se pouţívá laser (polovodičový nebo laditelný ve viditelné 

oblasti spektra) anebo se pouţívají xenonové výbojky v kombinaci s filtry pro příslušné 

vlnové délky
17

. Pokrok ve znalostech tkáňové optiky nám umoţnil výrazné zlepšení v 

plánování léčby a předvídání okolností, za kterých se světlo šíří cílenou tkání nebo orgánem, 

coţ samozřejmě vede k optimalizaci klinického přístupu. Rozlišení různých druhů tkání z 

hlediska odlišných optických vlastností nám umoţňuje pochopit mechanismy a situace, při 

kterých výrazně kolísá mnoţství absorbovaného a rozptýleného světla.  

Skutečnost, ţe většina PS je fotochemicky aktivní a zároveň má schopnost 

fluorescence, nám poskytuje další strategie v PDT. Tyto techniky se někdy označují jako 

foto(dynamické) detekce nebo diagnosy. Ty nám umoţňují detekovat jinak neviditelné 

onemocnění jako dysplazie, mohou zvýraznit ohraničení nádoru, nebo jiných onemocnění v 

oblastech dosaţitelných endoskopicky (např. jícen, bronchy, tlusté střevo atd.). Další výhodu 

fluorescence představuje moţnost její kvantifikace a tím pádem i zkvalitnění terapeutického 

zásahu. Například fluorescenční měření nám pomáhá zjistit aktuální mnoţství PS ve tkáni, 

díky čemuţ můţeme zvolit vhodné ozařovací parametry. Měření fluorescence nám také 

vypovídá o tzv. „photobleachingu“ (viz str. 13) PS ve tkáni, coţ můţe být za určitých 

okolností ukazatel optimálního završení léčby. 

Při racionálním výběru z nesčetné řady dostupných PS a světelných zdrojů musíme 

brát také v potaz další aspekty, např. chování PS při ozáření nebo vlastní interakce mezi PS a 

savčími buňkami ve tkáňové kultuře. V posledních letech došlo k ohromnému rozvoji a 

získání vědomostí na poli buněčné biologie zejména v oblastech signálních transdukčních 

mechanismů, transkripčních faktorů, regulace buněčného cyklu, zánětu a buněčné smrti. Celý 

mechanismus, jak PDT ovlivňuje buněčné pochody, je silně určován lokalizací PS v buňce. 
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Subcelulární lokalizace je řízena chemickou strukturou PS (molekulární hmotnost, lipofilita, 

amfifilita, náboj, vazba na proteiny), koncentrací PS, inkubační dobou, koncentrací séra a 

fenotypem cílových buněk. 

V klinické praxi je v současnosti fotodynamická léčba především pouţívána pro 

paliativní řešení maligních endobronchiálních a ezofageálních obstrukcí, v terapii karcinomů 

močového měchýře, koţních a mozkových nádorů. Dále je PDT doporučována jako 

adjuvantní intraoperační postup při chirurgickém řešení rozsáhlých tumorů různých systémů. 

Nejčastěji je PDT pouţívána v terapii nádorů a premaligních lézí oblastí hlavy a krku, protoţe 

se jedná o metodu, která je méně agresivní neţ chirurgický zákrok a radioterapie.V případě 

časných stadií nádorového onemocnění se úspěšnost terapie pohybuje mezi 70 - 80 % 

případů. V orofaciální oblasti jsou tímto způsobem léčeny např. karcinomy dutiny ústní, 

nasofaryngu, orofaryngu, laryngu, glanduly parotis, ale např. i oční tumory. V dermatologii se 

PDT pouţívá například u spinocelulárního karcinomu, Kaposiho sarkomu, koţních metastáz 

karcinomu prsu. Pomocí PDT byla také úspěšně léčena primární stadia karcinomu plic, 

ţaludku, tumory genitálií, kolorektální tumory, karcinomy močového měchýře i nádory hrdla 

děloţního. Jinou oblastí aplikace je léčba senilní makulární degenerace, která má primární 

postavení v příčinách ztráty zraku u lidí západní civilizace straších 50-ti let. V České 

republice se tato metoda s úspěchem pouţívá jiţ několik let. 

Další terapeutický směr, ve kterém je PDT vyuţívána, souvisí s tzv. čištěním (tzv. 

„purging“) kostní dřeně. Jako fotosenzitizéry jsou nejčastěji pouţívány Photofrin
®
, 

benzoporfyrinové deriváty (BPD) a Merocyanin 540 (MC 540). Pomocí PDT jsou tak 

odstraňovány leukemické buňky z autologních štěpů kostní dřeně. Další výhodou této metody 

je, ţe PS se odstraní z kostní dřeně před reinfuzí, takţe nedochází k systémové fotosenzitizaci.  

PDT se začíná vyuţívat i u některých nemaligních onemocnění, například u kardio-

vaskulárních aterosklerotických změn a revmatoidní artritidě. Ve stadiu preklinického 

výzkumu je vyuţití antivirového efektu PDT, proti HIV - I viru, herpes simplex viru – typ I a 

II (HSV - 1, HSV - 2) a cytomegaloviru (CMV). V této oblasti se fotodynamický efekt 

s úspěchem vyuţívá také při eradikaci bakteriálních infekcí, zejména různých rezistentních 

kmenů
18-20

.  

Karcinogenní ani mutagenní účinky PDT nebyly zaznamenány, coţ je povaţováno za 

hlavní přednost ve srovnání s chemoterapeutickými a radioterapeutickými postupy v 

onkologii. Vzhledem k malé systémové toxicitě celkově podávaných fotoaktivních látek lze 

PDT bezpečně opakovat, je-li to nezbytné. Při zákroku není nutná anestézie, nedochází ke 

ztrátám krve, také pooperační bolestivost ozářeného místa je přijatelná. Hlavním vedlejším 
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účinkem PDT je koţní fotosenzitivita. Běţné fotoprotektivní prostředky zde nejsou účinné, 

poněvadţ akční spektrum této fototoxicity je ve viditelné oblasti spektra. Vývoj tedy směřuje 

k syntéze nových fotoaktivních derivátů s omezenou systémovou fototoxicitou při zachování 

vysoké terapeutické účinnosti.  
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2.2. Princip PDT 

 

2.2.1. Fotochemie  

 

Fyzikálním základem PDT je aktivace fotosenzitizéru světlem vhodné vlnové délky. 

Vlnová délka světla aktivujícího PS je pro pouţití PDT velice limitující. Světlo o niţších 

vlnových délkách proniká ţivými tkáněmi pouze do hloubky několika milimetrů (obr. 2) a 

zasaţená oblast je velice malá
21

. Při niţších vlnových délkách dochází k pohlcování světla 

endogenními chromofory, jako je např. hemoglobin. I toto je jeden z důvodů, proč se 

připravují nové PS. Původně do terapie zavedená sodná sůl porfimeru (Photofrin
®
) totiţ 

kromě jiných neţádoucích vlastností má také velice nízkou maximální vlnovou délku 

vhodnou pro aktivaci – 630 nm. Optimální rozpětí vlnových délek se pohybuje v oblasti 680–

800 nm (obr. 2). Další zvyšování nad 800 nm pak jiţ není příliš účelné z hlediska nízké 

energie záření, jeţ nemusí dostačovat k účinné aktivaci PS. 

 

Po absorpci světelného kvanta se PS transformuje ze základního singletového stavu 

(S0) do velice krátce trvajícího (v jednotkách nanosekund) excitovaného singletového stavu 

(S1)
1
 (obr. 3 – modifikovaný Jablonského diagram). Tento stav trvá velice krátce na to, aby 

umoţnil efektivní interakci s okolním prostředím a vzhledem k tomu se předpokládá, ţe 

zanedbatelně ovlivňuje fotodynamickou aktivitu PS. Z této energetické hladiny se PS můţe 

uvolnit několika způsoby
22

 zahrnující procesy jak radiační (fluorescence), tak neradiační 

(vnitřní konverze a tzv. „intersystem crossing“). 

Při vnitřní konverzi dochází ke sráţkám s molekulami rozpouštědla a k uvolnění 

energie ve formě tepla. Někteří autoři povaţují tento proces také za jeden z důleţitých při 

Krev 

Arterie 

Membrána 

Obr. 2 Prostupnost světla 

ţivými tkáněmi. Při niţších 

vlnových délkách světlo 

proniká pouze do hloubky 

několika milimetrů, coţ 

omezuje šíři terapeutického 

zásahu. Z hlediska PDT jsou 

optimální vlnové délky 

v oblasti asi 680-800 nm 

6 mm 



 11 

vlastním účinku na buňky
23

. Dokonce se v této souvislosti hovoří o novém typu léčby tumorů, 

tzv. fototermální terapii (PTT - phototermal therapy)
24

. Fototermální proces vyjadřuje 

tendenci absorbujícího PS uvolnit svojí excitační energii přes rychlou kaskádu vibračních 

stavů, jejichţ výsledkem je zvýšená kinetická energie okolní matrice, tj. dochází k 

silnému lokálnímu zahřívání. Teplota exponovaného místa můţe dosáhnout aţ 130 °C
25

. Za 

těchto podmínek dochází k vypařování molekul vody, coţ způsobuje rázovou vlnu, která se 

šíří přes biologické médium a způsobuje mechanické a chemické změny v biologickém 

systému
26

. Pouţití silných laserových pulsů umoţňuje absorpci dalších fotonů, dříve neţ 

teplotní maximum klesne zpět na teplotu okolní tkáně. Tyto podmínky vytvářejí intenzivnější 

rázovou vlnu a vedou k postupnému zničení buněčných a tkáňových komponent. Tyto efekty 

mohou být ještě více zvýrazněny při vyšších koncentracích kvalitního chromoforu 

lokalizovaného ve vhodných buněčných kompartmentech. V polovině devadesátých let byly 

jiţ zveřejněny první úspěšné pokusy při léčbě rakovinných lézí pomocí indocyaninové zeleně 

aktivované laserem emitující blízké infračervené záření
27, 28

. 

Procesem „intersystem crossing“ (ISC) se PS dostává do svého tripletového stavu 

(T1). Vzhledem k tomu, ţe při ISC dochází k inverzi spinu jednoho elektronu (čili je to proces 

„spinem-zakázaný“) je daleko méně preferovaný neţ tzv. „povolené“ procesy. Ovšem dobrý 

PS prochází tímto procesem s vysokou pravděpodobností, coţ je podstatné pro vlastní 

fotodynamickou aktivitu. Tento stav je poměrně dlouho trvající (mikro aţ milisekundy) 

vzhledem k tomu, ţe přechod T1 → S0 je také proces „spinem-zakázaný“ a poskytuje tím 

dostatek času k interakci s okolím. Důleţitou vlastností PS jsou tím pádem tzv. „triplet state 

quantum yield“ (ΦT) (kvantový výtěţek tripletového stavu) a „triplet state lifetime“ (τT) 

(doba, po kterou je schopen PS se udrţet ve stavu T1), které charakterizují účinnost daného 

E
n
er

g
ie

1 2 3

4

5 6

7

S0

S1

T1

1
O2

3
O2

1. Absorpce světla 

2. Fluorescence

3. Vnitřní konverze

4. "intersystem crossing"

5. Fosforescence

6. Fotoproces typu II

7. Fotoproces typu I

Obr. 3 Modifikovaný Jablonského diagram 
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PS. Z předchozího samozřejmě vyplývá, ţe čím jsou tyto hodnoty vyšší, tím je PS kvalitnější. 

Typické PS, jeţ se zkoumají v PDT mají hodnoty ΦT = 0,2–0,7
29

 a τT > 500 ns
30

. 

Ze stavu T1 se PS můţe uvolnit opět několika cestami. První cestou je vyzáření fotonu 

ve formě fosforescence (obr. 3). Další dva procesy jsou jiţ vlastním základem PDT. Můţeme 

je rozdělit na tzv. fotoproces typu I a II. Oba fotoprocesy se objevují současně a poměr mezi 

nimi je silně ovlivněn pouţitým PS, substrátem a koncentrací kyslíku. Všeobecně se přijímá, 

ţe fotoproces typu II, při němţ vzniká singletový kyslík, je zejména odpovědný za vlastní 

fotodynamický účinek
22, 31

. 

K fotoprocesu typu I dochází hlavně za 

podmínek sníţené koncentrace kyslíku. Při úplné 

anoxii reaguje excitovaný fotosenzitizér (PS
*
) 

přímo s okolním biologickým substrátem (X), 

dochází k přenosu elektronu za vzniku 

oxidovaného substrátu (X
+
) a redukovaného 

fotosenzitizéru (PS
–
) (obr. 4). Za hypoxie můţe 

PS
–
 reagovat dál s kyslíkem za produkce 

superoxidového aniontu (O2
–
) (obr. 4), který poskytuje reaktivní hydroxidový radikál (OH

•
), 

jeţ se dále výrazně účastní na oxidaci biomolekul
32

. Případně dochází přenosem elektronu jiţ 

v prvním kroku k tvorbě radikálů (X
•
) z biologického substrátu (X) nebo okolního 

rozpouštědla. Tyto pak mohou reagovat přímo s kyslíkem a poskytovat např. superoxidový 

anion nebo zafixovat změnu v biologické molekule její oxidací (XO)
22

. 

Při vyšších koncentracích kyslíku převaţuje 

přenos energie na základní (tripletový) stav 

molekulárního kyslíku (
3
O2) (fotoproces 

typu II). U něho pak dochází opět k inverzi 

spinu jednoho z vnějších elektronů a tvorbě 

silně reaktivní formy singletového kyslíku 

(
1
O2) (obr. 5). Doba ţivota 

1
O2 je různá a liší 

se v závislosti na prostředí, ve kterém se 

nachází (voda 2–4 μs
22, 32

, lipidy 50–

100 μs
1
, organická rozpouštědla 10–100 μs

32
 a okolo 0,6–0,04 μs v biologickém prostředí

1, 33
). 

I kdyţ se hodnoty doby existence 
1
O2 získané z biologického prostředí silně liší vzhledem 

k velice špatné detekci, autoři se shodují, ţe 
1
O2 není schopný penetrovat hlouběji neţ je 

přibliţně šířka lipidové buněčné membrány, maximálně do vzdálenosti velikosti 

PS
*
   +   X → PS

–
   +   X

+ 

PS
–
   +   O2 → PS    +   O2

–
 

 

PS
*
   +   X → PS    +   X

•
 

X
•
     +   O2 → X      +   O2

– 

  → XO 

Obr. 4 Reakce probíhající při fotoprocesu typu I 
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Obr. 5 Modely molekulových orbitalů tripletového a 

singletového kyslíku 
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subcelulárních organel. Tím je prakticky zaručeno, ţe přímým účinkem PDT budou usmrceny 

pouze buňky obsahující PS. Společně s určitou selektivitou kumulace v nádorové tkáni a 

ozářením pouze specifikovaného místa toto umoţňuje velice přesně lokalizovaný zásah. 

Reaktivní singletový kyslík napadá okolní biomolekuly
34

 (zejména molekuly obsaţené 

v membránách, cholesterol, nenasycené mastné kyseliny, dále DNA a aminokyseliny 

tryptofan, methionin a histidin) buď oxidací nebo cykloadicí (obr. 6). Takto modifikované pak 

přestávají plnit svou biologickou funkci a dochází k poškození buňky, případně aţ k její smrti. 

U DNA dochází při fotoreakci typu II k napadení cykloadicí selektivně pouze guaninové báze 

za vzniku dvou převaţujících produktů
35

 (obr. 6), na rozdíl od fotoreakce typu I, kdy 

hydroxylový radikál napadá bez selektivity všechny báze
36

. 
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Obr. 6 Oxidace biomolekul singletovým kyslíkem 
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2.2.2. Světelná dostupnost 

 

Předvídání prostorové distribuce světla do cílových tkání je důleţitá podmínka pro 

správné fungování PDT. Světlo je při průchodu tkání rozptylováno nebo absorbováno a 

rozsah těchto jevů závisí na vlnové dálce pouţitého světla a typu tkáně. Tkáňová optika 

zahrnuje měření prostorové distribuce v závislosti na čase a velikost distribuce do 

jednotlivých tkáňových struktur a jejich absorpční a rozptylovací schopnosti. Tomuto přístupu 

se dává přednost, jelikoţ biologická tkáň není homogenní (makromolekuly, buněčné 

organely, intersticiální vrstvy atd.) a tyto nehomogenity mohou způsobit zmatenost výsledků. 

Mnohonásobný rozptyl v zakaleném médiu vede k rozprostření světelného paprsku a ztrátě 

směrovosti. Naopak absorpci tkáně způsobují nejvíce endogenní tkáňové chromofory jako 

hemoglobin, myoglobin nebo cytochromy. Kompletní charakterizace světelného transportu ve 

tkáni je nelehká otázka – přesto bylo navrţeno několik přístupů s různým stupněm 

aproximace. Snaha o vytvoření modelu světelného transportu vyţaduje přesné hodnoty 

optických vlastností tkáně. Rozptyl je povaţován za nejdůleţitější faktor limitující penetraci 

do většiny tkání a měří se v µs (pro měkké tkáně se pohybuje v rozmezí 100 – 1000 cm
-1

). 

Absorpce je spíše méně důleţitá a měří se v µa (rozmezí 0,1 – 5 cm
-1 

pro vlnové délky 

zeleného a vzdálenějšího spektra). Třetí parametr nezbytný pro definování optických 

vlastností tkáně je anisotropický faktor, který udává směr rozptylu světla a pro jehoţ výpočet 

se pouţívají různé matematické modely. Kombinace absorpce při niţších vlnových délkách 

důleţitými tkáňovými chromofory (oxy a deoxyhemoglobin a melanin) spolu s rozptylem 

světla při vyšších vlnových délkách a výskytem absorpce vody při vlnových délkách 

přesahujících 1300 nm vedla k zavedení tzv. „optického okna“ ve tkáni (obr. 7). Ve PDT to 

znamená, ţe průměrná efektivní hloubka penetrace (intenzita je zredukována na cca 37 %) se 

pohybuje mezi 1 – 3 mm při 630 nm (vlnová délka pouţitá při klinickém pouţití Photofrinu
®
), 

zatímco pro vlnovou délku 700 – 850 nm je tato penetrace přibliţně dvojnásobná. 

Tato skutečnost vede k vývoji PS absorbujích při delších vlnových délkách, jako jsou 

např. naftalocaniny
37

 nebo bakteriochloriny
38

. Absorpce světla vlastním PS můţe také 

limitovat světelnou penetraci do tkáně. Tento fenomén se označuje jako samostínění (z angl. 

„self-shielding“) a je typická zvláště pro silně absorbující PS
39

.  

Většina PS je náchylná k fotodestrukci během světelné expozice a tento proces se 

nazývá „photobleaching“
40

 neboli vyblednutí. Ve fotobiologii a fotochemii je photobleaching 

definován jako ztráta intenzity absorpce či emise způsobená světlem. U barviv dochází 

působením světla k chemickým změnám (ať uţ fotoadicí, fotocyklizací, ireverzibilní 
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fotoredukcí nebo nejčastěji oxidací)
41

, v jejichţ důsledku dochází k narušení chromoforu. 

Jsou známy dva typy ireverzibilních chemických změn, fotomodifikace a tzv.“pravý 

photobleaching“. 

Při fotomodifikaci dochází ke ztrátě absorpce nebo fluorescence při určité vlnové délce, 

avšak chromofor zůstává zachován v modifikované formě. 

Při pravém photobleachingu je chemický zásah hluboký a chromofor se rozpadá na 

malé fragmenty, jeţ nemají významnější absorpci ve viditelné oblasti. 

Důsledkem pro PDT (dochází většinou k pravému photobleachingu) je to, ţe PS uţ poté 

neabsorbuje světlo, kterému je tak umoţněno proniknout do hlubších vrstev. Na druhou stranu 

ovšem rozloţený PS je jiţ neaktivní a nemůţe vykazovat ţádné cytotoxické vlastnosti
21

. 

Photobleaching se můţe také podílet na rychlejším vylučování PS z těla díky jeho rozkladu 

v kůţi (obr. 7)
42

. 
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Obr. 7 Optické okno 
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2.3. Fotosenzitizéry 

 

2.3.1. Obecné vlastnosti 

 
Fotosenzitizéry (PS) jsou látky schopné absorbovat světlo specifické vlnové délky a 

transformovat jej na uţitečnou energii. V případě PDT toto zahrnuje v konečné fázi produkci 

letálních cytotoxických agens. Existují stovky přírodních i syntetických barviv, jeţ mohou 

fungovat jako PS v PDT. Klíčovou charakteristikou kteréhokoliv PS je jeho schopnost 

preferenční kumulace v nemocné tkáni s následnou produkcí cytotoxických produktů a 

indukcí poţadovaných biologických efektů
43

, i kdyţ v poslední době lze problém cílené 

distribuce PS do poţadovaných tkání obejít několika způsoby (lipozómy, konjugace 

s biomolekulami, aj.). 

Obecně se dá říct, ţe naprostá většina PS momentálně pouţívaných nebo testovaných 

v PDT je zaloţena na porfyrinovém cyklu (látky podobné chlorofylu nebo barevné části 

hemoglobinu). Vzhledem k tomu, ţe doposud nejrozšířenější a nejpouţívanější PS – sodná sůl 

porfimeru - má značný počet vedlejších účinků a pro PDT neţádoucích vlastností, byl 

výzkum zaměřen na nové typy PS. Byly formulovány určité vlastnosti ideálního PS, a i kdyţ 

je naprosto zřejmé, ţe ţádná z látek se nemůţe za ideální povaţovat, lze u novějších látek 

hovořit alespoň o určitém přiblíţení se onomu ideálnímu PS. 

 

Vlastnosti ideálního fotosenzitizéru: 

 

 Minimální toxicita ve tmě a jiné neţádoucí účinky během podání (např. 

hypotenze nebo alergické reakce). PS by měl být toxický pouze po ozáření 

světlem vlnové délky vhodné pro jeho aktivaci. 

 Kvalitní spektrální vlastnosti – absorpce při delších vlnových délkách, kdy je 

penetrační schopnost světla do ţivé tkáně maximální (650 – 800 nm). Při 

kratších vlnových délkách (< 650 nm) je tato hloubka penetrace příliš nízká, 

při delších vlnových délkách (> 800 nm) nemají fotony dostatečnou energii, 

aby aktivovaly PS k produkci singletového kyslíku. Vhodný je také vysoký 

molární absorpční koeficient (> 30 000 M
-1

cm
-1

) - díky němu se sniţuje dávka 

PS nutná k dosaţení poţadovaného efektu.  

 Selektivní kumulace – PS by měl vykazovat výrazně zvýšenou kumulaci 

v nádorové tkáni oproti jiným tkáním. 
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 PS by měl být chemicky čistá sloučenina konstantního sloţení s dostatečnou 

dobou uchovatelnosti. 

 Rozpustnost ve vodě nebo v jiných neškodných s vodou mísitelných 

systémech. Nevhodná je nadměrná agregace v biologických systémech, která 

redukuje fotochemickou účinnost PS. 

 Farmakokinetická eliminace by měla být dostatečně rychlá, v optimálním 

případě méně neţ jeden den, abychom se vyhnuli prolongované koţní 

fotosenzitivitě a tím pádem i nezbytné protisluneční ochraně pacienta. Šetrný 

k pacientovi a také značně levnější je minimální interval mezi podáním PS a 

ozářením. 

 Kvalitní fotochemické vlastnosti a dostatečná produkce singletového kyslíku. 

Na druhou stranu jsou nevhodné nepřiměřeně silně aktivní PS, jelikoţ můţeme 

snadno překročit léčebnou dávku a tím pádem neúměrně poškodit léčenou 

tkáň. 

Většina klinicky i experimentálně pouţívaných PS je odvozena od tetrapyrrolického 

aromatického jádra, které se běţně nachází v přirozených pigmentech jako je hem, chlorofyl 

nebo bakteriochlorofyl. Tato tetrapyrrolická jádra běţně absorbují v širokém pásu okolo 400 

nm (někdy se téţ označuje jako Sorretův pás) a v uţším vzdálenějším pásmu nazývaném jako 

Q pás. Přirozeně se vyskytující porfyriny jsou plně konjugované a liší se v počtu a typu 

periferních substituentů, zejména karboxylových skupin (uroporfyrin má 8 karboxylových 

skupin, koproporfyrin 5 a protoporfyrin 2). U porfyrinů se Q pás pohybuje v oblasti okolo 630 

nm a bývá poměrně malý. Redukcí dvojné vazby v pyrrolickém jádře porfyrinů vznikají 

chloriny (obr. 8). Redukcí jedné dvojné vazby dochází paradoxně k posunu absorpčního 

maxima Q pásu k delším vlnovým délkám (650 - 690 nm) a jeho několikanásobnému zvýšení 

– oba tyto faktory jsou velmi 

výhodné pro PDT. Redukcí další 

dvojné vazby získáme 

bakteriochloriny, coţ vede k dalšímu 

posunu Q pásu do červené oblasti 

spektra a opět ke zvýšení tohoto 

pásu. Bakteriochloriny se ukázaly 

jako efektivnější PS neţ chloriny, 
Obr. 8 Základní skelety fotosenzitizérů 

s různým počtem dvojných vazeb 
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NNH
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ale vzhledem k malému počtu zástupců této skupiny a zejména vzhledem k problematické 

stabilitě při uchovávání, se aţ na výjimky nepředpokládá jejich praktické vyuţití. Tyto 

základní makrocykly slouţí i jako předlohy jiných odvozených struktur, např. purpurinů, 

feoforbidů, pyrofeoforbidů, feofytinů a forbinů, které jsou také zkoumány z hlediska vyuţití 

v PDT
44

. 

 

Typy fotosenzitizérů 

V současné době známé PS lze rozdělit zhruba do tří generací. První generaci tvoří 

pouze HpD a vyznačuje se některými nevýhodnými vlastnostmi, kvůli nimţ byly připraveny 

látky generace druhé. Kromě látek odvozených od porfyrinů sem patří i látky jiných 

chemických struktur. Třetí generaci tvoří PS generace druhé spojené s některými 

biomolekulami, umoţňujícími tak cílenější biodistribuci v těle. 

 

2.3.2. První generace 

 

porfimer sodný (HpD, Photofrin
®
, Photogem

®
, Photosan

®
, Photocarcinorin

®
, 

Haematodrex
®
, PhotoBarr

®
) 

HpD je směs produktů vzniklých přípravou z hematoporfyrinu izolovaného nejprve 

z hemu (barevné části hemoglobinu). Hem se zbavuje centrálního atomu ţeleza působením 

HBr v kyselině octové. Během tohoto procesu dochází k adici HBr na periferní dvojné vazby, 

avšak během dalšího kroku dochází ve vodném prostředí k odštěpení atomu bromu za vzniku 

vlastního hematoporfyrinu (obr. 9). Ten se ze začátku pouţíval také jako PS, avšak později 

bylo zjištěno, ţe ne samotný hematoporfyrin je odpovědný za vlastní PDT efekt, nýbrţ ţe to 

jsou oligomerní frakce, které vznikají při izolaci z krve
45

. Tyto frakce byly Schwartzem 

později obohaceny na úkor monomerů
46

 působením kyseliny sírové v prostředí kyseliny 

octové a následnou neutralizací hydroxidem sodným. Toto vede ke sloţité směsi dimerů a 

oligomerů, jejichţ jednotky jsou pospojovány buď esterovými nebo éterovými vazbami. Tato 

směs byla dále částečně vyčištěna pomocí gelové chromatografie a stala se základem 

porfimeru, jeţ je ve formě sodné soli obsaţen v přípravku Photofrin
®
. Ten byl vyvinut firmou 

QLT PhotoTherapeutics (Vancouver, Kanada) a poprvé zaveden k léčbě rakoviny močového 

měchýře v roce 1993 v Kanadě jako první látka v PDT.  

Porfimer má ovšem několik nevýhodných vlastností. Za prvé je to velice nízká vlnová 

délka vhodná pro aktivaci – 630 nm – a velice nízký extinkční koeficient při tomto maximu 

(1170 M
-1

cm
-1

), a proto je potřeba vysokých dávek jak PS, tak světla. Dále i po vyčištění se 
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stále sestává ze směsi asi 60 látek a tudíţ je velice sloţité reprodukovat přesně jeho sloţení
47

. 

Také vychytávání v nádorech není příliš selektivní a jeho vysoké koncentrace lze nalézt 

v játrech, ledvinách, slezině a zejména kůţi
43

. V kůţi pak přetrvává aţ 6 týdnů, coţ způsobuje 

dlouhodobou fotosenzitivitu a pacienti nesmí přijít do kontaktu s ostrým světlem. 

V současné době jsou HpD pouţívány v klinických studiích pod firemními názvy - 

Photofrin
®
 (USA), Photocarcinorin

®
 (Čína), Photosan

®
 (Německo), Photogem

®
 (Rusko), 

Haematodrex
®
 (Bulharsko). V České republice se pouţívá pod názvy Photofrin

®
 a 

PhotoBarr
®
. 

Porfimer i přes veškeré výše uvedené neţádoucí vlastnosti přesto stále zůstává 

nejrozšířenějším PS a byl uţ zaveden v mnoha zemích k léčbě prekancerózních stavů 

(Barrettův jícen, cervikální dysplazie) i vlastních kanceróz (karcinom cervixu, jícnu, 

močového měchýře, ţaludku a bronchiální karcinom)
43, 48

. Momentálně se nachází přípravek 

Photosan
®
 ve druhé fázi klinického zkoušení pro léčbu maligních intrakraniálních nádorů a 

neuroektodermálních nádorů vzniklých z glií (astrocytom, oligodendrogliom, glioblastoma 

multiforme)
49

 a stejná účinná látka se testuje ve třetí fázi klinického zkoušení léčby rakoviny 

ţlučníku a ţlučovodu
49

. 

Obr. 9 Parciální syntéza hematoporfyrinových derivátů 

N

NN

N

COOHHOOC

Fe
3+

NH

NNH

N

OH

OH

COOHHOOC

NH

NNH

N

AcO

OAc

COOHHOOC

NH

N

NH

N

O

OH

COO

NH

N

NH

N

OH

OOC

OOC

O

N
H

N

N
H

N

OH

OOC

O

COO

hem hematoporfyrin

příklad části HpD

-

-

-

-

-

Na

Na

Na

Na

Na
+

+

+

+

+



 20 

2.3.3. Druhá generace 

 

Látky druhé generace jsou jiţ chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné. Také 

velice nízká vlnová délka posledního maxima HpD je zde jiţ často zvýšena a tudíţ lze tyto PS 

aktivovat světlem pronikajícím hlouběji do tkání. Pouţívané látky patří jak do skupiny 

porfyrinů nebo např. ftalocyaninů, texafyrinů, porfycenů a dalších. 

 

Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™) 

Základní skelet verteporfinu je blízký porfyrinům (zkratka BPD-MA pochází z angl. 

benzoporphyrin-derivative monoacid ring A). Z několika studovaných derivátů 

benzoporfyrinu se jako nejúčinnější ukázala molekula s ortho-kondenzovaným benzenovým 

jádrem a jednou esterovou a jednou karboxylovou funkcí na vlastním porfyrinovém cyklu 

(účinnější neţ diester i neţ dikarboxylový derivát). Jeho absorpční maximum je posunuto aţ 

k vlnové délce 690 nm, při níţ proniká světlo přibliţně 

dvakrát hlouběji neţ při 630 nm. Verteporfin je velice rychle 

absorbován nádorovou tkání, avšak také velice rychle 

vylučován jak z těchto tkání, tak z těla (koţní fotosenzitivita 

tudíţ přetrvává pouze pár dní). Nejlepší poměr mezi 

nádorovými a ostatními tkáněmi je dosaţen přibliţně po 15 

minutách a pak koncentrace v tumorech opět velice rychle 

klesá
50

. I kdyţ lze adekvátní terapeutickou odpověď získat 

přibliţně po 2–3 hodinách po injekční aplikaci, selektivita 

není ideální vzhledem ke stále velkému mnoţství cirkulující látky v krevním oběhu. 

Největších úspěchů ovšem firma QLT PhotoTherapeutics (společně s CIBA Vision 

Corporation, Duluth, GA, USA) dosáhla s tímto PS v oftalmologii. Evropská komise udělila 

rozhodnutí o registraci přípravku Visudyne
TM

 platné v celé Evropské unii společnosti 

Novartis Europharm Limited dne 27. července 2000. 

Pouţívá se k terapii vlhké formy senilní makulární degenerace (angl. age-related 

macular degeneration, AMD), mimochodem i v ČR. AMD má primární postavení v příčinách 

ztráty zraku u lidí západní civilizace straších 50-ti let. Při vlhké formě dochází k rychlému 

růstu abnormálních cév pod retinou centrální oblasti. Prosakování z těchto abnormálních cév 

poškozuje retinu a urychluje ztrátu zraku. Takřka u 80–90% pacientů nezabírá ţádná léčba
43

. 

Vzhledem k tomu, ţe PDT indukuje uzávěry cév, jsou látky jako verteporfin ideální pro léčbu 

této nemoci. 
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Momentálně se testuje (druhá fáze klinického zkoušení)
49

 tato látka v kombinaci 

s monoklonálními protilátkami (bevacizumab a ranibizumab) pro kvalitnější terapii AMD. 

Tyto protilátky se váţí na VEGF (cévní endoteliální růstový faktor), který produkuje nádor. 

VEGF působí na buňky cév, které pod jejím vlivem vytvářejí nové cévy směrem k nádoru. 

Působením těchto protilátek se nejprve cévní síť nádoru "normalizuje", coţ mimo jiné 

umoţňuje lepší průnik protinádorových léků do nádoru. V dalším období znemoţňuje 

vytváření nových cév, bez kterých se nádorovému loţisku nedostávají ţiviny a kyslík a růst 

nádoru je tak znemoţněn. Dále se verteporfin v současné době testuje k léčbě maligního 

pleurálního mezoteliomu
51

. 

 

Temoporfin (mTHPC, Foscan
®
) 

Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mTHPC), zástupce skupiny chlorinů, byl 

syntetizován jiţ v roce 1989 jako součást série porfyrinů, ze které se později ukázal být 

nejúčinnější
52

. Jeho absorpční maximum sice není příliš posunuté k červené oblasti (652 nm), 

avšak extinkční koeficient je při tomto maximu asi 10 krát vyšší neţ u HpD 

(ε652 = 22400 M
-1

cm
-1

)
43

. Pro dostatečný účinek jsou 

potřebné velice malé dávky jak PS (cca 0,1 mg kg
-1

) 

tak i světla, coţ ho činí přibliţně 100 krát účinnějším 

neţ HpD. Tato vlastnost se dá vysvětlit 

pravděpodobně vysokým extinkčním koeficientem a 

dobrou produkcí singletového kyslíku. 

Farmakokinetické parametry ovšem jiţ nejsou 

tak pozitivní. Selektivita vychytávání mezi nádorovou 

a zdravou tkáň je poměrně malá (poměr 

nádorová/zdravá tkáň asi 1,3–2,9)
53

 a jako optimální 

čas mezi injekčním podáním a ozářením se udává 4 

dny. Navíc jsou pacienti vystaveni poměrně dlouhé koţní fotosenzitivitě (cca 15 dní)
54

. 

I přes nepříznivé farmakokinetické parametry byl temoporfin jako přípravek Foscan
®

 

(Biolitec Pharma, Edinburgh, Velká Británie) v Evropě (EU, Norsko, Island) v říjnu roku 

2001 zaveden k léčbě premaligních lézí oblastí hlavy a krku. Jiné indikace, v kterých se 

testuje temoporfin, jsou léčba vulvální intraepiteliální neoplazie
55

, rakoviny slinivky
56

, 

bazoluminálního karcinomu
57

 a maligního pleurálního mezoteliomu
51

. 
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Rostaporfin (Photrex
®
, Tin etiopurpurin, SnET2, Purlytin

®
) 

Také tato látka patřící do skupiny metalochlorinů (má uprostřed jádra chelatovaný 

kation cínu) má silné absorpční maximum (při 660 nm), avšak i přesto pro účinnou terapii 

jsou potřebné vysoké dávky světla (srovnatelné s HpD). Také koţní 

fotosenzitivita není oproti HpD výrazně sníţena (přetrvává po dobu 

asi 10–14 dní po podání)
32

.  

Zmíněný komplex rostaporfinu je pod obchodním názvem 

Photrex
®
 testován firmou Miravant Medical Technologies (Santa 

Barbara, CA, USA) jako prostředek k léčbě AMD. V roce 2002 se 

nacházel ve druhé fázi klinických zkoušek pro léčbu Kaposiho 

sarkomu u pacientů s AIDS, ale tyto studie byly následně přerušeny 

pravděpodobně z finančních důvodů
49

.  

 

Talaporfin (NPe6, MACE talaporfin sodium, Laserphyrin
®
) 

Talaporfin (mono N-aspartyl chlorin e6) je další ze syntetických chlorinů a také má 

silnou absorpci při vyšších vlnových délkách (664 nm, ε664 = 38000 M
-1

cm
-1

). Podobně jako 

verteporfin se z tkání rychle vylučuje a tak k ozáření dochází po 4 

hodinách po intravenózní aplikaci
14

. V nízkých dávkách (jak světla, 

tak PS) se regrese nádoru projevila pouze krátkodobě, při vyšších 

dávkách byla regrese dlouhodobá, ovšem za cenu ztráty 

selektivity
58

. Koţní fotosenzitivita byla označena jako „dočasná“
58

.  

V Japonsku (Meiji Seika Kaisha, Tokyo, Japonsko) je 

talaporfin pod názvem Laserphyrin
®

 pouţíván pro léčbu časného 

stadia rakoviny plic. V USA (Lightsciences, Snoqualmie, WA, 

USA) se tato látka nachází ve třetím stádiu klinických zkoušek pro 

léčbu hepatocelulárního a kolorektálního karcinomu a karcinomu 

mozkových gliomů
59

.  

 

Motexafin lutecium (Lutex, Optrin
®
, Antrin

®
, Lutrin

®
 ) 

Motexafin lutecium patří jiţ do jiné chemické skupiny neţ předchozí látky příbuzné 

porfyrinům. Jedná se o derivát texafyrinu (s charakteristickým pětidusíkatým 

makrocyklickým jádrem) s centrálně chelatovaným atomem lutecia. Mezi jeho velké výhody 

patří silná absorpce při dlouhé vlnové délce 732 nm a dobrá selektivita pro maligní tkáně. Je 

také rychle vylučován z krevní plasmy, k ozáření dochází po 3 hodinách po aplikaci a vyvíjí 
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se pouze slabá fotosenzitivita
60

. Velice rychlá clearence tohoto PS 

z krevní plasmy umoţňuje opakovanou PDT aplikaci, jeţ při 

pokusech na zvířatech vykazuje lepší odezvu neţ pouze jediná 

aplikace. 

Vzhledem k dlouhé vlnové délce lze motexafin lutecium 

pouţívat i u silně pigmentovaných nádorů (maligní melanom)
61

, skrze 

něţ by světlo niţších vlnových délek (pouţívaných k aktivaci 

předchozích PS) nepronikalo. 

Mnohem více zájmu se však momentálně věnuje motexafin 

gadoliniu. Ten je pod názvem Xcytrin
®
 testován na nejrůznější nádory 

mozku, nehodgkinovský lymfom, adenokarcinom a rakovinu plic
49

. 

V těchto indikacích se kombinuje s dalšími cytostatiky, např. 

temozolomid, docetaxel, pemetrexed nebo ibritumomab tiuxetan. 

Atom gadolinia však dává molekule motexafinu poněkud jiné 

vlastnosti, takţe se v tomto případě jiţ nedá mluvit o klasickém fotosenzitizéru, ale o 

radiosenzitizéru, který je aktivován vysoko-energetickým rentgenovým zářením 

(radioterapie). Předpokládá se, ţe tento radiosenzitizér indukuje apoptózu a inhibuje enzym 

thioredoxin reduktázu, který je promotorem nádorového bujení. Proto se tato látka kombinuje 

s jinými cytostatiky – dochází k vzájemné potenciaci léčiv. Navíc je gadolinium 

paramagnetický kov, který je detekovatelný pomocí magnetické rezonance (MRI), coţ 

umoţňuje jednoduchou vizualizaci léčiva v nádoru
62

. 

 

Ftalocyaniny 

Ftalocyaniny (Pc) jsou další velice nadějnou skupinou PS. Jsou stejně jako porfyriny 

zaloţeny na čtyřech pyrrolových jádrech, ovšem s tím rozdílem, ţe pyrrolové jednotky jsou 

spojeny přes dusík místo methinových můstků. Navíc jsou ke všem pyrrolovým jádrům 

přikondenzovány benzenové kruhy, coţ jednak posunuje maximální vlnovou délku absorpce 

směrem k červené části spektra (670–700 nm) a jednak zesiluje 

absorpci při této vlnové délce (ε aţ 300000 M
-1

cm
-1

). To je 

spolu s nepříliš obtíţnou syntézou činí velice perspektivními PS 

do budoucnosti. Důleţité pro vlastní PDT účinek je přítomnost 

chelatovaných centrálních kovů a polokovů, z nichţ některé 

(diamagnetické) prodluţují trvání tripletového stavu PS a tím i 

zvyšují jeho účinnost v PDT (např. Zn, Al, Si). 
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Nevýhodou některých ftalocyaninů je jejich velice špatná rozpustnost nejen ve vodě, ale 

i v organických rozpouštědlech a z toho poté vyplývající problémy s aplikací. Příčinou této 

nevhodné vlastnosti je planární uspořádání benzenových jader v makrocyklu, které vede ke 

tvorbě agregátů, které se vyznačují velmi slabým fotodynamických efektem. Toto lze ovšem 

překlenout např. modifikací na periferii nebo inkorporací do lipozómů.  

Rozpustnosti ve vodě se daří dosáhnout například sulfonací, vzniká ovšem velice špatně 

separovatelná směs sulfonovaných produktů. Po získání jednotlivých frakcí u hlinitého 

komplexu (M = Al-Cl, R= SO3H) ftalocyaninu byl sledován vliv počtu sulfonových skupin na 

jeho aktivitu. Bylo zjištěno, ţe disulfonované deriváty jsou nejúčinnější
63

. Ovšem i směs 

derivátů se klinicky vyuţívá – v Rusku se přípravkem Photosense
®
 léčí rakovina prsu a 

premaligních lézí oblastí hlavy a krku
64, 65

 a momentálně se zkouší i v léčbě rakovinných lézí 

dutiny ústní
66

.  

Pc4 je zkratka pro křemičitý komplex ftalocyaninu 

(R = H, M = Si(OH)-Si(CH3)2(CH2)3N(CH3)2), jenţ je 

zkoušen k léčbě kutánních a subkutánních lézí 

způsobených různými solidními nádory
67, 68

.  

Přidáním dalšího benzenového jádra na periferii 

ftalocyaninů vede k látkám typu naftalocyaninů. Tyto 

látky absorbují při velice dlouhých vlnových délkách (aţ 

800 nm), čímţ je zvýšena terapeutická hloubka, které 

můţe být dosaţeno a lze tyto látky pouţívat i pro vysoce 

pigmentované nádory jako např. melanom.  

 

5-aminolevulinová kyselina (ALA, Levulan®, Metvix®, Hexvix®, Benzvix®) 

Poněkud jiným přístupem v PDT je pouţití ALA. Jedná se o endogenní látku, která je 

součástí biosyntetické cesty hemu. Tato cesta je kontrolována negativní zpětnou vazbou, při 

které vyšší koncentrace hemu inhibuje konverzi glycinu a sukcinylkoenzymu A na ALA. 

Exogenní dodání ALA umoţňuje obejít tento kontrolní mechanismus a dochází k syntéze 

protoporfyrinu IX (PpIX, obr. 10), který poté funguje jako účinný PS. Inkorporací atomu 

ţeleza enzymem ferrochelatasou vzniká přirozenou cestou z PpIX fotodynamicky neaktivní 

hem. Selektivita k nádorové tkáni a účinnost ALA je dána mnoha faktory, jeţ zahrnují např. 

zvýšenou permeabilitu abnormálního keratinu, zvýšené hladiny porfobilonogendeaminasy, 

sníţené koncentrace ţeleza a sníţenou aktivitu ferrochelatasy (to zaručuje, ţe se PpIX nemění 

dále na neaktivní hem). Tyto faktory poté vedou ke kumulaci PpIX v postiţené tkáni. 
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Na konci roku 2000 získala firma DUSA Pharmaceuticals (Toronto, Kanada) od FDA 

povolení k pouţití ALA k léčbě 

prekancerózy kůţe – aktinoidní 

keratózy
69

. Další aplikací, jeţ tato 

firma rozvíjí, je léčba akné 

(přípravek Levulan
®
 Kerastick

®
).  

Vzhledem k nízké lipofilitě 

ALA se v terapii momentálně 

pouţívají spíše její estery (firma 

PhotoCure, Oslo, Norsko), které lépe 

pronikají do tkání (zejména při 

aplikaci na kůţi) a po hydrolýze 

uvolňují volnou ALA
70

. 

Methyl ester kyseliny 5-aminolevulinové byl jako Metvix
®
 zaveden v roce 2001 

k léčbě aktinoidní keratózy a později také k léčbě karcinomu bazálních buněk kůţe
71

. V této 

indikaci je k dispozici i v České republice ve formě krému. Další moţné oblasti aplikace jsou 

léčba kontaktní dermatitidy
72

, akné
73-75

 a hojení ran
76

. 

Momentálně probíhá druhá fáze klinického testování pro léčbu 

cervikální dysplazie
49

. 

Homologický hexyl ester kyseliny 5-aminolevulinové se 

jako Hexvix
®
 pouţívá pro fotodetekci rakoviny močového 

měchýře
70

. Do močového měchýře se přibliţně 60 minut před 

vyprázdněním aplikuje katetrem roztok Hexvixu
®
, který se po 

hydrolýze na ALA kumuluje v rakovinových loţiscích. Po syntéze PpIX se močový měchýř 

ozáří modrým světlem, loţiska poté červeně fluoreskují. Tento zákrok se označuje jako 

Hexvix cystoskopie a zatím není licenčně schválen v mimoevropských zemích Tato látka je 

také ve vývoji nejen pro detekci rakoviny močového měchýře, ale i k její léčbě
77

.  

 

Další fotosenzitizéry 

Výše zmíněné látky patří mezi hlavní, ovšem ne jediné PS, jeţ se pouţívají nebo jsou 

ve stadiu klinických zkoušek. Ve výzkumu je řada dalších látek, ať jiţ přírodního charakteru 

nebo syntetických, jeţ se vědci pokoušejí testovat na PDT a případně modifikovat některé 

jejich vlastnosti, aby odpovídaly nebo se alespoň blíţily poţadavkům na ideální PS. Patří sem 

mimo jiné i následující látky. 

Obr. 10 Syntéza PpIX z kyseliny 5-aminolevulinové 
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Methylénová modř – tento derivát fenothiazinu (λmax = 668 nm, ε668 = 95000 M
-1

cm
-

1
) účinně inaktivuje extracelulárně přítomné viry a je prakticky netoxický pro člověka

43, 78
. 

Její pouţití in vivo je ovšem limitováno redukcí enzymy přítomnými v buňkách na 

leukoformu, jeţ je fotodynamicky neaktivní. V Brazílii je tato látka dokonce testována pro 

léčbu Kaposiho sarkomu
79

 a zkouší se i pro léčbu zánětu vedlejších dutin nosních
80

. 

Rhodaminy – Rhodaminy jsou v buňkách specificky vychytávány mitochondriemi a 

jsou vzhledem k vysoké produkci fluorescence vyuţívány jako fluorescenční barviva, 

zejména deriváty tetramethylrhodaminu (obecně označovány jako TAMRA). Toho se vyuţívá 

mimo jiné i k detekci účinnosti jiných PS
81, 82

. Příliš intenzivní fluorescence je ovšem 

z hlediska PDT nevýhodná, protoţe PS poté nepřechází účinně ze svého S1 do T1 stavu, který 

je základem pro vlastní fotodynamický účinek. Tento problém lze alespoň z části vyřešit 

substitucí těţkými atomy (např. bromem), které zvyšují účinnost přechodu S1→T1 a také 

posouvají absorpční maximum mírně směrem k červené oblasti. Tento posun je pro 

rhodaminy, mající bez substituce maximum při asi 500 nm, velice důleţitý. I přes tyto 

nevýhody se bromovaný analog TH 9402 pouţívá v autotransplantační léčbě chronické 

myeloidní leukémie (technologie Theralux
TM

)
83

. Při tomto procesu, který probíhá ex vivo, 

dochází ke zničení nemocných buněk kostní dřeně, normální zdravé buňky přeţívají a jsou 

poté pouţity k autotransplantaci. 

Porfyceny – jejich absorpční maximum se pohybuje v oblasti 600–650 nm. 

Modifikací na periferii lze dosáhnout velice dobrých farmakokinetických vlastností a derivát 

se čtyřmi β-methoxyethylovými skupinami, jeţ urychlují vstup do buňky, a jednou acetoxy 

skupinou zvyšující hydrofilitu (9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(β-methoxyethyl)-porfycen, 

ATMPn (λmax = 630 nm, ε630 = 52000 M
-1

cm
-1

)) patří mezi nejrychleji vychytávané PS v in 

vitro studiích vůbec. Látka se aplikuje pouze topicky pro terapii některých koţních 

onemocnění (psoriáza, nemelanotický karcinom kůţe)
84, 85

.  
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Hypericin – o této přírodní látce (λmax = 590 nm, ε590 = 44000 M
-1

cm
-1

) se ví, ţe 

funguje jako účinný PS, poněvadţ způsobuje hypericismus (vede ke koţnímu dráţdění a 

zvýšeným teplotám po ozáření) u zvířat konzumujících větší mnoţství rostlin s obsahem této 

látky. Pouţívá se ke sterilizaci krevních preparátů, jako diagnostikum při fluorescenční 

detekci nádorových tkání a k léčbě povrchových nádorů
86

. 

Photochlor – patří opět do skupiny chlorinů, přesněji se jedná o derivát feoforbidu-a. 

Analogy feoforbidu-a jsou obecně aktivnější neţ podobné látky ze skupiny chlorinů-e6 (např. 

talaporfin)
87

. Photochlor je hexylether feoforbidu-a (HPPH) (λmax = 665 nm, ε665 = 50000 

M
-1

cm
-1

) a je vysoce selektivní k nádorové tkáni se současně niţší koţní fototoxicitou neţ 

HpD
88, 89

. Zkouší se k léčbě maligních gliomů
90

 a karcinomu skvamózních buněk kůţe
91

. 

Odvozenou strukturou je Pd-bakteriofeoforbid (WST09), který se pod označením Tookad
®
 

(hebrejské slovo znamenající „vroucnost světla“) nachází ve třetím stádiu klinického testování 

pro léčbu rakoviny prostaty
92

. 

 

Safyriny – patří do skupiny expandovaných porfyrinů (podobně jako texafyriny). Jejich 

základní makrocyklus na rozdíl od porfyrinů obsahuje pět pyrrolických jader, přičemţ dvě 

z nich jsou spojena přímo. Absorbují světlo v oblastech okolo 675 nm. Při pokusech na 

myších vykazovaly některé látky vysoký poměr rozdělení PS mezi nádorovou a okolní 

svalovou tkání (nejlepší látka měla tento poměr aţ 280), ovšem hodnoty maximální 

koncentrace v tumorózní tkáni byly naměřeny aţ po 3–6 dnech po aplikaci
93

. 

 

2.4. Targeting fotosenzitizérů 

 
Jak jiţ bylo zmíněno výše, PS jsou schopné se do určité míry selektivně hromadit 

v cílových místech (většinou nádorová tkáň). Avšak tato selektivita bývá velice nízká a poměr 

mezi koncentrací PS v nádorových a zdravých tkáních je často velice nízký. Zvýšením tohoto 
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poměru lze dosáhnout nejen sníţení toxicity, nýbrţ i zlepšení odpovědi na terapii vzhledem 

k tomu, ţe je poté PS v cílových strukturách obsaţen ve vyšších koncentracích. 

Jedním z přístupů k řešení tohoto problému je syntéza nových PS, u nichţ by zvýšená 

selektivita byla jiţ vlastností samotné molekuly PS. Takové látky se ovšem logicky hledají 

poměrně špatně a nemusejí být vţdy výhodné i z ostatních hledisek potřebných pro PDT 

(např. produkce singletového kyslíku, absorpční spektrum, …). 

Mnohem výhodnější je pouţití jiţ vyzkoušených a osvědčených PS a snaha zlepšit 

různými způsoby jejich farmakokinetické vlastnosti. A proto se některé PS aplikují v různých 

aplikačních formách zlepšujících jejich farmakokinetiku (lipozómy, olejové disperze, a další) 

nebo se připravuji tzv. „fotosenzitizéry třetí generace“ (viz dále). V tomto případě se nejedná 

o nové struktury PS, ale látky generace druhé se kovalentně váţí k menším biologicky 

aktivním molekulám (např. steroidy, monoklonální protilátky, atd.) nebo syntetickým 

polymerům (polyethylenglykol) a můţeme zde poté jiţ hovořit o cílené biodistribuci.  

 

2.4.1. Pasivní targeting 

 

Vzhledem k tomu, ţe lipozómy, olejové disperze, biodegradabilní polymerní částice a 

konjugáty PS s hydrofilními polymery vyuţívají k cílení přirozené distribuční mechanismy 

(pasivní difúze, fagocytóza), lze u nich hovořit o „pasivně cílené biodistribuci“. Existují 

studie
94

 ukazující, ţe za selektivnější distribuce těchto „přenašečů“ do cílových nádorových 

tkání je zodpovědná nejspíše zvýšená cévní permeabilita, nekompletní endoteliální bariéra a 

sníţená lymfatická drenáţ způsobená niţším rozvinutím lymfatického systému a jeho 

obstrukcí. Dochází tím pádem k jednoduchému fyzikálnímu procesu zvýšené filtrace těchto 

velkých částic skrz cévní stěnu v poškozených oblastech. K efektu přispívá i sníţené mnoţství 

lymfatických cév za normálních okolností odstraňujících zvýšenou exsudaci tekutiny mimo 

cévy.  

Mnoho účinných PS je příliš hydrofobních a nerozpustných ve vodném médiu. Pro 

jejich aplikaci je nezbytné pouţití nosičových systémů, aby se zabránilo agregaci PS v 

krevním systému a aby byla moţná extravazace účinné látky. Také jiţ bylo uvedeno, ţe výběr 

nosiče můţe ovlivnit nádorovou selektivitu PS
95

. Woodburn a kol. objasnili, ţe deriváty 

ricinového oleje (Cremophor EL), které byly pouţity jako rozpouštědlo, mění profil 

lipoproteinů
96

 a mohou ovlivňovat biodistribuci PS a účinnost nádorové terapie
97

. Jinou 

metodou je enkapsulace do lipozomů. Lipozomální PS se po podání účinněji přenáší na LDL 

lipoproteiny neţ po aplikaci ve vodném mediu
98

 a v in vivo testech ukázaly výhody jak v 
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biodistribuci tak v destrukci nádorové tkáně oproti ne-lipozomálním nosičům
99-101

.  

Pro enkapsulaci PS se pouţívají nejrůznější druhy lipozomů
102

, např. ultradeformační 

lipozomy (UDL)
103

, pH senzitivní lipozomy
104

 nebo magnetické lipozomy
105

 a další. 

V případě magnetických lipozómů se však jiţ jedná spíše o aktivní targeting (viz níţe). Pro 

enkapsulaci se pouţívají také různé druhy polymerů, zejména Pluronic
®
 (kopolymer 

ethylenoxidu a propylenoxidu), polyethylenglykol (PEG), poly N-isopropylacrylamid nebo 

polyionické micely
106

. V jiných testech se jako nosiče PS pouţívaly PEGem potahované 

nanočástice
107

, multifunkční nanočástice
108

 albuminové mikrosféry
109

 nebo nanoemulze
110

. 

Jiným postupem je pre-komplexace s různými sérovými proteiny, nejčastěji však s 

LDL. A to ze dvou důvodů. Za prvé funguje hydrofobní jádro LDL částic jako solubilizační 

medium pro hydrofobní PS podobně jako lipozomy nebo Cremophor a za druhé má vyšší 

nádorovou kumulaci.  

 

2.4.2. Aktivní targeting 

 

Pro selektivní distribuci do nádorové tkáně se připravují konjugáty obsahující PS a 

část zasahující cíleně některé receptory. Tyto konjugáty se obecně nazývají fotosenzitizéry 

třetí generace. Teoreticky má tento přístup několik výhod: 

 Vysokou afinitu k receptoru nebo antigenu na povrchu cílových struktur. 

 Přímou a specifičtější lokalizaci se zvýšenou účinností a selektivitou. 

 Niţší efektivní dávku PS. 

 

Monoklonální protilátky 

Je známo, ţe existují charakteristické rozdíly mezi zdravými a nádorovými buňkami 

v expresi některých antigenů nebo onkoproteinů. Konjugáty PS s monoklonálními 

protilátkami (angl. monoclonal antibody, MAb) jsou velmi perspektivními nástroji vysoce 

specifické distribuce PS
111

. Vzhledem ke své cílené biodistribuci, vykazují v některých 

studiích kvalitní fotodynamické efekty jiţ v koncentracích, při kterých vodné roztoky nebo 

suspenze PS nevykazují ţádnou aktivitu
112

. Problémem u konjugátů, kde je PS vázaný na 

MAb přímo
112

, je postupná ztráta aktivity a afinity k antigenu při zvyšujícím se počtu 

jednotek PS vázaných na jednu MAb. Molekula PS totiţ způsobuje změny ve fyzikálně 

chemických vlastnostech MAb, coţ se při větším počtu PS jiţ výrazně odrazí na aktivitě. 

Dalším problémem je, ţe často při přípravě dochází k vazbě PS spíše nekovalentně do 

hydrofobních kapes proteinu MAb neţ kovalentně
21

, coţ se pak projeví uvolněním léčiva po 
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aplikaci do ţivého organismu. Moţností jak tyto problémy (spíše s mnoţstvím PS neţ se 

syntézou) obejít je navázat PS na MAb přes polymerní nosič
113

 (dextran, polyglutamová 

kyselina, polyvinylalkohol, poly-L-lysin), který poté umoţňuje nést velké mnoţství molekul 

PS bez ztráty výhodných vlastností MAb. Jinou metodou je pouţití micelárních nosičových 

systémů
114

 nebo nanočástic
115

, na něţ se naváţe MAb (často větší počet). Mezi nejčastější 

proteiny a protilátky, které se váţí buď přímo kovalentně na PS nebo na povrch lipozómů, 

patří epidermální růstový faktor
116

, VEGF (cévní endoteliální růstový faktor)
117

, 

interleukiny
118

 a mnoho dalších specifických markerů
119

 a oligopeptidů
120

. V tomto směru se 

jiţ mluví o fotoimunoterapii (PIT), tedy o transportu PS pomocí monoklonálních protilátek 

přímo na místo určení
121

 a tyto látky se označují jako fotoimunokonjugáty
122

. V některých 

experimentech se dokonce pouţívají při konjugaci pouze fragmenty rekombinantních 

protilátek (single chain variable fragments, scFv)
123

. 

 

Další ligandy 

Zvýšení fotodynamické aktivity a sníţení dávky PS potřebné pro úspěšnou terapii lze 

dosáhnout vazbou i na jiné ligandy neţ jsou MAb. Mezi studované látky patří např. insulin
124

, 

transferrin
125

 nebo kyseliny listová
126, 127

. V některých případech se PS konjugují 

s alifatickými aminy (spermidin, spermin)
128, 129

 nebo se PS přímo glukosylují
130

, případně se 

na ně váţí jiné cukerné zbytky
131

. 

Mezi další ligandy lze zařadit steroidy. Výzkum těchto ligandů se ubíral dvěma směry. 

Zaprvé to jsou konjugáty s cholestrolem
132

, jeţ by měly následně vysokou afinitu k LDL, 

ukládaly by se do nich a vychytávaly v místech zvýšené exprimace LDL receptorů. Druhý 

přístup vychází z předpokladu, ţe konjugáty PS s pohlavními steroidními hormony (estradiol, 

estron, progesteron) budou mít vyšší afinitu k buňkám exprimujícím ve zvýšené míře 

steroidní receptory, jako např. buňky rakoviny prsu
21, 133

. Obsáhlý souhrn aktuálně 

připravených kovalentních konjugátů ftalocyaninů s biomolekulami je podrobně zpracován 

v práci Taqueta a kol
134

. 

PS se mohou stát také vhodným doplňkem k „antisense“ nebo „antigene“ terapii. Při 

těchto metodách genové terapie se jedná o pouţití oligonukleotidů, jeţ po vazbě na RNA 

(antisense) nebo DNA (antigene) vytvářejí s nativní nukleovou kyselinou špatně rozpojitelné 

duplexy (s RNA) nebo triplexy (s DNA) a brání expresi vybraných cílových genů
135

. 

Napojení PS na dané oligonukleotidy poté výrazně zvyšuje selektivitu zásahu PDT a přináší 

nové moţnosti genové terapie
136

. 

Jako aktivně cílenou distribuci lze povaţovat i tzv. magnetický targeting. Molekula 
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léčiva, v našem případě PS, se naváţe na magnetický nosič a aplikuje se do těla. Na cílovou 

oblast se přiloţí permanentní magnet a tyto nosiče se vlivem magnetické síly v tomto místě 

kumulují
137, 138

. 

 

PS jako nosiče nuklidů 

Zvýšenou akumulaci tetrapyrrolických PS v nádoru je moţné vyuţít jako transportní 

mechanismus specifických nuklidů. Tato strategie zahrnuje kovalentní vázání izotopu na PS 

(radioizotopový chelátor). Tento komplex následně slouţí jak k detekci, tak k terapii nádoru. 

Způsob zobrazování nádoru a metastází, kdy se pouţívají radionuklidy emitující gama záření, 

vyuţívá například metoda SPECT (single photon emission computed tomography)
139

. Je 

zřejmé, ţe pouţití nosiče chelatujícího radionuklid (v našem případě PS), který se selektivně 

kumuluje v nádorové tkáni, můţe výrazně zlepšit kvalitu této metody.  

Na podobném principu se mohou PS vyuţívat jako transportéry boru (zvláště do 

mozkových tumorů). Akumulovaný bor se ozáří paprskem neutronů, následnou reakcí 

vznikají reaktivní alfa částice (jádra atomů helia) a lithiové atomy s vysokou energií, které 

způsobí destrukci nádoru
140

. V principu ta samá sloučenina (PS s chelatovaným atomem boru) 

můţe reagovat jak s viditelným zářením, tak i s neutronovými paprsky a způsobovat smrt 

buňky. 
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2.5. Distribuce fotosenzitizérů 

 

2.5.1. Subcelulární lokalizace 

 

Vychytávání PS nádorovou tkání a dalšími tkáněmi má rozhodující význam pro 

výsledný efekt PDT. ROS mají velmi krátkou ţivotnost a působí tedy jen v bezprostřední 

oblasti svého vzniku. Proto spolehlivá fotodestrukce buněk závisí na přesné subcelulární 

lokalizaci PS v buněčných kompartmentech. Správné pochopení mechanismu této lokalizace 

je značně důleţité při výběru nejvhodnějšího PS při kaţdé aplikaci. Pouţití konfokálního 

laserového řádkovacího fluorescenčního mikroskopu podstatně zjednodušilo intracelulární 

lokalizaci PS a výrazně zvýšilo citlivost a prostorové rozlišení neţ dříve pouţívané ne-

konfokální metody. Distribuce specifických subcelulárních sond s různými fluorescenčními 

maximy konkrétních PS můţe výrazně konkretizovat místo výskytu
141

 a tyto sondy mohou 

navíc slouţit i jako detekce poškozených míst vzniklých ozářením PS
142

.  

Intracelulární distribuce byla zkoumána na velkém mnoţství PS s velmi rozdílnými 

strukturními parametry. Distribuci nejvýznamněji ovlivňují tyto strukturní znaky: 

 

● Celkový náboj PS, který se pohybuje v rozmezí od -IV (aniont) do +IV(kationt) 

● Stupeň hydrofobicity, nejčastěji vyjádřený logaritmem rozdělovacího koeficientu v 

soustavě oktanol/voda 

● Stupeň asymetrie v molekule PS 

 

Hydrofobní PS, které mají méně neţ dva záporné náboje, mohou procházet 

plazmatickou membránou a tak se přemísťovat do jiných intracelulárních membrán. Tyto PS 

jsou nejvíce vychytávány buňkami in vitro, zvláště kdyţ jsou přítomny v médiu v relativně 

nízkých koncentracích (< 1 μM). Méně hydrofobní PS, které mají více jak dva negativní 

náboje jsou příliš polární a jsou vychytávány endocytózou. Některé PS se intenzivně 

distribuují do různých intracelulárních membrán. Příkladem můţe být pyrofeoforbid – methyl 

ester, který byl lokalizován v endoplazmatickém retikulu, Golgiho aparátu, v lysozomech a 

mitochondriích
143

. 

 

Lysozomy 

Do roku 1993 se obecně předpokládalo, ţe lysozomy jsou nejdůleţitější intracelulární 

oblastí pro vychytávání PS
144

. Nicméně následující studie
145

 prokázaly, ţe ačkoliv 
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lysozomálně vázaný PS můţe způsobit po ozáření smrt buňky, relativní účinnost je 

signifikantně niţší neţ u PS lokalizovaných v mitochondriích nebo jiných organelách
146

. Jako 

vysvětlení se pouţívá fakt, ţe v lysozomech se hromadí zejména PS s vyšším stupněm 

agregace (a tedy i výrazně niţší fotodynamickou účinností). 

Woodburn a kol.
147

 studovali intracelulární lokalizaci u série porfyrinů odvozených od 

HpD a Protoporfyrinu IX s modifikovanými postranními řetězci (hydrofobní, anionické a 

kationické) při fyziologickém pH. Experiment provedli na buňkách čínského křečka – na 

plicních fibroblastech a buňkách gliomu. Testované sloučeniny byly vybrány tak, aby 

reprezentovaly všechny moţné kombinace výše zmíněných modifikací. Bylo zjištěno, ţe 

kationické PS se kumulovaly zejména v mitochondriích, anionické (s nábojem -2 a více) 

naopak v lysozomech.  

Na tomto principu funguje metoda nazývaná fotochemická internalizace (PCI), kterou 

poprvé pouţil Berg a kol.
148

. Mechanismus spočívá v ko-inkubaci buněk s makromolekulou, 

kterou chceme transportovat do buněčné cytoplazmy, a s PS (např. disulfonovaný 

ftalocyanin). Testovaná makromolekula se inkorporuje klasicky do lysozomů, pouţitý PS se 

naopak kumuluje zejména v lysozomální membráně. V závislosti na vhodné dávce ozáření 

dochází k prasknutí lysozomální membrány vlivem fotochemickému efektu kumulovaného 

PS a k uvolnění testované látky z lysozomů do cytoplazmy. Tato technika se pouţívá pro 

zvýšení intracelulárního transportu genů
149

, virů
150

, nukleových kyselin
151

 a ribozom-

inaktivujících enzymů
152

. 

Počáteční mnoţství PS v lysozomech se však můţe následně redistribuovat díky 

minimální světelné expozici. Bylo zjištěno, ţe v buňkách preinkubovaných s anionickým 

porfyrinem po ozáření, které inaktivovalo zhruba 20 % buněk, došlo k relokalizaci PS z 

lysozomu do cytoplazmy a zejména do jádra
153, 154

.  

Jiným postupem je dodávání PS kovalentně vázaného na nosič, který specificky 

interaguje s buněčnými receptory. Touto metodou je moţno získat maximálně specifickou 

fluorescenci lysozomů
155

. 

 

Mitochondrie 

Mitochondrie se ukázaly jako velmi důleţité subcelulární cíle pro velké mnoţství 

PS
156

. Je to spojeno zejména s tendencí těchto PS způsobovat po ozáření apoptózu pomocí 

destrukce mitochondrií. Benzoporfyrinové deriváty (BPD) jsou jedny z nejlépe 

prostudovaných PS, které se intenzivně kumulují právě v těchto organelách, nicméně 

nesmíme zapomenout na to, ţe tato kumulace záleţí nejen na typu buňky, ale i na formulaci 
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BPD (volné BPD nebo inkorporované do lipozómů, popř. do polykationicky enkapsulovaných 

lipozómů). Některé endoteliální buňky akumulují BPD preferenčně v perinukleárních 

oblastech, jiné typy buněk spíše v cytoplazmě. BPD uzavřené v polykationických lipozómech 

se koncentrují zejména v mitochondriích, naopak volné BPD byly nalezeny zejména v 

perinukleárních oblastech
157, 158

. 

Na důleţitost symetrie PS poukázal Kessel a kol.
159

. Pro experiment pouţil izomerní 

porfyrinové PS se 2 kationickými skupinami. U prvního izomeru byly tyto skupiny v 

molekule v protilehlém postavení (tzv. „opposite“), u druhého izomeru v sousedním postavení 

(tzv. „adjacent“). Sloučenina s kationickými substituenty v sousedním postavení se 

kumulovala v mitochondriích, izomerní látka se substituenty v protilehlém postavení naopak 

v lysozomech. 

Obecně tedy platí, ţe PS s kladným nábojem, které jsou zároveň částečně hydrofobní, 

jsou nejvíce lokalizovány v mitochondriích
160

. Předpokládá se, ţe tato lokalizace je 

způsobena mitochondriálním membránovým potenciálem a přítomností lipidové 

dvouvrstvy
161

. Po ozáření dochází k narušení mitochondriálních přepáţek (krist), inhibici 

buněčného dýchání a blokování metabolismu. 

 

Plazmatická membrána 

Fotodynamicky aktivní látky vyskytující se v plazmatické membráně jsou v PDT 

poměrně vzácné. Aveline a kol.
162

 za pouţití konfokálního fluorescenčního mikroskopu 

potvrdili zvýšenou kumulaci monobrom a dibrom derivátů deuteroporfyrinu IX v plazmatické 

membráně. Zajímavých výsledků bylo dosaţeno i s Photofrinem
®
, který vykazuje podobnou 

dynamickou distribuci do lidských rakovinných buněk. Po krátké inkubaci (3 h) se kumuloval 

hlavně v plazmatické membráně, po delším čase (24 h) byla jeho koncentrace největší v 

Golgiho aparátu
163

. V plazmatické membráně lokalizovaný Photofrinem
®
 způsoboval v 

niţších dávkách (7 µg/ml) přerušení proliferace, ve vyšších (28 µg/ml) praskání membrány a 

bobtnání buněk. Ale typické charakteristiky apoptózy, jako externalizace fosfatidylserinu a 

fragmentace DNA nebyly pozorovány. 

 

Golgiho aparát a endoplazmatické retikulum 

Teiten a kol.
164

 zkoumali subcelulární lokalizaci Foscanu
®
 v buňkách lidského 

adenokarcinomu za pouţití konfokálního mikroskopu a mikrospektrofluorometrie. Tato látka 

vykazovala slabou kumulaci v lysozomech a mitochondriích na rozdíl od Golgiho aparátu a 

endoplazmatického retikula, kde intenzivní fluorescence potvrdila dominantní lokalizaci. 
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Enzymatická aktivita v těchto organelách bezprostředně po ozáření potvrdila, ţe primární 

poškození těchto kompartmentů je hlavním mechanismem účinku Foscanu
®

. 

 

2.5.2. Orgánová distribuce 

 

Na experimentálních zvířatech byl vytvořen model orgánové distribuce PS po 

intravenózním podání. Ve studii
165

 za pouţití radioizotopem značeného Photofrinu
®

 

aplikovaném na myších s podkoţním fibrosarkomem se ukázalo, ţe po 24-ti hodinách byly 

nejvyšší koncentrace v játrech, nadledvinách a močovém měchýři, o něco menší koncentrace 

byla ve slinivce, ledvinách a slezině, ještě menší mnoţství bylo nalezeno v kostech, svalech, 

ţaludku, srdci a plicích a vůbec nejmenší koncentraci vykazoval mozek. Pouze kosterní 

svalstvo, mozek a kůţe obsahovaly niţší koncentraci PS v porovnání s nádorovou tkání – obal 

nádoru vykazoval podobné koncentrace jako vlastní nádorová tkáň. Játra a slezina zadrţovaly 

výše molekulární komponenty Photofrinu
®
 po dobu aţ 75-ti dní po injekční aplikaci. Ve 

většině experimentů, které byly provedeny na malých zvířatech, zejména myších a potkanech, 

se ukázalo, ţe nejvyšší koncentrace dosahují PS v játrech
166

. Chan a kol.
167

 prokázali na sérii 

sulfonovaných ftalocyaninů, ţe jejich kumulace v játrech je nepřímo úměrná jejich stupni 

sulfonace a tedy lipofilitě molekuly PS. Játra jsou známy svým propustným fenestrovaným 

endotelem, jehoţ póry dovolují snadno procházet molekulám z krevního řečiště. Tento 

mechanismus je nezbytný pro detoxifikaci těla a odstraňování cizích látek (zejména 

organických sloučenin jako např. PS). Tyto látky jsou vylučovány do ţluče přes ţlučový 

měchýř a vedeny do duodena, kde se mohou jako nezměněné substance buď vracet 

enterohepatálním oběhem zpět do organismu, nebo se vylučovat z těla ve formě stolice.  

Je známo, ţe bezprostředně po injekčním podání se velké mnoţství PS kumuluje v 

plicích. Studie na myších
168

 ukázaly, ţe překročení určitého mnoţství PS (dávku limitující 

toxicita) způsobuje krvácení a akutní intersticiální pneumonii. Předpokládá se, ţe větší 

mnoţství PS můţe v krevním řečišti vytvářet agregáty, které se následně hromadí v jemném 

kapilárním systému plic. Naopak kumulace PS ve slezině je silně závislá na struktuře PS 

(náboj a lipofilita). Woodburn a kol.
169

 testovali mnoţství porfyrinů s různými rozdělovacími 

koeficienty (oktanol/voda) a zjistili, ţe kumulace těchto sloučenin ve slezině kolísá mnohem 

více neţ v ostatních orgánech. Ledviny a močový měchýř akumulují vysoká mnoţství PS 

navzdory tomu, ţe odstraňování PS probíhá téměř výhradně přes játra a ţluč
50

. Trávicí orgány 

(ţaludek, tenké a tlusté střevo) obsahují zhruba průměrné mnoţství PS (tj. méně neţ játra, ale 

více neţ například kosterní svalstvo)
170

. Navzdory koţní fotosenzitivitě, která je povaţována 
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za jeden z nejdůleţitějších vedlejších účinků PDT, obsahuje pokoţka poměrně nízké mnoţství 

PS. Nejméně se PS koncentrují v srdci, kosterním svalstvu, kostech, očích a mozku, tj. v 

orgánech, které jsou obecně povaţovány za méně prokrvené. Hematoencefalická bariéra brání 

proniknutí PS do mozkové parenchymatické tkáně, nicméně při jejím porušení, např. růstem 

nádoru, dochází k výrazné kumulaci PS v nádorové tkáni (často více neţ 100 násobek oproti 

zdravé mozkové tkáni)
14

. 

 

2.5.3. Nádorová lokalizace 

 

Ačkoliv je to jiţ více neţ padesát let, kdy byla poprvé zkoumána lokalizace PS v 

nádorové tkáni po injekční aplikaci
5
, kompletní mechanismus ještě stále není zcela 

vysvětlen
171

. Na sloţitosti celého problému se podílejí zejména rozdílné struktury PS, odlišné 

nádorové modely a také variabilita podaného mnoţství PS a intervalu detekce po aplikaci
14

.  

 

Struktura PS 

Jak jiţ bylo zmíněno výše, různé PS mají odlišnou farmakokinetiku a biodistribuci. Aţ 

na malé výjimky (např. uroporfyrin) se všechny tetrapyrrolické PS pevně váţí na sérové 

proteiny. Podle tohoto kritéria je můţeme rozdělit do třech skupin: 

1. Relativně hydrofilní sloučeniny, které jsou primárně vázány na albumin. 

2. Amfifilní, nesymetrické sloučeniny, které se ukládají do vnější fosfolipidové a 

apoproteinové vrstvy lipoproteinových částic. 

3. Hydrofobní sloučeniny, které vyţadují solubilizační média jako např. lipozomy, 

Tween 80 nebo Cremophor, se ukládají do vnitřního lipidového jádra lipoproteinů, 

zejména do LDL. 

 

Nádor lokalizující fotosenzitizéry 

Od doby, kdy byla poprvé objevena schopnost HpD kumulovat se v nádorech, mnoho 

badatelů zkoumalo mechanismy, podle kterých se PS přednostně kumulují v nádorové tkáni a 

jiných specifických orgánech
14, 171-174

. Nicméně přesné parametry chemické struktury PS, 

které jsou příčinou jejich odlišné koncentrace v různých tkáních, jsou stále předmětem mnoha 

debat. Celý problém je navíc komplikován tím, ţe farmakokinetika vlastních PS můţe 

extrémně kolísat. Například jeden PS můţe dosáhnout nejlepší poměr v nádoru vůči zdravé 

tkáni za několik hodin, zatímco jiný PS můţe tento poměr dosáhnout třeba aţ za týden po 

injekční aplikaci. Jedna z důleţitých vlastností tetrapyrrolických PS určující rychlost dosaţení 
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tohoto poměru, je jejich tendence se silně vázat na sérové proteiny nebo vytvářet agregáty 

mezi sebou. To znamená, ţe PS se v krevním řečišti chovají jako velké makromolekuly buď z 

důvodu více či méně pevné vazby k velkým proteinovým molekulám nebo z důvodu 

vytvoření agregátů podobné velikosti. Nejčastěji dělíme tyto proteiny do 4 skupin: albumin a 

ostatní velké bílkoviny, HDL, LDL a VLDL. V tomto směru bylo provedeno mnoho 

experimentů
175-177

. Tyto výsledky jsou však dost komplikované, jelikoţ lipofilní PS 

nerozpustné ve vodném mediu se aplikují v různých směsích rozpouštědel a nosičů, které 

mohou měnit distribuci PS. Některé studie uvádí, ţe PS, které se preferenčně váţí na LDL, 

mají lepší lokalizaci v nádorech neţ jiné
174

. 

Je uţitečné také zmínit, ţe existuje velký rozdíl mezi selektivní akumulací a selektivní 

retencí. Při akumulaci PS s rychlou farmakokinetikou se předpokládá, ţe dochází k selektivní 

akumulaci v nádoru, zatímco u PS s pomalou farmakokinetikou se předpokládá, ţe dochází k 

selektivní retenci, neboli záchytu v nádoru. Selektivní akumulace probíhá při zvýšené 

vaskulární permeabilitě, která je typická pro nádorovou tkáň a odpovědná za rychlejší 

extravazaci PS. Tímto mechanismem se distribuují rychle účinkující PS často vázané na 

albumin, které při optimální velikosti prostupují skrz póry v endotelu nádorových kapilár
178

. 

Jak jiţ bylo zmíněno výše, vazba PS na LDL se povaţuje za velmi důleţitou
174

. Příčinou této 

teorie je předpoklad, ţe některé druhy nádorů (zvláště rychle bující) obsahují poměrně vysoké 

mnoţství LDL receptorů, které potřebují pro vyšší přísun cholesterolu, z něhoţ biosyntézou 

vytváří lipidy nezbytné pro intenzivní růst buněčných membrán. Nicméně experimenty hovoří 

nejen pro, ale i proti této teorii
178-180

. Selektivní retence je předmětem mnoha spekulací. Jedna 

z teorií uvádí, ţe nádory mají špatně vyvinutou lymfatickou drenáţ, a proto zde 

makromolekuly PS zůstávají zadrţovány
181

. Jiná teorie předpokládá, ţe tato retence je 

způsobeny makrofágy, které kumulují PS a přenáší je do nádoru
182

. U těchto makrofágů byla 

pozorována aţ 13-ti násobná kumulace PS v porovnání s rakovinnou tkání. Jako vysvětlení se 

uvádí buď to, ţe makrofágy fagocytovaly agregáty PS
183

 nebo fagocytovaly preferenčně 

lipoproteiny, které byly pozměněny vazbou s PS
171

. Je známo, ţe nádorová tkáň má obecně 

niţší pH. Jak předpokládá další teorie, anionické PS, které jsou při normálním pH ionizované, 

se stávají v nádoru neutrálními a tedy i lipofilnějšími a jsou zde zadrţovány
184

.  

Některé experimenty dokonce naznačují, ţe benzodiazepinové receptory lokalizované 

na vnitřní mitochondriální membráně jsou odpovědné za vazbu porfyrinových PS, které se 

akumulují v mitochondriích
185, 186

. Jiné vysvětlení tohoto jevu předpokládá, ţe některá barviva 

(např. Rhodamine 123) vyuţívají při mitochondriální kumulaci rozdílných membránových 

potenciálů ve zdravých a nádorových buňkách
187, 188

.  
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Jiná strategie vyuţívající zvýšenou selektivitu PS k nádoru, je zobrazovací metoda, při 

které PS chelatuje paramagnetický atom, který je detekován magnetickou rezonancí
189, 190

. 

 

2.6. Biologická odpověď 

 

Na konečném zničení nádoru se nepodílí, jak se zpočátku předpokládalo, pouze 

destrukce kaţdé jednotlivé buňky, která akumulovala dostatečné mnoţství PS a byla ozářena 

dostatečným mnoţstvím světla potřebného k produkci ROS. Celkový PDT efekt je výsledkem 

spolupůsobení několika mechanismů. V současnosti se předpokládají tři hlavní mechanismy, 

které umoţňují krátkodobou i dlouhodobou kontrolu nádoru a podílí se na jeho konečném 

zničení. PDT pomocí ROS ničí buď přímo maligní buňky v nádoru, způsobuje změny 

v cévním zásobování nádorové tkáně nebo díky cytokinům a dalším mediátorům zánětu 

uvolněným z napadených buněk vede k aktivaci imunitního systému. Obecně se dá říct, ţe 

hydrofobní PS působí spíše přímým efektem na buňky, naopak hydrofilní PS poškozují spíše 

cévy a brání tak přísunu ţivin. Jednotlivé sloţky ovšem nelze od sebe navzájem oddělovat a 

výsledek je vţdy kombinací všech faktorů, jejichţ vliv se mění v závislosti na pouţitém PS, 

typu nádoru a způsobu ozáření (obr. 11)
191

. 

 

2.6.1. Přímý efekt 

 

Přímá cytotoxicita je výsledkem inkorporace PS do buňky a účinků následně 

produkovaných ROS, přičemţ lipofilní PS se vesměs váţí na membrány a vykazují svůj efekt 

přímo fotoperoxidací a poškozením samotné membrány nebo inaktivací enzymů v ní 

vázaných. Na druhou stranu hydrofilní PS se kumulují v lysozómech, kde poškození těchto 

organel vede k uvolnění hydrolytických enzymů a kaskádě následných dějů vedoucích ke 

smrti buňky
60

.  

V procesu usmrcení nádorových buněk se kromě nekrózy uplatňuje také apoptóza. 

Nekróza zahrnuje procesy nevyţadující energii ve formě ATP (např. osmotické bobtnání) a 

uplatňuje se při rozsáhlejším poškození buňky. Na druhou stranu apoptóza je zprostředkována 

procesy vyţadujícími ATP (např. aktivace kaspas) a k tomuto způsobu smrti vedou subletální 

poškození buňky umoţňující ještě produkci ATP. Buňka v tomto případě dostává jakýsi 

signál o tom, ţe má zemřít. Mechanismus obou procesů je sloţitý, zahrnující aktivaci velkého 

mnoţství enzymů a „druhých poslů“ a závisí, jak jiţ bylo naznačeno výše, na pouţitém PS, 

typu nádoru a způsobu ozáření
32, 192

. 
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Vzhledem k tomu, ţe kyslík je důleţitou součástí fotodynamického efektu, je jednou 

z limitujících vlastností pro přímé poškození buněk jeho dostatečný přísun do ničených tkání. 

Lokální nedostatek kyslíku můţe být způsoben jeho rychlým spotřebováním během 

fotochemických reakcí nebo se zde můţe projevit efekt sníţeného krevního zásobení po 

uzavření cév. I kdyţ tento druhý efekt výrazně přispívá k dlouhodobé kontrole nádoru, můţe 

v první fázi omezovat biologickou odpověď na terapii. Jednou z metod jak tyto problémy 

odstranit je sníţit dávku světla a umoţnit tak pomalejší spotřebovávání kyslíku, druhou je 

pouţití dávkování světla po frakcích mezi nimiţ je umoţněno tkáni se opětovně okysličit. 

Mezi rozhodující faktory, které určují typ buněčné smrti, tj. apoptózu nebo nekrózu, 

patří typ buňky, subcelulární lokalizace PS a dávka světla pouţitá pro lokální aktivaci PS. 

Obecně se dá říci, ţe menší dávky PDT vedou spíše k apoptóze, naopak vyšší dávky k 

nekróze
193

. 

 

Bystandar efekt 

Jiný mechanismus buněčné smrti popsal Dahle a kol.
194

. Během pokusu in vitro 

zanikly přímým efektem nejen určené buňky, ale i mnoho sousedních buněk. Tento jev, kdy 

poškozené buňky ovlivňují ţivotaschopnost sousedních zdravých buněk, se nazývá 

„bystandar efekt“. Toto pozorování potvrdilo, ţe buňky nejsou poškozovány jen přímým 

efektem, ale i mezibuněčná komunikace hraje významnou roli při destrukci vyvolané 

fotodynamickým efektem. Rozsah tohoto efektu je větší při nekróze neţ při apoptóze. 

Zpočátku panovaly názory, ţe tato komunikace probíhá přes buněčné póry („gap junction“)
195, 

196
, ale tato domněnka byla následně zamítnuta, jelikoţ při dalších pokusech s inhibitory „gap 

junction“ se celkový „bystander efekt“ nezměnil. Někteří badatelé
197

 však tuto nesrovnalost 

vysvětlují existencí difuzibilních ROS, které mohou být uvolněny do média a působit na 

sousední buňky. 

 

2.6.2. Změny v cévním zásobení 

 

Ţivotaschopnost nádorových buněk závisí také na mnoţství ţivin a kyslíku 

dodávaných cévami. Zásah do cévního zásobení je tudíţ slibnou cestou k léčbě nádoru. Uţ 

v roce 1989 zjistili Hendersonová a kol., ţe PDT indukuje uzavření cév v ozářené oblasti a 

omezuje tím okysličení nádoru
198

. K uzávěru cév dochází téměř okamţitě díky vazokonstrikci 

jako důsledek porušené rovnováhy mezi vasoaktivními a vazokonstrikčními faktory
32

. Po 

několika hodinách dochází k druhé fázi cévního uzávěru charakterizované tvorbou trombu
199

. 
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Tyto efekty jsou však silně závislé na pouţitém PS. Například pouţití Photofrinu
®
 v 

PDT vede k cévní konstrikci, adhezi leukocytů, tvorbě trombů a k zvýšené propustnosti cévní 

stěny pro různé makromolekuly. Patrně jsou tyto jevy spojeny s aktivací krevních destiček a s 

uvolňováním tromboxanu
200

. Jiným příkladem je pouţití ftalocyaninů, coţ častěji vede 

zejména k zvýšené propustnosti kapilár
201

. Naopak pouţití některých chlorinů vede primárně 

k městnání krevního toku, které je způsobeno intenzivní agregací krevních destiček
202

. PDT 

vede ke konstrikci kapilár, která je způsobená inhibicí produkce a uvolňování NO 

endotelem
203

. V preklinických studiích se však podařilo tyto jevy částečně nebo kompletně 

potlačit podáním látek (např. indometacin), které ovlivňují produkci eikosanoidů. Výsledkem 

byla markantně slabší reakce nádoru na léčbu
204

. 

 

2.6.3. Imunitní systém 

 

PDT ovlivňuje výrazným způsobem imunitní systém. A ačkoliv se to zdá být 

v protikladu, byly pozorovány jak aktivace, tak suprese
205

 imunitního systému. Suprese 

imunitního systému se dá vyuţít v léčbě některých autoimunitních onemocnění (např. 

arthritis)
206

, ale na druhou stranu můţe omezovat efekt specifické imunitní odpovědi na PDT. 

Velice často ovšem byla v místech aplikace PDT pozorována aktivace imunitního systému a 

indukce silně zánětlivého procesu, jeţ se povaţují také za jeden z efektů vedoucích ke 

konečnému zničení nádorové tkáně
48, 207

. 

Předpokládaný mechanismus, kterým PDT indukuje specifickou imunitní odpověď, 

byl předloţen v roce 1996 Korbelikem
208

. Napadená tkáň uvolňuje velké mnoţství buněčných 

zbytků ze zničených buněk, cytokinů a dalších prozánětlivých signálů. Po několika minutách 

po ozáření lze pozorovat velké mnoţství neutrofilů vnikajících do poškozeného místa. Ty 

vylučují lysozomální enzymy a ROS, které ničí endothelové a nádorové buňky a dále zesilují 

zánětlivý proces. Po smrti neutrofilů se uvolní jejich buněčný obsah, který dále působí jako 

chemotaktický signál pro další vlny zánětlivých buněk. Jak postupně invaze neutrofilů mizí, 

do poškozené tkáně se dostávají ţírné buňky a uvolňují granule obsahující vasoaktivní sloţky 

a cytokiny. Také monocyty a makrofágy pronikají do těchto míst, proliferují, sbírají zbytky 

buněk a ničí kapsy přeţivších tumorózních buněk. 

V tomto směru došlo k velkému pokroku v porozumění mechanismu nádorově 

specifické imunitní reakce vyvolané PDT. Tento efekt není tak důleţitý pro primární 

nádorovou ablaci, ale je rozhodující pro dosaţení dlouhotvající kontroly nad nádorovým 

bujením. Protinádorová imunita vyvolaná PDT má atributy zánětlivé imunitní reakce
208

. 



 41 

Makrofágy fagocytují velké mnoţství nádorových buněk, které byly zabity nebo poškozeny 

cytotoxickými efekty PDT. Antigen zprostředkující buňky jsou směrovány do nádoru pomocí 

zánětem vyvolaných signálů a zpracovávají zde specifické nádorové proteiny, které následně 

vystavují na svých membránách ve smyslu mechanismu histokompatibilního systému II. Toto 

vystavení nádorových proteinů antigenu je doprovázeno intenzivnímí průvodními signály, 

které vytvářejí podmínky pro rozpoznání nádorových antigenů T-lymfocyty, resp. jejich 

pomocnými CD 4 lymfocyty. Tyto lymfocyty se aktivují a zvyšují cytotoxickou citlivost CD 

8 T-lymfocytů k nádorově specifickým epitopům (epitop - prostorové uspořádání určitého 

místa na molekule antigenu, které je určující pro specifickou tvorbu a reakci protilátek). 

Aktivita nádorově specifických lymfocytů není limitována aktuálním fotodynamickým 

efektem, ale zahrnuje také léčbu disseminovaných a metastatických lézí. Ačkoliv je tedy PDT 

primárně lokalizována pouze na místo nádoru, sekundárně nabývá vlastnosti systémové léčby 

díky indukci imunitní reakce. Nádorově senzitivní lymfocyty vytvořené při PDT se mohou 

vyplavovat z lymfoidních tkání (slezina, lymfatické uzliny) v prodlouţených časových 

intervalech i po vlastním fotodynamickém efektu
209

. 
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Obr. 11 Schéma moţných mechanismů nádorové ablace při PDT 



 43 

33..  CCÍÍLL  PPRRÁÁCCEE  

 

Fotodynamická terapie, ačkoliv se velice rychle a úspěšně rozvíjí, musí neustále 

překonávat určitá omezení, jeţ vznikají zejména díky principu, na němţ je tato metoda 

zaloţena (např. omezení terapeutické hloubky zásahu) a nebo kvůli některým nevhodným 

vlastnostem PS (např. nedostatečná selektivita k zásahu pouze cílové nádorové tkáně). Proto 

se neustále hledají nové PS, jeţ by svými vlastnostmi překonaly ty předcházející a staly se 

ideálním nástrojem fotodynamické terapie. 

Ve své práci jsem se zaměřil na přípravu látek typu tetrapyrazinoporfyrazinů ze 

skupiny azaftalocyaninů (AzaPc), které jsou vlastně dusíkatými analogy ftalocyaninů (Pc).  

Náhrada periferních benzenových kruhů (Pc) za pyrazinové kruhy (AzaPc) má své 

výhody i nevýhody. Pyrazinové uskupení dovoluje jednoduchou nukleofilní substituci 

periferními řetězci, čímţ se daji snadno modifikovat vlastnosti výsledného makrocyklu. Na 

druhou stranu atomy dusíku způsobují, ţe AzaPc mají absorpci při niţší vlnové délce neţ Pc. 

Cílem práce bylo připravit fotodynamicky účinné látky, jeţ by byly schopné pouţití 

jako fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii. Nejdříve bylo nutné odhalit základní spojitosti 

ve vztahu struktura - fotodynamické vlastnosti připravených makrocyklů. Na základě 

zjištěných informací následně formulovat a připravit perspektivní PS, které by byly pouţitelné 

jako PS druhé generace (tj. rozpustné ve vodě nebo v jiném vehikulu, popř. inkorporované do 

lipozomů) nebo lépe jako PS třetí generace (tj. konjugáty s biomolekulami nebo s jinými 

nosiči). 
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44..  MMEETTOODDIICCKKÁÁ  ČČÁÁSSTT  

 

4.1. Syntéza symetrických azaanalogů a princip cyklizace 

 

Ftalocyaniny (phthalocyanines, Pc) jsou aromatické makrocykly. Ve své molekule 

obsahují čtyři isoindolinové jednotky spojené v polohách 1 a 3 dusíkovými můstky. Právě 

delokalizované π elektrony dávají těmto látkám jejich jedinečné fyzikální vlastnosti 

vyuţitelné v mnoha oblastech. 

Struktura azaanalogů ftalocyaninů (azaphthalocyanines, AzaPc) je odvozena od Pcs 

izosterní náhradou methinové skupiny (-CH=) v benzenových podjednotkách dusíkovými 

atomy. Díky této příbuznosti vycházejí jejich syntézy z jiţ prozkoumané skupiny 

ftalocyaninů. Vychází se většinou z různě 5,6-disubstituovaných derivátů pyrazin-2,3-

dikarbonitrilu. Ty za pouţití různých postupů tetramerizují za vzniku makrocyklického 

systému AzaPc. AzaPc jsou tedy po chemické stránce různě substituované 

tetrapyrazinoporfyraziny, popř. tetrapyridinoporfyraziny apod
210

. 

 

Vzhledem k tomu, ţe AzaPc jsou blízce příbuzné Pc, také jejich syntézy vycházejí 

z obdobných reakcí jako u dobře prozkoumané skupiny Pc. Základem jsou ve většině případů 
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různě 5,6-disubstituované deriváty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu, pyridin-2,3-dikarbonitrilu 

(vzniká α-tetrapyridoporfyrazin) nebo pyridin-3,4-dikarbonitrilu (vzniká β-

tetrapyridoporfyrazin), jeţ poté za pouţití různých postupů tetramerizují za vzniku 

makrocyklického systému AzaPc. Další moţností přípravy jiných derivátů je poté provádět 

obměny na připraveném makrocyklu ať jiţ záměnou centrálních kovů nebo modifikací na 

periferii. 

Mechanismus tetramerizace je poměrně sloţitý a je závislý na podmínkách reakce a 

také na vlastnostech reaktantů. Dle mechanismu můţeme cyklizaci rozdělit na dvě skupiny, i 

kdyţ toto rozdělení je spíše umělé a v praxi se tyto mechanismy často navzájem prolínají. 

 cyklizace bez přítomnosti centrálního atomu 

 přímá cyklizace s centrálním atomem 

 

Cyklizace bez přítomnosti centrálního atomu 

Při tomto druhu cyklizace dochází k tetramerizaci vlivem silných bazí. Jako silné baze 

se nejčastěji pouţívají lithné nebo hořečnaté
211

 alkoholáty (etanol
212

 aţ oktanol
213, 214

, popř. 

amylalkohol
215

) nebo je alkoholát vytvořen pomocí silné baze 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-

7-en (DBU)
212-214

. Tyto baze napadají nitrilové skupiny reaktantů a dochází k polymeraci. 

Důkazem postupné tetramerizace jsou identifikované intermediáty A
216

, B
217

 a C
218

 (obr. 12). 

Výsledkem je buď bezkovový Pc (při pouţití DBU) nebo makrocyklus se slabě chelatovaným 

atomem lithia. Ten je tak slabě vázán, ţe stačí pouhá přítomnost vody (slabá kyselina) k jeho 

uvolnění z makrocyklu
219

.  

Tato metoda se pouţívá buď pro přípravu bezkovových nebo častěji pro přípravu 

Obr. 12 Intermediáty cyklizačních reakcí bez pouţití templátu 
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kovových makrocyklů, které by za podmínek přímé cyklizace nevznikaly. Stačí dodat do 

reakce atom ţádaného kovu (nejčastěji ve formě octanu nebo chloridu) a ten se následně za 

přítomnosti silné baze chelatuje do jiţ vytvořeného makrocyklu
213

. V některých případech se 

však ani tímto způsobem nepodaří chelatovat zvolený centrální atom. V takových situacích se 

do reakce pouţívají reaktivnější prekurzory - diiminoisoindoliny
220

 (obr. 12). Vznikají reakcí 

dikarbonitrilů s amoniakem, často v přítomnosti silné baze (metoxid nebo hydrid sodný). Tyto 

sloučeniny jsou snadno izolovatelné a v následné reakci se díky své vysoké reaktivitě 

pouţívají k přímé cyklizaci s centrálním kovem. 

 

Přímá cyklizace s centrálním atomem 

Mechanismus této cyklizace je zaloţen na koordinaci výchozí látky kolem centrálního 

atomu (např. Ni, Co, Cu), který zde slouţí jako templát. Následně dochází ke spojování a 

tetramerizaci. Jako důkaz tohoto mechanismu opět slouţí identifikované intermediáty D
221

, 

E
221

 a F
222

 (obr. 13). Tento druh cyklizace však probíhá za drastičtějších podmínek, např. za 

varu ve výševroucích rozpouštědlech jako je dimethylformamid (DMF), 2-

dimethylaminoethanol (DMAE), chinolin
223

 anebo se výchozí látky taví přímo v trubici za 

přítomnosti katalyzátorů (močovina, molybdenan amonný). Jako výchozí látky se opět 

pouţívají dikarbonitrily, nebo častěji reaktivnější diiminoisoindoliny. 

Oba typy cyklizace jsou výrazně ovlivňovány pouţitými výchozími prekurzory, resp. 

jejich substituenty. Substituenty mohou na jedné straně zvyšovat reaktivitu reakčních center 

(nitrilových a iminových skupin) na druhé straně mohou při své objemnosti stéricky bránit 

tetramerizaci
214

.  
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4.2. Syntéza nesymetrických ftalocyaninů a jejich azaanalogů 

 

Na rozdíl od symetrických syntéz, kdy se pro cyklizaci jako prekurzor pouţívá pouze 

jedna látka, při nesymetrických syntézách spolu reagují minimálně dva prekurzory. Tyto 

prekurzory se mohou lišit pouze rozdílnou substitucí v postraním řetězci a základní skelet 

prekurzoru zůstává shodný, nebo se do molekuly makrocyklu zabudovává jednotka se  

strukturou zcela odlišnou od ostatních jednotek makrocyklu. Smyslem těchto nesymetrických 

syntéz bývá nejčastěji zavedení pouze jedné funkční skupiny do makrocyklu nebo sledování 

vlivu počtu jednotlivých substituentů na výsledné vlastnosti makrocyklu. Za tímto účelem se 

zavádí do molekuly také definovaný počet substituentů (-COOH, -OH, -NH2), které dovolují 

následnou konjugaci s jinými molekulami (PS třetí generace). 

Nevýhodou asymetrických syntéz je vznik řady vedlejších produktů, které se při reakci 

tvoří. Abychom získali poţadovaný produkt, musí po cyklizaci většinou následovat separační 

metody, nejčastěji chromatografické. Problém velkého počtu vedlejších produktů, a tudíţ i 

značné sníţení výtěţků, byl částečně odstraněn vyvinutím specifických metod syntéz 

Obr. 14 Moţné polohové izomery vzniklé cyklizací nesymetrického prekurzoru 

(R je libovolný postranní řetězec)  
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asymetrických Pc
224

. 

Pro úplnost je nutno dodat, ţe asymetrický makrocykl získáme i při cyklizaci jednoho 

substituovaného prekurzoru, který není symetricky souměrný. Tato reakce vede ke směsi 

polohových (konstitučních) izomerů (obr. 14). 

 

SSyynnttéézzaa  AA33BB  ffttaallooccyyaanniinnůů  

 

Ftalocyaniny sloţené ze tří jednotek A a jedné jednotky B lze získat několika postupy, 

které se výrazně liší jak reakčním schématem, tak specifitou vznikajícího produktu a mírou 

vzniku vedlejších produktů.  

 

Metoda statistické kondenzace 

Tento nejjednodušší mechanismus je odvozen ze syntézy symetrických Pcs, kdy 

dochází k cyklické tetramerizaci výchozích prekurzorů. Nesymetrické makrocykly vznikají 

cyklotetramerizací dvou různých prekurzorů podle obecného schématu: 

 

 

 

Z principu tohoto mechanismu vyplývá, ţe se jedná o neselektivní metodu, která 

poskytuje směs šesti produktů různě nakombinovaných prekurzorů A a B (AAAA, AAAB, 

AABB, ABAB, ABBB, BBBB). Sloţitost vzniklé směsi dokumentuje i to, ţe si můţeme 

navíc představit různé polohové izomery jednotlivých produktů, pokud se jedná o 

nesouměrný výchozí reaktant. Tuto směs látek je pak nutno rozdělit pomocí 

chromatografických metod. Separace produktu můţe být znesnadněna tendencí těchto látek k 

agregaci. Jedná se totiţ o molekuly s planárním uspořádáním, které snadno tvoří dimery. 

Tento problém lze částečně vyřešit zavedením vhodných (objemných) substituentů na 

periferii makrocyklu. Pro usnadnění separace výsledného produktu se preferuje pouţití 

takových prekurzorů, aby se vzniklý makrocykl A3B výrazně lišil svojí rozpustností nebo 
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chromatografickým chováním od dalších produktů reakce. Toho můţe být opět docíleno 

pouţitím vhodných periferních substituentů, např. terc-butylové skupiny, uhlovodíkových 

řetězců, dendritických substituentů
225

, kombinací alkyl- a  oligo(oxyethylen)- substitucí 

způsobující rozdílnost polarit a tedy i rozpustností
226

.  

I kdyţ se jedná o neselektivní metodu, lze pouţitím vhodného poměru mnoţství 

výchozích prekurzorů výrazně posunout reakci ve prospěch poţadovaného produktu A3B. Ze 

statistických propočtů vyplývá, ţe pro reakci dvou prekurzorů se shodnou reaktivitou se jeví 

jako nejvhodnější poměr 3:1. Teoreticky tak vznikne 33% A4, 44% A3B a 23% ostatních 

moţných produktů (A2B2, AB3, B4)
224

. 

Pouţijeme-li např. poměr 9:1, dojde sice ke zvýšení mnoţství A4 a sníţení zisku A3B, 

ale nevznikají téměř ţádné jiné produkty a poţadovaný produkt lze poměrně snadno 

izolovat
227

. V případě, ţe jsou k cyklizační reakci pouţity prekurzory s výrazně rozdílnou 

reaktivitou, je nutno tomu přizpůsobit poměr jejich mnoţství pouţitých pro cyklizaci
228

. 

 

Subftalocyaninová metoda 

Tato metoda přípravy Pcs typu A3B, kterou vyvinul Kobayashi a kol., je zaloţena na 

rozšíření kruhu subftalocyaninu (SubPc) jeho reakcí se sukcinimidem nebo derivátem 

diiminoisoindolinu (obr. 15)
229

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

V jádru SubPc dochází ke geometrickému pnutí, z toho důvodu se v přítomnosti 

diiminoisoindolinu snadno rozštěpí a diiminoisoindolin je následně včleněn do struktury 
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makrocyklu. Vzniká tak Pcs jehoţ struktura odpovídá typu A3B. Tato reakce je na rozdíl od 

předchozí metody vysoce selektivní a umoţnila přípravu Pcs, které byly dříve 

nedosaţitelné
229

. 

Tento mechanismus důkladně prozkoumali i T. Torres a kol. Zjistili, ţe výsledek 

tohoto postupu je značně ovlivněn podmínkami reakce. Expanze kruhu probíhá nejlépe, 

reaguje-li derivát diiminoisoindolinu v 6 – 9-ti násobném nadbytku oproti roztoku SubPcs 

ve směsi DMSO/1-chlornaftalen nebo dichlorbenzenu (1:4 aţ 4:1) nebo 

(dimethylamino)ethanolu, kdy se reakční směs míchá při teplotě 80 – 100°C po dobu 5 – 12 

hodin. Výtěţek se pak pohybuje mezi 3 – 90%
224

. 

I kdyţ se jedná o selektivní metodu, i zde vznikají vedlejší produkty, protoţe můţe 

dojít k částečné nebo úplné fragmentaci
230

 kruhu SubPc a následné statistické kondenzaci 

jednotlivých fragmentů poskytující směs všech šesti moţných derivátů podle obecného 

schématu: 

 

 

Výtěţek reakce můţe být zvýšen, pokud na SubPc naváţeme substituenty odtahující 

elektrony a na diiminoisoindolin substituenty poskytující elektrony
224

.  

 

Metoda s využitím pevné fáze 

Další selektivní metodu přípravy asymetrických Pcs vyvinul Leznoff
231

. Vhodně 

substituovaný ftalonitril (B) navázal na polymerní pevnou fázi. K tomuto nerozpustnému 

prekurzoru přidal odlišně substituovaný volný ftalonitril, čímţ získal A3B ftalocyanin 

navázaný na pevnou fázi (obr. 16). V reakční směsi současně vzniklý A4 lze snadno oddělit 

promýváním pevné fáze vhodným rozpouštědlem. Poţadovaný A3B Pcs následně odštěpil 

z polymerní fáze. Podmínkou této metody je přítomnost vhodné funkční skupiny k navázání 

na pevnou fázi a následné snadné odštěpení z pevné fáze.  
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SSyynnttéézzaa  AABBAABB  ffttaallooccyyaanniinnůů  

 

Jak jiţ bylo zmíněno výše, i tyto deriváty mohou být získány statistickou kondenzací a 

následně odseparovány ze směsi. Chromatografickou separaci těchto látek však znesnadňuje 

přítomnost jejich polohových izomerů AABB s velice podobnými, často naprosto shodnými 

chromatografickými vlastnostmi. 
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 Obr. 1: „Crosswised-Substituted Pcs“ Schéma přípravy ABAB ftalocyaninů 
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N

NH

TrO(CH
2
)nO

NH
2

N

NH

NH
2

iPrO

NH

N

N

NH

N

N

N
H

N
H

O(CH
2
)nOTr

OiPr

OiPriPrO

P

+

P

P =  pevná fáze

B

A

A3B

Tr  =  trityl

Obr. 17 Příprava ABAB ftalocyaninu 

N

NH

NH

N

Cl
Cl

Cl

NH

N

N

NH

N

N

N
H

N
H

R2

R2

R1
R2

R1
R1

A

B

ABAB

+



 52 

Byly proto vyvinuty specifické metody přípravy těchto látek. Touto problematikou se 

ve své práci zabývali např. Young a kol.
232

 (obr. 17). K reakci pouţili ekvivalentní mnoţství 

prekurzorů 1,3-diiminoisoindolinu (A) a 1,3,3-trichloroisoindolinu (B), reakce probíhala za 

mírných podmínek v přítomnosti baze a redukčního činidla. 

Jinou metodu uvádí ve své práci Leznoff
218

. Provedl reakci 1,3-diiminoisoindolinu (A) 

s 1H-isoindol-1,3(2H)-dithionem (B) v poměru 1:1 (obr. 18). Vznikl ABAB ftalocyanin se 

stopami dalších moţných Pcs. 
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SSyynnttéézzaa  AAAABBBB  ffttaallooccyyaanniinnůů    

 

Obdobně jako izomerní látky typu ABAB lze i tyto sloučeniny také získat statistickou 

kondenzací, ale s jiţ výše zmíněnými velice častými problémy se separací těchto izomerů. 

Leznoff a jeho spolupracovníci
233

 se zabývali i přípravou Pcs typu AABB. Pro jejich 

přípravu pouţili meziprodukt tzv. polovičního ftalocyninu (AA), který byl následně podroben 

reakci s jiným ftalonitrilem (B) za velmi mírných podmínek (obr. 19). Příprava stabilního 

meziproduktu vyţaduje pouţití ftalonitrilů se substituenty silně odtahující elektrony. Leznoff 

pouţil 4,5-bis(3,3-dimethyl-1-butyl)ftalonitril s LiOMe v prostředí metanolu.  

Kobayashi
234

 postupoval při syntéze Pcs typu AABB podobně. Vycházel z prekurzoru 

bis(ftalonitrilu) spojeného přes určitý řetězec (např. 2,2´-dihydroxy-1,1´-binaftyl), aby 

B 

B A 

A 

B A + 2 2 

Schéma přípravy AABB ftalocyaninů 

Obr. 18 Příprava ABAB ftalocyaninu 
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docházelo k pnutí v molekule. Tento prekurzor nechal reagovat s odlišně substituovaným 

ftalonitrilem, aby získal Pcs typu AABB ve výtěţku asi 20 – 25% (obr. 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 19 Příprava AABB ftalocyaninu dle Leznoffa 
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55..  DDOOSSAAŽŽEENNÉÉ  VVÝÝSSLLEEDDKKYY  

 

5.1. Komentář k dosaženým výsledkům 

 

Během našeho výzkumu jsme se snaţili odhalit vztahy mezi strukturou a 

fotodynamickým účinkem azaftalocyaninových makrocyklů. V prvním kroku našeho 

výzkumu jsme chtěli zjistit, jakým způsobem ovlivňují produkci singletového kyslíku 

heteroatomy, přes které jsou na makrocyklus navázané periferní řetězce (příloha 6.1.). Jako 

spojovací heteroatomy jsme pouţili atomy dusíku, kyslíku a síry, přes které byl na 

makrocyklus navázán alifatický řetězec (obr. 21). Z chemického hlediska jsme tedy 

substituovali 5,6-dichlorpyrazin-2,3-dikarbonitril 

alkylaminem, alkoholátem a thiolátem. U 

konečných produktů jsme měřili chemickou 

metodou produkci singletového kyslíku. Principem 

této metody je spektrofotometrické stanovení 

rozkladu 1,3-difenylisobenzofuranu (DPBF), který 

je scavangerem singletového kyslíku.  

Nejslabším producentem singletového 

kyslíku jsou alkylamino-substituované makrocykly, 

u nichţ je produkce doslova zanedbatelná. Naopak 

atomy kyslíku a zejména síry se ukázaly jako velmi 

vhodné spojovací řetězce, jelikoţ substituce těmito 

atomy měla za následek výrazně silnější produkci 

singletového kyslíku. Z těchto dvou atomů se pro 

další syntézy ukázal jako nejvhodnější spojovací atom síry, neboť kromě nejvyšší produkce 

singletového kyslíku v porovnání s měřenými atomy jsou alkylsulfanyl substituenty stabilní i 

při cyklizaci (narozdíl od alkoxy substituentů) a navíc u nich dochází k výraznému posunu 

absorpčního maxima k delším vlnovým délkám, coţ je pro pouţití ve fotodynamické terapii 

velmi důleţité. Všechny komplexy s centrálně chelatovaným atomem zinku vykazovaly 

vysokou produkci singletového kyslíku, na rozdíl od atomu hořčíku a zejména od 

bezkovových komplexů, které jsou obecně povaţovány za velmi slabé producenty 

singletového kyslíku. 
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V následující práci jsme se zaměřili na porovnání fyzikálních vlastností ftalocyaninů 

(Pc) a azaftalocyaninů (AzaPc) (příloha 6.2.). Jednalo se zejména o porovnání agregačních 

vlastností a produkce singletového kyslíku. Pro toto porovnání jsme připravili bezkovové, 

hořečnaté a zinečnaté komplexy Pc a AzaPc, které byly substituované buď osmi n-

oktylsulfanylovými skupinami (představují dlouhé alifatické řetězce) nebo osmi terc-

butylsulfanylovými skupinami (představují krátké ale objemné řetězce) (obr.22). Spojovací 

atom síry byl vybrán na základě dříve zjištěných vztahů mezi strukturou a účinkem (viz výše). 

Měření tvorby agregátů (charakterizované 

dimerizační konstantou) ukázala, ţe ftalocyaninové 

jádro má signifikantně niţší tendenci ke tvorbě 

agregátů neţ jádro azaftalocyaninové. Podle 

předpokladů se potvrdilo, ţe objemný substituent (v 

našem případě terc-butylsulfanylová skupina) 

inhibuje agregaci mnohem více neţ jednoduchý 

alifatický řetězec. Z pohledu produkce singletové 

kyslíku vyplývá, ţe obě jádra jsou víceméně 

rovnocenná. Jiţ z dřívějších měření se potvrdilo, ţe 

zinečnaté komplexy mají vysokou produkci 

singletového kyslíku na rozdíl od hořečnatých a 

zejména bezkovových, jejichţ produkce je minimální. Výhodou Pc je navíc posun 

absorpčního pásu k delším vlnovým délkám (o cca 50 nm). Na druhou stranu byl u těchto 

komplexů pozorován výrazný rozklad na světle („photobleaching“). 

 

Jednou z nevýhod ftalocyaninů a jejich 

analogů je špatná rozpustnost ve vodném médiu. 

Proto jsme se pokusili v dalším kroku zavést do 

makrocyklu skupiny, které by zvýšily jejich 

rozpustnost ve vodě (příloha 6.3.). Na základě 

získaných závislostí mezi strukturou a účinkem 

jsme připravili sérii zinečnatých komplexů AzaPc 

(příklad obr. 23), které se lišily poměrem 

objemných terc-butylsulfanylových substituentů 

(inhibice agregace, vysoká produkce singletového 

kyslíku, posun absorpčního maxima k delším 
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vlnovým délkám) a 2-diethylaminosulfanylových substituentů (moţnost zavedení kladného 

náboje do molekuly ve formě hydrochloridu nebo kvarterní soli). Statistickou kondenzací 

jsme připravili směs kongenerů (AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB, BBBB), které jsme 

separovali sloupcovou chromatografií, včetně izomerů cis (adjacent) a trans (opposite) (obr. 

23). Obecně tyto látky vykazovaly silnou adsorpci na silikagel, coţ výrazně stěţovalo průběh 

separace a z tohoto důvodu se nepodařilo kongener typu ABBB izolovat.  

U získaných produktů jsme následně měřili produkci singletového kyslíku a 

fluorescenční kvantový výtěţek. Pro měření jsme pouţili látky ve formě volných aminů a 

hydrochloridů a sledovali závislosti těchto veličin na pouţitém rozpouštědle 

(dimethylformamid, voda, HCl, fosfátový pufr). V době hodnocení těchto výsledků jsme se 

domnívali, ţe solvatace a protonace periferních terciárních aminoskupin (hodnota pH) silně 

ovlivňuje agregaci a zvyšuje tak produkci singletové kyslíku a fluorescenční kvantový 

výtěţek. V současnosti se však domníváme, ţe tento jev je způsoben mechanismem PET 

(„photoinduced electron transfer“)
235

. 

 

Z předchozích výsledků bylo mimo jiné patrné, ţe pouze kompletně ionizovaný 

makrocyklus je dostatečně rozpustný ve vodném mediu. Méně hydrofilní AzaPc jiţ nejsou 

tímto způsobem aplikovatelné – proto jsme se rozhodli lipofilnější struktury inkorporovat do 

unilamelárních lipozomů (příloha 6.4.). Pro inkorporaci jsme pouţili různě substituované 

zinečnaté komplexy AzaPc, které jsme povaţovali za velmi slibné z pohledu 

fotodynamických vlastností.  

Kromě lipofility pouţitých struktur je zásadním parametrem ovlivňující vlastní 

inkorporaci i tvorba agregátů. Makrocykly substituované objemnými skupinami (v našem 

případě terc-butylsulfanylová skupina) se inkorporovaly do lipozomů ve vysokých 

koncentracích v monomerní formě, coţ je pro vlastní fotodynamický efekt základní 

předpoklad. Naopak makrocykly substituované nerozvětvenými alifatickými řetězci (n-

oktylsulfanylová skupina), které inhibují agregaci podstatně méně, se inkorporovaly do 

lipozomů pouze ve velmi nízkých koncentracích v monomerní formě. 

 

Jednou z metod, jak zlepšit distribuci PS do nádorových tkání, je příprava tzv. 

fotosenzitizérů třetí generace. Fotosenzitizéry třetí generace jsou fotodynamicky aktivní látky, 

které se váţí na specifické nosiče (např. hormony, cukry, monoklonální protilátky atd.). Pro 

tyto konjugace se pouţívají různé druhy vazeb, např. esterová, amidická, thiomočovinová, 

atd.  
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Pro tento účel jsme připravili sérii AzaPc 

(hořečnaté, zinečnaté a bezkovové komplexy), které 

byly substituovány různými funkčními deriváty – 

volnou karboxylovou skupinou, jejím butylesterem 

a diethylamidem (příloha 6.5.). Jako druhý 

substituent jsme pouţili jiţ osvědčenou terc-

butylsulfanylovou skupinu - inhibice agregace, 

vysoká produkce singletového kyslíku, posun 

absorpčního maxima k delším vlnovým délkám 

(obr. 24). U všech komplexů jsme změřili produkci 

singletového kyslíku. Makrocykly s amidickou a 

esterovou vazbou se vyznačují mírně vyšší produkcí 

singletového kyslíku na rozdíl od volných 

karboxylových kyselin. Dá se tedy předpokládat, ţe 

kovalentní vazbou PS na nosič se jeho 

fotodynamická účinnost nezmenší. 

 

Na základě dříve získaných znalostí mezi strukturou a účinkem ve skupině AzaPc 

jsme se pokusili připravit kvalitní PS, které by byly pouţitelné jako fotosenzitizéry 3. 

generace (příloha 6.6.). Proto jsme připravili zinečnaté a hořečnaté komplexy (vysoká 

produkce singletového kyslíku) substituované šesti 

nebo sedmi terc-butylsulfanylovými skupinami 

(inhibice agregace, vysoká produkce singletového 

kyslíku, posun absorpčního maxima k delším 

vlnovým délkám) a jedním alifatickým řetězcem 

zakončeným karboxylovou skupinou, která 

umoţňuje konjugaci fotosenzitizéru s různými nosiči 

formou esterové nebo amidické vazby (obr. 25). Tyto 

komplexy jsme připravili statistickou kondenzací a 

ze vzniklých šesti kongenerů byl separován pouze 

typ AAAB s jednou funkční skupinou. Nejvíce 

ţádoucí je právě jedna funkční skupina, protoţe díky ní jsme schopni přesně a konkrétně určit 

charakter vzniklého konjugátu- na rozdíl od polyfunkčních makrocyklů.  

U zinečnatých komplexů byla potvrzena vysoká produkce singletového kyslíku, dobrá 
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rozpustnost ve většině běţných organických rozpouštědel, minimální agregace a dostatečný 

spektrální posun. 

 

Během našeho výzkumu jsme řešili zákonitosti, které bezprostředně nesouvisely 

s fotodynamickým efektem připravených látek. Odhalení těchto souvislostí nám ale umoţnilo 

hlubší pochopení chování AzaPc molekul a vztahů mezi strukturou a fyzikálními vlastnostmi 

zkoumaných sloučenin. 

Jedním ze zkoumaných vztahů byl vliv elektron-poskytujících a elektron-odtahujících 

skupin na produkci singletového kyslíku a 

fluorescenční kvantový výtěţek. Pro toto 

testování jsme připravili sérii zinečnatých 

komplexů AzaPc, které byly substituovány 

různým počtem terc-butylsulfanylových skupin 

(M+ efekt, inhibice agregace, vysoká produkce 

singletového kyslíku) a butoxykarbonylových 

skupin (M- efekt) (příloha 6.7.). Statistickou 

kondenzací jsme tedy připravili a vyizolovali 5 

kongenerů (AAAA, AAAB, AABB+ABAB, 

ABBB, BBBB). Izomerní komplexy typu ABAB 

a AABB (obr. 26) se nepodařilo oddělit a při testování se pouţívala jejich směs. 

S přibývajícím počtem elektron-odtahujících skupin klesá produkce singletového kyslíku a 

fluorescenční kvantový výtěţek. Na druhou stranu dochází díky konjugaci butoxykarbonylové 

skupiny k mírnému posunu absorpce k delším vlnovým délkám.  

 

Jiţ delší dobu jsou známy acidobazické 

vlastnosti ftalocyaninového skeletu. Doposud však 

nikdo nevěnoval pozornost acidobazickým vlastnostem 

jejich dusíkatých analogů – AzaPc. Je zřejmé, ţe 

zavedení dalších dusíkových atomů do makrocyklu 

povede k jiným acidobazickým vlastnostem a tyto 

vlastnosti jsme se rozhodli u těchto analogů porovnat 

pomocí UV-vis spektroskopie (příloha 6.8.).  

U obou analogů dochází k protonaci 

azomethinových můstků za přítomnosti silných kyselin 
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(obr. 27, N
6
, N

13
, N

20
, N

27
). K protonaci do prvního stupně jsme pouţili buď trifluoroctovou 

kyselinu (50 % roztok v tetrahydrofuranu (THF)) nebo H2SO4 (5 % roztok v THF) - 

protonace jednoho azomethinového můstku se projevuje sniţováním původního absorpčního 

maxima a vznikáním nového, k delším vlnovým délkám posunutého, absorpčního maxima. 

K protonaci do dalších stupňů (max. 4 stupně) je zapotřebí jiţ koncentrovanějších roztoků 

H2SO4 a paralelně vede k většímu rozkladů komplexů – poslední stupeň jiţ nebyl dostatečně 

potvrzen. U AzaPc makrocyklů docházelo navíc v 20 – 30 % roztoku H2SO4 v THF 

k protonaci i pyrazinových dusíků.  

Na druhé straně vykazují vodíky na dvou centrálních dusících uvnitř makrocyklu (obr. 

27, N
29

, N
31

) kyselé vlastnosti (pouze u bezkovových komplexů). Při pouţití silné organická 

báze (např. tetrabutylammonium-hydroxid) vzniká di-aniont, coţ se projevuje změnou spektra 

- dochází ke změně symetrie a spektrum je podobné kovovému komplexu. Stejnou změnu 

symetrie lze pozorovat i po rozpuštění bezkovových makrocyklů v pyridinu, kde však dochází 

při poněkud odlišném mechanismu ke tvorbě komplexů atomů vodíku na vnitřních dusících 

(N
29

, N
31

) s atomem dusíku v pyridinu. Kyselost těchto vodíků je navíc ovlivňována 

elektronovými efekty substituentů. 

 

Velkým nedostatkem AzaPc je jejich absorpce při nízkých vlnových délkách. Tento 

nedostatek je moţné odstranit rozšířením konjugovaného systému, například 

přikondenzováním nebo vloţením benzenového jádra do tetrapyrazinoporfyrazinového 

(TPyPor) systému (příloha 6.9.). Pro tento účel jsme připravili nový a snadno substituovatelný 

prekurzor – 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril. Nukleofilní substitucí diethylaminem 

jsme připravili stavební jednotku, kterou jsme nechali statistickou kondenzací reagovat 

s homologickou jednotkou 5,6-bis(diethylamino)pyrazin-2,3-dikarbonitrilem.  

Výsledkem byla směs šesti bezkovových 

kongenerů, které se lišily počtem vloţených 

benzenových jader do TPyPor systému. Díky 

objemným diethylamino skupinám, které silně inhibují 

agregaci i u rozšířených makrocyklů, jsme všechny 

kongenery oddělili, včetně izomerních cis (adjacent) 

(obr. 28) a trans (opposite).  

S přibývajícím počtem benzenových jader 

v makrocyklu se posunuje střed absorpčního maxima 

lineárně zhruba o 22 nm na kaţdé vloţené benzenové 
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Obr. 28 Struktura separovaného kongeneru  

typu AABB 
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jádro. U všech bezkovových komplexů jsme pozorovali různé typy štěpení absorpčního 

maxima vlivem rozdílné symetrie molekuly. Vloţením centrálního atomu (v našem případě 

atom zinku) opět došlo ke změnám symetrie, celkovému tvaru a posunu absorpčních maxim. 
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77..  SSOOUUHHRRNN  

 

Připravili jsme mnoţství různě substituovaných prekurzorů na bázi pyrazin-2,3-

dikarbonitrilu, ftalonitrilu a chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu, které jsme následně nechali 

různými postupy cyklizovat za tvorby makrocyklů. Všechny komplexy jsme separovali 

(pokud to bylo moţné), vyčistili a dostatečně charakterizovali. Takto jsme připravili několik 

sérií látek, na nichţ jsme sledovali vliv struktury (resp. strukturních obměn) na fyzikální a 

fotodynamické vlastnosti. Ze získaných závislostí vyplývá, ţe nejlepší fotodynamické 

vlastnosti mají zinečnaté komplexy azaftalocyaninů, které jsou substituovány objemnými 

skupinami vázanými na makrocyklus přes heteroatom síry. Tyto látky vykazovaly vysokou 

produkci singletového kyslíku, dostatečnou stabilitu na světle, maximum absorpce při vyšších 

vlnových délkách a velmi nízkou agregaci, která umoţňovala kvalitní inkorporaci do 

unilamelárních lipozomů. Na základě stejných závislostí jsme připravili fotosenzitizéry 

obsahující jednu funkční skupinu, které by mohly být pouţitelné jako fotosenzitizéry třetí 

generace. Vloţením 4 benzenových jader do tetrapyrazinoporfyrazinového makrocyklu jsme 

posunuli absorpční maximum aţ do oblasti kolem 750 nm, které je povaţováno za zcela 

optimální z hlediska fotodynamického efektu v ţivých tkáních.  

We have prepared a number of variously substituted precursors based on pyrazine-2,3-

dicarbonitrile, phthalonitrile and quinoxaline-2,3-dicarbonitrile. These substances formed 

macrocycles and each of them was separated (if possible), purified and sufficiently 

characterized. In this way were prepared several series of products which were used to 

elucidate the influence of structural changes on physical and photodynamical properties. We 

found out that the zinc complexes of azaphthalocyanines which were substituted with bulky 

groups binding to the macrocycle core via heteroatom of sulphur were the best from the point 

of view of photodynamical properties. These substances were characterized by high 

production of singlet oxygen, sufficient photostability, maximum absorption at longer 

wavelenght and poor aggregation which provides a high-quality incorporation into unilamelar 

liposomes. Based on aforementioned results we prepared photosensitisers containing one 

funtional group which could be possibly used as the third generation photosensitisers.  By the 

incorporation of four benzene cores into tetrapyrazinoporphyrazine macrocycle was the 

absorption maximum shifted to the range of app. 750 nm which is cinsidered as optimal from 
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the point of view of photodynamical effect in living tissues. 
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