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SEZNAM ZKRATEK

kyselina 5-aminolevulinova

,,age-related macular degeneration®, senilni makularni degenerace
azaftalocyanin

benzoporphyrine derivatives, benzoporfyrinové derivaty
1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-en

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

1,3-difenylisobenzofuran

,hematoporphyrine derivatives®, hematoporfyrinové derivaty
»intersystem crossing‘

,low-density lipoproteins®, LDL proteiny

,monoclonal antibody*, monoklonalni protilatka

ftalocyanin

,photodynamic therapy*, fotodynamicka terapie
protoporfyrin IX

fotosenzitizér

,reactive oxygen species

tetramethylsilan

tetrapyrazinoporfyrazin



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uvod

Fotodynamicka terapie (angl. photodynamic therapy, PDT) mize byt definovana jako
podani netoxického 1é€iva nebo barviva (angl. photosensitizer, PS) systémové, lokalné nebo
topicky nemocnému pacientovi nasledované ozarenim poskozeného mista svétlem vhodné
vinové délky, které v pritomnosti tkdnového kysliku vede k produkcei cytotoxickych agens a
nasledné¢ k bunééné smrti a tkanové destrukci. PDT pracuje na principu pfedani energie
absorbované PS molekularnimu kysliku, z né¢hoZ vytvafi reaktivni formy kysliku (angl.
reactive oxygen species, ROS) jako napf. volné radikaly a singletovy kyslik (obr. 1)*. ROS
nasledné napadaji okolni biomolekuly, dochazi k jejich oxidaci a poruseni zivotnich funkci
bunky, coz vede k smrti takto zasazenych bun€k. Tento relativné novy postup je jiz zaveden
do klinické praxe - kombinuje vysokou tc¢innost na nadorové bunky se selektivnim zasahem
na postizené misto. V soucasnosti se tato terapie pouZiva zejména pro 1é€bu nadorovych
onemocnéni, v oftalmologii (AMD)? a dalich indikacich (viz dale).

Pocatky pouzivani této lécebné metody se vztahuji uz na zacatek 20. stoleti, kdy
nektefi badatelé 1é¢ili rakovinu kiize pomoci barviva (v té dob¢ nejcastéji eosin) a svételného
zafeni®. A&koliv se Jiz v této dobé zacaly pouZivat ve stejné aplikaci 1 hematoporfyrinové
derivaty® (HpD), aZ do Sedesatych let minulého stoleti bylo jen malo zaznami® o selektivni
lokalizaci téchto sloucenin v nadorech a regresi onemocnéni po ozareni svétlem.

HpD po svém objeveni Schwartzem v roce 1955 vyvolaly intenzivni z4jem o oblast

PDT a tento zijem byl vyrazné podpofen

prikopnickymi studiemi jak v zakladnim

Tkanovy ) 6 )
kyslik vyzkumu Lipsonem a Baldesem’, tak i v
Fotosensitizér o L 7.9
(excitovany stav) klinické aplikaci Doughertym a kol ™.
1‘ Céste¢né &istény preparat HpD byl pod nazvem
Svétlo — . L . :
5 | Fotosensitizér ROS Photofrin® regulérng schvalen v roce 1993 jako
(zakladni stav)
¢ prvni PS pro 1écbu riiznych druhti rakoviny v
Bunséng | Mnoha statech, v€etné USA. Tento preparat ma
foxiclta |y sak pomérmné dost nevhodnych vlastnosti,

Obr. 1 Zjednoduseny princip PDT



véetné dlouhodobé kozni fotosenzitivity trvajici i nékolik tydna'®, nizkou nadorovou
selektivitu', slabou svételnou penetraci do nadoru diky nutnosti pouZiti svétla relativng
kratké vlnové délce (630 nm)12 a navic vSe komplikuje skute¢nost, ze se jednd o smés
neurcitych struktur™.

V poslednim desetileti bylo provedeno mnoho prace ve vyvoji novych PS* > a v
soucasnosti je zde Siroka Skéla potencidlnich PS vhodnych pro PDT. Nékteré PS se ptipravuji
jednoduchou parcidlni syntézou vychazejici z pfirodnich piedlohovych struktur, jako jsou
napt. hem, chlorofyl, bakteriochlorofyl atd. Tento zpusob pfipravy je Casto ekonomicky
vyhodnéjsi a také Setrnéjsi k zivotnimu prosttedi ve srovnani se slozitou totalni chemickou
syntézouls.

SoubéZzné s chemickou ptipravou novych PS je v€novano velké Gsili 1 vyvoji novych
svételnych zdroji. NejCastéji se pouzivd laser (polovodiCovy nebo laditelny ve viditelné
oblasti spektra) anebo se pouzivaji xenonové vybojky v kombinaci s filtry pro pfislusné
vinové délky'’. Pokrok ve znalostech tkafiové optiky ndm umoznil vyrazné zlepSeni v
planovani 1écby a predvidani okolnosti, za kterych se svétlo it cilenou tkdni nebo organem,
coz samoziejmé vede k optimalizaci klinického pfistupu. RozliSeni riznych druhd tkéni z
hlediska odlisnych optickych vlastnosti ndm umoznuje pochopit mechanismy a situace, pii
kterych vyrazné kolisa mnozstvi absorbovaného a rozptyleného svétla.

Skutecnost, Ze vétSina PS je fotochemicky aktivni a zaroven ma schopnost
fluorescence, nam poskytuje dalsi strategie v PDT. Tyto techniky se n¢kdy oznacuji jako
foto(dynamické) detekce nebo diagnosy. Ty ndm umoznuji detekovat jinak neviditelné
onemocnéni jako dysplazie, mohou zvyraznit ohrani¢eni nadoru, nebo jinych onemocnéni v
oblastech dosaZitelnych endoskopicky (napf. jicen, bronchy, tlusté stfevo atd.). Dalsi vyhodu
fluorescence predstavuje moznost jeji kvantifikace a tim padem i zkvalitnéni terapeutického
zasahu. Napftiklad fluorescencni méfeni nam pomaha zjistit aktualni mnozstvi PS ve tkani,
diky ¢emuz miizeme zvolit vhodné ozafovaci parametry. Métfeni fluorescence nam takeé
vypovidad o tzv. ,,photobleachingu® (viz str. 13) PS ve tkani, coz mize byt za urcitych
okolnosti ukazatel optimalniho zavrSeni 1écby.

Pfi raciondlnim vybéru z nescetné tfady dostupnych PS a svételnych zdroji musime
brat také v potaz dalsi aspekty, napt. chovani PS pfi ozareni nebo vlastni interakce mezi PS a
savéimi bunkami ve tkanové kultufe. V poslednich letech doslo k ohromnému rozvoji a
ziskani védomosti na poli bunééné biologie zejména v oblastech signalnich transdukénich
mechanism, transkripénich faktord, regulace bunéného cyklu, zdnétu a bunécné smrti. Cely

mechanismus, jak PDT ovliviiuje bunééné pochody, je siln¢ urCovan lokalizaci PS v burice.



Subcelularni lokalizace je fizena chemickou strukturou PS (molekularni hmotnost, lipofilita,
amfifilita, ndboj, vazba na proteiny), koncentraci PS, inkubacni dobou, koncentraci séra a
fenotypem cilovych bun¢k.

V Kklinické praxi je v soucasnosti fotodynamicka lécba predevSim pouzivana pro
paliativni feSeni malignich endobronchidlnich a ezofagealnich obstrukci, v terapii karcinomu
mocového méchyte, koznich a mozkovych nadorti. Dale je PDT doporucovana jako
adjuvantni intraoperacni postup pii chirurgickém feseni rozsahlych tumori riiznych systému.
Nejcastéji je PDT pouzivana v terapii nadort a premalignich 1ézi oblasti hlavy a krku, protoze
se jednad o metodu, ktera je méné agresivni nez chirurgicky zékrok a radioterapie.V piipadé
Casnych stadii nadorového onemocnéni se uspé$nost terapie pohybuje mezi 70 - 80 %
pfipadd. V orofacidlni oblasti jsou timto zplisobem léCeny napt. karcinomy dutiny ustni,
nasofaryngu, orofaryngu, laryngu, glanduly parotis, ale napf. i o¢ni tumory. V dermatologii se
PDT pouzivé naptiklad u spinocelularniho karcinomu, Kaposiho sarkomu, koznich metastaz
karcinomu prsu. Pomoci PDT byla také uspésné 1é¢ena primarni stadia karcinomu plic,
zaludku, tumory genitalii, kolorektdlni tumory, karcinomy mocového méchyie i nddory hrdla
délozniho. Jinou oblasti aplikace je 1écba senilni makuldrni degenerace, kterd ma primarni
postaveni v pii¢inach ztraty zraku u lidi zapadni civilizace straich 50-ti let. V Ceské
republice se tato metoda s aspéchem pouziva jiz nékolik let.

Dalsi terapeuticky smér, ve kterém je PDT vyuzivana, souvisi s tzv. CiSténim (tzv.
purging®) kostni dfend. Jako fotosenzitizéry jsou nejéastdji pouzivany Photofrin®,
benzoporfyrinové derivaty (BPD) a Merocyanin 540 (MC 540). Pomoci PDT jsou tak
odstraniovany leukemické bunky z autolognich §tépt kostni dfené. Dalsi vyhodou této metody
je, Ze PS se odstrani z kostni dfené pted reinfuzi, takze nedochazi k systémové fotosenzitizaci.

PDT se zacina vyuzivat i u nékterych nemalignich onemocnéni, napiiklad u kardio-
vaskularnich aterosklerotickych zmén a revmatoidni artritidé. Ve stadiu preklinického
vyzkumu je vyuziti antivirového efektu PDT, proti HIV - | viru, herpes simplex viru —typ | a
Il (HSV - 1, HSV - 2) a cytomegaloviru (CMV). V této oblasti se fotodynamicky efekt
s uspéchem vyuziva také pii eradikaci bakteridlnich infekci, zejména riznych rezistentnich
kment'® %,

Karcinogenni ani mutagenni G¢inky PDT nebyly zaznamenany, coZ je povazovano za
hlavni pfednost ve srovnani s chemoterapeutickymi a radioterapeutickymi postupy v
onkologii. Vzhledem k malé systémové toxicité celkové podavanych fotoaktivnich latek Ize
PDT bezpecné opakovat, je-li to nezbytné. Pii zdkroku neni nutnd anestézie, nedochazi ke

ztratdm krve, také pooperacni bolestivost ozafen¢ho mista je piijatelnd. Hlavnim vedlejSim



ucinkem PDT je kozni fotosenzitivita. Bézné fotoprotektivni prostfedky zde nejsou ucinné,
ponévadz akéni spektrum této fototoxicity je ve viditelné oblasti spektra. Vyvoj tedy smétuje
k syntéze novych fotoaktivnich derivatl s omezenou systémovou fototoxicitou pii zachovani

vysoké terapeutické ucinnosti.



2.2.  Princip PDT

2.2.1. Fotochemie

Fyzikalnim zdkladem PDT je aktivace fotosenzitizéru svétlem vhodné vinové délky.
Vinova délka svétla aktivujiciho PS je pro pouziti PDT velice limitujici. Svétlo o nizSich
vlnovych délkéach pronika zivymi tkanémi pouze do hloubky nékolika milimetrt (obr. 2) a
zasazend oblast je velice mala®. PHi nizsich vinovych délkach dochéazi k pohlcovani svétla
endogennimi chromofory, jako je napf. hemoglobin. 1toto je jeden z divodd, proc¢ se
pfipravuji nové PS. Pivodné do terapie zavedend sodnd sul porfimeru (Photofrin®) totiz
kromé jinych nezadoucich vlastnosti méa také velice nizkou maximalni vlnovou délku
vhodnou pro aktivaci — 630 nm. Optimalni rozpéti vinovych délek se pohybuje v oblasti 680—

800 nm (obr. 2). Dalsi zvySovani nad 800 nm pak jiz neni pfili§ ucelné z hlediska nizké

energie zafeni, jeZ nemusi dostacovat k u¢inné aktivaci PS.

zivymi tkanémi. Pfi nizsich
vilnovych  délkach  svétlo
pronikd pouze do hloubky
nm 800700 G600 500 400 né€kolika milimetra, coz
— omezuje S§ifi terapeutického
Membrana zasahu. Z hlediska PDT jsou
optimalni vinové délky
v oblasti asi 680-800 nm

I Obr. 2 Prostupnost svétla

Krev .
Arterie *

6 mm

Po absorpci svételného kvanta se PS transformuje ze zékladniho singletového stavu
(So) do velice kratce trvajiciho (v jednotkach nanosekund) excitovaného singletového stavu
(S1)! (obr. 3 — modifikovany Jablonského diagram). Tento stav trva velice kratce na to, aby
umoznil efektivni interakci s okolnim prostiedim a vzhledem k tomu se ptredpoklada, ze
zanedbatelné ovliviiuje fotodynamickou aktivitu PS. Z této energetické hladiny se PS miize
uvolnit nékolika zpﬁsoby22 zahrnujici procesy jak radia¢ni (fluorescence), tak neradiacni
(vnitini konverze a tzv. ,intersystem crossing*).

Pii vnitini konverzi dochazi ke srdzkdm s molekulami rozpoustédla a k uvolnéni

energie ve form¢ tepla. Néktefi autofi povazuji tento proces také za jeden z dilezitych pfi
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vlastnim G&inku na buiiky?®. Dokonce se v této souvislosti hovoii 0 novém typu 16¢by tumori,
tzv. fototermalni terapii (PTT - phototermal therapy)®. Fototermalni proces vyjadiuje
tendenci absorbujiciho PS uvolnit svoji excitani energii pies rychlou kaskadu vibrac¢nich
stavl,, jejichz vysledkem je zvySena kinetickd energie okolni matrice, tj. dochazi k
silnému lokalnimu zahiivani. Teplota exponovaného mista miize dosédhnout az 130 °C*. Za
téchto podminek dochézi k vyparovani molekul vody, coz zplsobuje rdzovou vinu, ktera se
Sifi pies biologické médium a zplsobuje mechanické a chemické zmény v biologickém
systému%. Pouziti silnych laserovych pulsii umoznuje absorpci dalSich fotonti, diive nez
teplotni maximum klesne zpét na teplotu okolni tkané. Tyto podminky vytvareji intenzivngjsi
razovou vinu a vedou k postupnému zniceni bunécnych a tkanovych komponent. Tyto efekty
mohou byt jeSté vice zvyraznény pii vysSich koncentracich kvalitniho chromoforu
lokalizovaného ve vhodnych bunéénych kompartmentech. V poloving devadesatych let byly
jiz zvetejnény prvni uspésné pokusy pii 1écbeé rakovinnych 1ézi pomoci indocyaninové zelené
aktivované laserem emitujici blizké infradervené zafeni?” %%

Procesem ,,intersystem crossing* (ISC) se PS dostava do svého tripletového stavu
(T1). Vzhledem k tomu, Ze pfi ISC dochazi k inverzi spinu jednoho elektronu (il je to proces
»Spinem-zakéazany*) je daleko mén¢ preferovany nez tzv. ,,povolené* procesy. OvSem dobry
PS prochéazi timto procesem s vysokou pravdépodobnosti, coz je podstatné pro vlastni
fotodynamickou aktivitu. Tento stav je pomémé dlouho trvajici (mikro az milisekundy)
vzhledem Kk tomu, ze pfechod T1 — Sp je také proces ,,spinem-zakazany“ a poskytuje tim
dostatek Casu k interakci s okolim. DileZitou vlastnosti PS jsou tim padem tzv. ,triplet state
quantum yield“ (@71) (kvantovy vytézek tripletového stavu) a ,triplet state lifetime* (zr)

(doba, po kterou je schopen PS se udrzet ve stavu Ti), které charakterizuji i¢innost dané¢ho

yy 1. Absorpce svétla

2. Fluorescence

! 3. Vnitini konverze

. "intersystem crossing"

Energie

5 6 5. Fosforescence

6. Fotoproces typu 11

s, A4 7. Fotoproces typu |

Obr. 3 Modifikovany Jablonského diagram
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PS. Z ptedchoziho samoziejme vyplyva, Ze ¢im jsou tyto hodnoty vyssi, tim je PS kvalitné;si.
Typické PS, jeZ se zkoumaji v PDT maji hodnoty &1 = 0,2-0,7%° a zr > 500 ns*°.

Ze stavu T; se PS mize uvolnit opét nékolika cestami. Prvni cestou je vyzatreni fotonu
ve formé fosforescence (obr. 3). Dalsi dva procesy jsou jiz vlastnim zékladem PDT. Miizeme
je rozdélit na tzv. fotoproces typu I a II. Oba fotoprocesy se objevuji souc¢asné a pomér mezi
nimi je siln¢ ovlivnén pouzitym PS, substratem a koncentraci kysliku. VSeobecné se pfijima,
ze fotoproces typu II, pfi némz vznika singletovy kyslik, je zejména odpovédny za vlastni
fotodynamicky G&inek?* 3,

K fotoprocesu typu | dochazi hlavné za

, - 4 be . PS4+ X — PSS + X
podminek snizené koncentrace kysliku. Pfi uphie PS" + 0, — PS + O,
anoxii reaguje excitovany fotosenzitizér (PS’)

y o , PSS+ X — PSS + X
pifimo s okolnim biologickym substratem (X), X+ 0, — X + Oy
dochazi  kpienosu elektronu za  vzniku — X0

oxidovaného substratu (X') a redukovaného . .

Obr. 4 Reakce probihajici pfi fotoprocesu typu I
fotosenzitizéru (PS") (obr. 4). Za hypoxie muze
PS" reagovat dal skyslikem =za produkce
superoxidového aniontu (O, ) (obr. 4), ktery poskytuje reaktivni hydroxidovy radikal (OH"),
jez se dale vyrazné Gicastni na oxidaci biomolekul®’. P¥ipadn& dochézi prenosem elektronu jiz
v prvnim kroku k tvorbé radikald (X') z biologického substratu (X) nebo okolniho
rozpoustédla. Tyto pak mohou reagovat pfimo s kyslikem a poskytovat napt. superoxidovy

anion nebo zafixovat zménu v biologické molekule jeji oxidaci (X0)%.

Pti vysSich koncentracich kysliku pfevazuje

(o N— (o S
4 4 A prenos energie na zakladni (tripletovy) stav
T[sz — — 7'[2py TEsz — — any*

molekularniho kysliku (0,) (fotoproces

Energie
—>
<4—
—>
4_
—>

B
—>
4_

— T typu Il). U ného pak dochazi opét k inverzi

5 l s, l spinu jednoho z vngjsich elektront a tvorbé

P

. silng¢ reaktivni formy singletového kysliku
O 'O
‘ ‘ (*O,) (obr. 5). Doba Zivota O, je riizna a lisi
Obr. 5 Modely molekulovych orbitalt tripletového a

singletového kysliku se V zavislosti na prostfedi, ve kterém se

nachazi (voda 2-4 pus®® *, lipidy 50—
100 ps’, organické rozpoustédla 10-100 us*? a okolo 0,6-0,04 ps v biologickém prostiedi™ **).
I kdyZ se hodnoty doby existence ‘O, ziskané z biologického prostiedi siln& 1i§i vzhledem
k velice $patné detekci, autofi se shoduji, Ze 'O, neni schopny penetrovat hloubgji nez je

ptiblizné¢ Sitka lipidové bunééné membrany, maximaln¢ do vzdalenosti velikosti
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subcelularnich organel. Tim je prakticky zaruceno, ze pfimym ucinkem PDT budou usmrceny
pouze bunky obsahujici PS. Spolecné s urcitou selektivitou kumulace v nadorové tkéani a
ozafenim pouze specifikovaného mista toto umoznuje velice presn¢ lokalizovany zasah.
Reaktivni singletovy kyslik napada okolni biornolekuly34 (zejména molekuly obsazené
vV membranach, cholesterol, nenasycené mastné¢ kyseliny, dile DNA a aminokyseliny
tryptofan, methionin a histidin) bud’ oxidaci nebo cykloadici (obr. 6). Takto modifikované pak
pfestavaji plnit svou biologickou funkci a dochazi k poskozeni bunky, ptipadné az k jeji smrti.
U DNA dochazi pii fotoreakci typu II k napadeni cykloadici selektivné pouze guaninové baze
za vzniku dvou pievazujicich produktd® (obr. 6), na rozdil od fotoreakce typu I kdy

hydroxylovy radikal napada bez selektivity viechny baze®.
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Obr. 6 Oxidace biomolekul singletovym kyslikem
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2.2.2. Svételna dostupnost

Ptredvidani prostorové distribuce svétla do cilovych tkani je dilezitd podminka pro
spravné fungovani PDT. Svétlo je pii prichodu tkdni rozptylovdno nebo absorbovéano a
rozsah téchto jevl zavisi na vinové dalce pouzitého svétla a typu tkané. Tkanova optika
zahrnuje méfeni prostorové distribuce v zavislosti na case a velikost distribuce do
jednotlivych tkanovych struktur a jejich absorpcni a rozptylovaci schopnosti. Tomuto pfistupu
se dava piednost, jelikoz biologickd tkan neni homogenni (makromolekuly, bunécné
organely, intersticialni vrstvy atd.) a tyto nehomogenity mohou zptsobit zmatenost vysledki.
Mnohondsobny rozptyl v zakaleném médiu vede k rozprostfeni svételného paprsku a ztraté
smérovosti. Naopak absorpci tkan€ zpisobuji nejvice endogenni tkanové chromofory jako
hemoglobin, myoglobin nebo cytochromy. Kompletni charakterizace svételného transportu ve
tkani je nelehkd otdzka — pfesto bylo navrzeno n¢kolik pfistupli s rliznym stupném
aproximace. Snaha o vytvofeni modelu svételného transportu vyzaduje presné hodnoty
do vétsiny tkani a m&ii se v ps (pro mékké tkané se pohybuje v rozmezi 100 — 1000 cm™).
Absorpce je spiSe méné dulezitd a méii se v pa (rozmezi 0,1 — 5 cm™ pro vinové délky
zeleného a vzdalengjSiho spektra). Tieti parametr nezbytny pro definovani optickych
vlastnosti tkané je anisotropicky faktor, ktery udava smér rozptylu svétla a pro jehoz vypocet
se pouzivaji rizné matematické modely. Kombinace absorpce pii nizSich vlnovych délkach
dilezitymi tkanovymi chromofory (oxy a deoxyhemoglobin a melanin) spolu s rozptylem
svétla pfi vySSich vlnovych délkach a vyskytem absorpce vody pii vinovych délkach
ptresahujicich 1300 nm vedla k zavedeni tzv. ,,optického okna“ ve tkani (obr. 7). Ve PDT to
znamena, ze primérna efektivni hloubka penetrace (intenzita je zredukovéana na cca 37 %) se
pohybuje mezi 1 — 3 mm pii 630 nm (vlnova délka pouzita pii klinickém pouziti Photofrinu®),
zatimco pro vinovou délku 700 — 850 nm je tato penetrace priblizné dvojnasobna.

Tato skutecnost vede k vyvoji PS absorbujich pii delSich vinovych délkach, jako jsou
napf. naftalocaniny® nebo bakteriochloriny®. Absorpce svétla vlastnim PS mize také
limitovat svételnou penetraci do tkdn€. Tento fenomén se oznacuje jako samostinéni (z angl.
,self-shielding®) a je typicka zv14§ts pro silng absorbujici PS®.

Vétsina PS je nachylna k fotodestrukci béhem svételné expozice a tento proces se
nazyva ,,photobleaching“*’ neboli vyblednuti. Ve fotobiologii a fotochemii je photobleaching
definovan jako ztrata intenzity absorpce ¢i emise zpusobend svétlem. U barviv dochazi

pusobenim svétla k chemickym zménam (at’ uz fotoadici, fotocyklizaci, ireverzibilni
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fotoredukei nebo nejéastdji oxidaci)®, v jejichz disledku dochézi k naruseni chromoforu.
Jsou znamy dva typy ireverzibilnich chemickych zmén, fotomodifikace a tzv.“pravy
photobleaching®.

Pii fotomodifikaci dochazi ke ztraté absorpce nebo fluorescence pii urcité vinové délce,
avSak chromofor zlistavd zachovan v modifikované formé.

Pti pravéem photobleachingu je chemicky zasah hluboky a chromofor se rozpada na
malé fragmenty, jez nemaji vyznamné;jsi absorpci ve viditelné oblasti.

Disledkem pro PDT (dochazi vétSinou k pravému photobleachingu) je to, ze PS uz poté
neabsorbuje svétlo, kterému je tak umoznéno proniknout do hlubsich vrstev. Na druhou stranu
oviem rozloZeny PS je jiz neaktivni a nemiiZe vykazovat 7adné cytotoxické vlastnosti®.
Photobleaching se miiZze také podilet na rychlej$im vylucovani PS z téla diky jeho rozkladu

v kiizi (obr. 7)*.
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2.3.  Fotosenzitizéry

2.3.1. Obecné vlastnosti

Fotosenzitizéry (PS) jsou latky schopné absorbovat svétlo specifické vinové délky a
transformovat jej na uziteCnou energii. V piipadé PDT toto zahrnuje v kone¢né fazi produkci
letalnich cytotoxickych agens. Existuji stovky ptirodnich i syntetickych barviv, jez mohou
fungovat jako PS v PDT. Kli¢ovou charakteristikou kteréhokoliv PS je jeho schopnost
preferenéni kumulace v nemocné tkani s naslednou produkei cytotoxickych produkti a
indukei pozadovanych biologickych efekta®, i kdyz v posledni dob¢ lze problém cilené
distribuce PS do poZadovanych tkani obejit nékolika zplsoby (lipozomy, konjugace
s biomolekulami, aj.).

Obecné se da fict, ze naprosta vétSina PS momentalné pouzivanych nebo testovanych
v PDT je zaloZzena na porfyrinovém cyklu (latky podobné chlorofylu nebo barevné c¢asti
hemoglobinu). Vzhledem k tomu, Ze doposud nejrozsitené;jsi a nejpouzivangjsi PS — sodna sul
porfimeru - ma zna¢ny pocet vedlejSich ucinktt a pro PDT nezadoucich vlastnosti, byl
vyzkum zaméifen na nové typy PS. Byly formulovany urcité vlastnosti idealniho PS, a 1 kdyz
je naprosto ziejmé, ze zadna z latek se nemlze za idealni povazovat, Ize u novégjSich latek

hovofit alespoii o ur¢itém ptibliZzeni se onomu idedlnimu PS.

Viastnosti idedlniho fotosenzitizéru:

e Minimalni toxicita ve tm¢ a jiné nezddouci uUCinky béhem podani (napf.
hypotenze nebo alergické reakce). PS by mél byt toxicky pouze po ozareni

svétlem vinové délky vhodné pro jeho aktivaci.

e Kbvalitni spektralni vlastnosti — absorpce pii delSich vlnovych délkach, kdy je
penetracni schopnost svétla do zivé tkané maximalni (650 — 800 nm). Pfi
kratSich vlnovych délkach (< 650 nm) je tato hloubka penetrace piili§ nizka,
pii delSich vinovych délkach (> 800 nm) nemaji fotony dostatecnou energii,
aby aktivovaly PS Kk produkci singletového kysliku. Vhodny je také vysoky
molarni absorpéni koeficient (> 30 000 M™cm™) - diky nému se sniZuje davka

PS nutné k dosazeni pozadovaného efektu.

e Selektivni kumulace — PS by mél vykazovat vyrazné¢ zvySenou kumulaci
v nadorov¢ tkani oproti jinym tkanim.
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e PS by mél byt chemicky c¢istd sloucenina konstantniho sloZeni s dostatecnou

dobou uchovatelnosti.

e Rozpustnost ve vodé¢ nebo v jinych neSkodnych svodou misitelnych
systémech. Nevhodna je nadmérna agregace v biologickych systémech, ktera

redukuje fotochemickou uc¢innost PS.

e Farmakokinetickd eliminace by méla byt dostatecné rychld, v optimdlnim
piipadé méné nez jeden den, abychom se vyhnuli prolongované kozni
fotosenzitivité a tim padem i nezbytné protisluneéni ochrané pacienta. Setrny

K pacientovi a také zna¢né levné&jsi je minimalni interval mezi podanim PS a

ozarenim.

e Kvalitni fotochemické vlastnosti a dostate¢na produkce singletového kysliku.
Na druhou stranu jsou nevhodné neptfiméefené silné aktivni PS, jelikoz mizeme
snadno piekrocit 1é¢ebnou davku a tim padem netimérné poskodit 1é¢enou

tkan.

VétSina klinicky 1 experimentalné pouzivanych PS je odvozena od tetrapyrrolického
aromatického jadra, které se bézné nachazi v pfirozenych pigmentech jako je hem, chlorofyl
nebo bakteriochlorofyl. Tato tetrapyrrolickd jadra bézné absorbuji v Sirokém pasu okolo 400
nm (n€kdy se téz oznacuje jako Sorretliv pds) a v uzsim vzdalenéjSim pasmu nazyvaném jako
Q pas. Pfirozené se vyskytujici porfyriny jsou plné¢ konjugované a li§i se v poctu a typu
perifernich substituentli, zejména karboxylovych skupin (uroporfyrin ma 8 karboxylovych
skupin, koproporfyrin 5 a protoporfyrin 2). U porfyrinti se Q pas pohybuje v oblasti okolo 630
nm a byva pomérné¢ maly. Redukci dvojné vazby v pyrrolickém jadie porfyrint vznikaji
chloriny (obr. 8). Redukci jedné dvojné vazby dochdzi paradoxné k posunu absorpcniho
maxima Q pasu k del$im vlnovym délkam (650 - 690 nm) a jeho n€kolikandsobnému zvySeni
— oba tyto faktory jsou velmi
vyhodné pro PDT. Redukci dalsi
dvojné vazby ziskame
bakteriochloriny, coz vede k dal$imu
posunu Q pasu do Gervené oblasti A A
spektra a opét ke zvySeni tohoto porfyrin chlorin bakteriochlorin

pasu. Bakteriochloriny se ukézaly
Obr. 8 Zakladni skelety fotosenzitizért

jako efektivnéj$i PS nez chloriny, s riznym poctem dvojnych vazeb
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ale vzhledem k malému poctu zastupct této skupiny a zejména vzhledem k problematické
stabilit¢ ptfi uchovavani, se az na vyjimky nepfedpoklada jejich praktické vyuziti. Tyto
zékladni makrocykly slouzi i1 jako pifedlohy jinych odvozenych struktur, napf. purpurint,
feoforbidli, pyrofeoforbidii, feofytini a forbind, které jsou také zkoumany z hlediska vyuziti

v PDT#,

Typy fotosenzitizérii

V soucasn¢ dobé znamé PS lze rozdélit zhruba do tii generaci. Prvni generaci tvofi
pouze HpD a vyznacuje se nékterymi nevyhodnymi vlastnostmi, kvtli nimz byly pfipraveny
latky generace druhé. Kromé latek odvozenych od porfyrini sem patii i latky jinych
chemickych struktur. Treti generaci tvoii PS generace druhé spojené s nékterymi

biomolekulami, umoZznujicimi tak cilengjsi biodistribuci v téle.

2.3.2. Prvni generace

porfimer sodny (HpD, Photofrin®, Photogem® Photosan® Photocarcinorin®,
Haematodrex®, PhotoBarr®)

HpD je smé&s produkti vzniklych pfipravou z hematoporfyrinu izolovaného nejprve
Z hemu (barevné ¢asti hemoglobinu). Hem se zbavuje centralniho atomu zeleza plisobenim
HBr v kyselin€ octové. Béhem tohoto procesu dochézi k adici HBr na periferni dvojné vazby,
avSak béhem dalsiho kroku dochazi ve vodném prostiedi k odsStépeni atomu bromu za vzniku
vlastniho hematoporfyrinu (obr. 9). Ten se ze zacatku pouzival také jako PS, avSak pozdéji
bylo zjisténo, Ze ne samotny hematoporfyrin je odpovédny za vlastni PDT efekt, nybrz Ze to
jsou oligomerni frakce, které vznikaji pii izolaci z krve®™. Tyto frakce byly Schwartzem
pozdégji obohaceny na tukor monomert*® pusobenim kyseliny sirové v prostiedi kyseliny
octové a naslednou neutralizaci hydroxidem sodnym. Toto vede ke sloZité smési dimeri a
oligomert, jejichz jednotky jsou pospojovany bud’ esterovymi nebo éterovymi vazbami. Tato
smés byla dale Castecné vyciSténa pomoci gelové chromatografie a stala se zakladem
porfimeru, jeZ je ve formé sodné soli obsazen v p¥ipravku Photofrin®. Ten byl vyvinut firmou
QLT PhotoTherapeutics (Vancouver, Kanada) a poprvé zaveden k 1é¢bé rakoviny mocového
meéchyfte v roce 1993 v Kanad¢ jako prvni latka v PDT.

Porfimer ma ovSem né¢kolik nevyhodnych vlastnosti. Za prvé je to velice nizka vlnova
délka vhodna pro aktivaci — 630 nm — a velice nizky extinkéni koeficient pii tomto maximu

(1170 M™cm™), a proto je potieba vysokych davek jak PS, tak svétla. Dale i po vy&isténi se
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stale sestava ze smési asi 60 latek a tudiZ je velice slozité reprodukovat presné jeho slozeni®’,
Také vychytavani v nadorech neni pfili§ selektivni a jeho vysoké koncentrace lze nalézt
Vv jatrech, ledvinach, slezin¢ a zejména kazi®. V kizi pak pfetrvava az 6 tydnii, coz zpiisobuje
dlouhodobou fotosenzitivitu a pacienti nesmi pfijit do kontaktu s ostrym svétlem.

V soucasné dobé jsou HpD pouzivany v klinickych studiich pod firemnimi nazvy -
Photofrin® (USA), Photocarcinorin® (Cina), Photosan® (Né&émecko), Photogem®™ (Rusko),
Haematodrex® (Bulharsko). V Ceské republice se pouzivda pod nazvy Photofrin® a
PhotoBarr®.

Porfimer i pfes veSkeré vySe uvedené nezadouci vlastnosti piesto stale zistava
nejrozsifenéj§im PS a byl uz zaveden v mnoha zemich k1éébé prekancerdznich stavi
(Barrettiiv jicen, cervikdlni dysplazie) 1 vlastnich kancer6z (karcinom cervixu, jicnu,

43, 48 A L
. Momentalné se nachazi ptipravek

mocového méchyte, zaludku a bronchidlni karcinom)
Photosan® ve druhé fazi klinického zkouseni pro 16&bu malignich intrakranialnich nadord a
neuroektodermdlnich nadorti vzniklych z glii (astrocytom, oligodendrogliom, glioblastoma
multiforme)* a stejna u¢inna latka se testuje ve tieti fazi klinického zkouseni 1éby rakoviny

7luéniku a Zluovodu™®.
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Obr. 9 Parcialni syntéza hematoporfyrinovych derivati
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2.3.3.  Druhé generace

Latky druhé generace jsou jiz chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné. Také
velice nizka vlnova délka posledniho maxima HpD je zde jiz ¢asto zvySena a tudiz lze tyto PS
aktivovat svétlem pronikajicim hloubéji do tkani. Pouzivané latky patii jak do skupiny

porfyrint nebo napt. ftalocyanind, texafyrinti, porfycent a dalSich.

Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™)

Zéakladni skelet verteporfinu je blizky porfyrinim (zkratka BPD-MA pochazi z angl.
benzoporphyrin-derivative  monoacid ring A). Zné€kolika studovanych derivati
benzoporfyrinu se jako nejucinnéjs$i ukazala molekula s ortho-kondenzovanym benzenovym
jddrem a jednou esterovou a jednou karboxylovou funkci na vlastnim porfyrinovém cyklu
(4cinngjsi nez diester i nez dikarboxylovy derivat). Jeho absorpéni maximum je posunuto az
K vinové délce 690 nm, pii niz pronikd svétlo pftiblizné
dvakrat hloub&ji nez pii 630 nm. Verteporfin je velice rychle Hs€00C ‘
absorbovan nadorovou tkani, avSak také velice rychle  cooc A
vylucovan jak z téchto tkani, tak z téla (koZni fotosenzitivita
tudiz ptetrvava pouze par dni). Nejlep§i pomér mezi
nadorovymi a ostatnimi tkdnémi je dosazen pfiblizné po 15
minutdch a pak koncentrace v tumorech opét velice rychle

) o HoOoC COOCH
klesa™. 1 kdyz lze adekvéatni terapeutickou odpovéd’ ziskat :

verteporfin
piiblizné po 2-3 hodinach po injekcni aplikaci, selektivita
neni idealni vzhledem ke stale velkému mnozstvi cirkulujici latky v krevnim obéhu.

Nejvétsich uspéchit ovsem firma QLT PhotoTherapeutics (spolecné s CIBA Vision
Corporation, Duluth, GA, USA) doséhla s timto PS v oftalmologii. Evropska komise udé¢lila
rozhodnuti o registraci pitipravku VisudyneT'vI platné v celé Evropské unii spolecnosti
Novartis Europharm Limited dne 27. ervence 2000.

Pouziva se kterapii vlhké formy senilni makularni degenerace (angl. age-related
macular degeneration, AMD), mimochodem i v CR. AMD mé primarni postaveni v pi¢inach
ztraty zraku u lidi zdpadni civilizace straSich 50-ti let. Pfi vlhké formé dochézi k rychlému
rustu abnormadlnich cév pod retinou centralni oblasti. Prosakovani z téchto abnormalnich cév
poskozuje retinu a urychluje ztratu zraku. Takika u 80-90% pacientli nezabira zadna 1écba®.
Vzhledem k tomu, ze PDT indukuje uzavéry cév, jsou latky jako verteporfin idealni pro 1é¢bu

této nemoci.
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Momentalng se testuje (druha fize klinického zkouseni)®® tato latka v kombinaci
s monoklondlnimi protilatkami (bevacizumab a ranibizumab) pro kvalitngjsi terapii AMD.
Tyto protilatky se vazi na VEGF (cévni endotelialni riistovy faktor), ktery produkuje nador.
VEGF piisobi na buiiky cév, které pod jejim vlivem vytvaieji nové cévy smérem k nadoru.
Pisobenim téchto protilatek se nejprve cévni sit’ nddoru "normalizuje", coz mimo jiné
umoziuje lepsi prinik protinddorovych 1ékii do nadoru. V dal§im obdobi znemoziuje
vytvareni novych cév, bez kterych se nadorovému lozisku nedostavaji ziviny a kyslik a rist
nadoru je tak znemoznén. Dale se verteporfin v souasné dobé testuje k 1écbé maligniho

pleuralniho mezoteliomu™.

Temoporfin (NMTHPC, Foscan®)

Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mMTHPC), zastupce skupiny chlorind, byl
syntetizovan jiz vroce 1989 jako soucast série porfyrind, ze které se pozd¢ji ukazal byt
nej(sinngjsi*2. Jeho absorpéni maximum sice neni p¥ili§ posunuté k Gervené oblasti (652 nm),
avSak extinkéni koeficient je pfi tomto maximu asi 10 krat vyS$si nez u HpD

(g652 = 22400 M cm™)*®, Pro dostate¢ny uginek jsou

OH potiebné velice malé davky jak PS (cca 0,1 mg kg™)

tak 1 svétla, coz ho €ini pfiblizn€ 100 krat u¢innéj$im

nez HpD. Tato vlastnost se da vysvétlit

pravdépodobné vysokym extinkénim koeficientem a
dobrou produkci singletového kysliku.

OH Farmakokinetické parametry ovSem jiz nejsou

tak pozitivni. Selektivita vychytdvani mezi nadorovou

a zdravou tkan je pomérn€é mald (pomér
HO

nadorova/zdrava tkan asi 1,3-2,9)° a jako optimalni

temoporfin

¢as mezi injekénim podanim a ozafenim se udava 4

dny. Navic jsou pacienti vystaveni pomérné dlouhé kozni fotosenzitivité (cca 15 dni)54.
I pies nepiiznivé farmakokinetické parametry byl temoporfin jako piipravek Foscan®
(Biolitec Pharma, Edinburgh, Velka Britanie) v Evrop¢ (EU, Norsko, Island) Vv fijnu roku
2001 zaveden k 1é¢bé premalignich 1ézi oblasti hlavy a krku. Jiné indikace, v kterych se

55

testuje temoporfin, jsou léba vulvalni intraepitelialni neoplazie®, rakoviny slinivky™,

bazoluminalniho karcinomu®’ a maligniho pleuralniho mezoteliomu®.

21



Rostaporfin (Photrex®, Tin etiopurpurin, SNnET2, Purlytin®)

Také tato latka patiici do skupiny metalochlorinti (ma uprostfed jadra chelatovany
kation cinu) ma silné absorpni maximum (pii 660 nm), avSak i pfesto pro ucinnou terapii
jsou potfebné vysoké davky svétla (srovnatelné s HpD). Také kozni
fotosenzitivita neni oproti HpD vyrazné sniZzena (pfetrvava po dobu 0
asi 10-14 dni po podani)®. — ‘

Zminény komplex rostaporfinu je pod obchodnim nazvem
Photrex® testovan firmou Miravant Medical Technologies (Santa
Barbara, CA, USA) jako prostiedek k 1écbé AMD. V roce 2002 se
nachdzel ve druhé fazi klinickych zkousek pro 1é¢bu Kaposiho
sarkomu u pacientl s AIDS, ale tyto studie byly nasledné pteruseny SnET2

v v v s o 049
pravdépodobné z finan¢nich divodua™.

Talaporfin (NPe6, MACE talaporfin sodium, Laserphyrin®)

Talaporfin (mono N-aspartyl chlorin e6) je dalsi ze syntetickych chlorinti a také ma
silnou absorpci pii vyssich vinovych délkach (664 nm, egss = 38000 M™cm™). Podobné jako
verteporfin se z tkani rychle vylucuje a tak k ozafeni dochazi po 4

= hodinach po intravendzni aplikaci'®. V nizkych davkach (jak svétla,
tak PS) se regrese nadoru projevila pouze kratkodobég, pti vyssich
davkach byla regrese dlouhodobd, ovSem za cenu ztrity

selektivity®®. Kozni fotosenzitivita byla oznagena jako ,,doGasna“*®.
V Japonsku (Meiji Seika Kaisha, Tokyo, Japonsko) je
Hoooc talaporfin pod nazvem Laserphyrin® pouzivan pro 1é¢bu ¢asného
NGO stadia rakoviny plic. V USA (Lightsciences, Snoqualmie, WA,
HOOC\)\COOH USA) se tato latka nachézi ve tfetim stadiu klinickych zkouSek pro
talaporfin 1éEbu hepatocelularniho a kolorektalniho karcinomu a karcinomu

mozkovych gliomﬁsg.

Motexafin lutecium (Lutex, Optrin®, Antrin®, Lutrin®)

Motexafin lutecium patii jiz do jiné chemické skupiny nez predchozi latky ptibuzné
porfyrinim. Jednd se o derivat texafyrinu (s charakteristickym pétidusikatym
makrocyklickym jadrem) s centralné chelatovanym atomem lutecia. Mezi jeho velké vyhody
patii silné absorpce pii dlouhé vinové délce 732 nm a dobra selektivita pro maligni tkané. Je

také rychle vylucovan z krevni plasmy, k ozafeni dochazi po 3 hodinach po aplikaci a vyviji
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se pouze slaba fotosenzitivita®. Velice rychld clearence tohoto PS
Zzkrevni plasmy umoznuje opakovanou PDT aplikaci, jez pfi
pokusech na zvifatech vykazuje lepSi odezvu nez pouze jedina

aplikace.

Vzhledem k dlouhé vinové délce lze motexafin lutecium
pouzivat i u siln& pigmentovanych nadord (maligni melanom)®, skrze
néz by svétlo nizSich vlnovych délek (pouzivanych k aktivaci
predchozich PS) nepronikalo.

Mnohem vice zajmu se vSak momentalné vénuje motexafin

o o
(]
gadoliniu. Ten je pod nazvem Xcytrin® testovan na nejrizn&jsi nadory g 2
mozku, nehodgkinovsky lymfom, adenokarcinom a rakovinu plic*. o©8 f

V téchto indikacich se kombinuje s dal§imi cytostatiky, napf. 2 g

temozolomid, docetaxel, pemetrexed nebo ibritumomab tiuxetan. /O O\

Atom gadolinia vSak ddva molekule motexafinu ponékud jiné motexafin lutecium
vlastnosti, takze se vtomto ptipadé jiz nedda mluvit o klasickém fotosenzitizéru, ale o
radiosenzitizéru, ktery je aktivovan vysoko-energetickym rentgenovym = zafenim
(radioterapie). Predpoklada se, Ze tento radiosenzitizér indukuje apoptézu a inhibuje enzym
thioredoxin reduktazu, ktery je promotorem nadorového bujeni. Proto se tato latka kombinuje
Sjinymi cytostatiky — dochdzi k vzijemné potenciaci 1éCiv. Navic je gadolinium
paramagneticky kov, ktery je detekovatelny pomoci magnetické rezonance (MRI), coz

Ve e . . C1rwe , 2
umoziiuje jednoduchou vizualizaci 1é&iva v nadoru®.

Ftalocyaniny

Ftalocyaniny (Pc) jsou dalsi velice nadéjnou skupinou PS. Jsou stejné jako porfyriny
zalozeny na ctyfech pyrrolovych jadrech, ovSem s tim rozdilem, Ze pyrrolové jednotky jsou
spojeny pies dusik misto methinovych mistkii. Navic jsou ke vSem pyrrolovym jadrim
piikondenzovany benzenové kruhy, coz jednak posunuje maximalni vlnovou délku absorpce

smérem k Cervené ¢asti spektra (670—700 nm) a jednak zesiluje
R

absorpci pii této vlnové délce (¢ az 300000 M*cm™). To je
spolu s nepfili§ obtiznou syntézou ¢ini velice perspektivnimi PS
do budoucnosti. Dillezité pro vlastni PDT uc¢inek je pfitomnost
chelatovanych centralnich kovii a polokovl, znichZz nékteré
(diamagnetické) prodluzuji trvani tripletového stavu PS a tim i

R zvysuji jeho Gc¢innost v PDT (napft. Zn, Al, Si).

ftalocyaniny

23



Nevyhodou nékterych ftalocyaninti je jejich velice Spatné rozpustnost nejen ve vode, ale
I v organickych rozpoustédlech a z toho poté vyplyvajici problémy s aplikaci. Pfi¢inou této
nevhodné vlastnosti je plandrni uspofaddani benzenovych jader v makrocyklu, které vede ke
tvorbé agregatl, které se vyznacuji velmi slabym fotodynamickych efektem. Toto 1ze ovSem
pteklenout napt. modifikaci na periferii nebo inkorporaci do lipozémii.

Rozpustnosti ve vodé se dafi dosdhnout naptiklad sulfonaci, vznika ovSem velice Spatné
separovatelna smés sulfonovanych produkti. Po ziskani jednotlivych frakci u hlinitého
komplexu (M = Al-Cl, R= SO3H) ftalocyaninu byl sledovan vliv poétu sulfonovych skupin na
jeho aktivitu. Bylo zji§téno, Ze disulfonované derivaty jsou nejucinn&jsi®®. Ovsem i smds
derivatd se klinicky vyuziva — v Rusku se piipravkem Photosense® 1&¢i rakovina prsu a

premalignich 1€zi oblasti hlavy a krku®

a momentalné se zkousi 1 v 1é¢bé rakovinnych 1ézi
dutiny Gstni®®.

Pc4 je zkratka pro kfemicity komplex ftalocyaninu
(R = H, M = Si(OH)-Si(CH3)2(CH2)3N(CHs),), jenz je
zkousen k lé¢bé kutannich a subkutannich 1ézi
zpiisobenych riznymi solidnimi nédorym‘ %

Pfidanim dalSiho benzenového jadra na periferii
ftalocyaninii vede k latkdim typu naftalocyanini. Tyto

latky absorbuji pfi velice dlouhych vinovych délkach (az

800 nm), ¢imZ je zvySena terapeuticka hloubka, které naftalocyaniny
muze byt dosazeno a lze tyto latky pouzivat i pro vysoce

pigmentované nadory jako napt. melanom.

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

Ponékud jinym pfistupem v PDT je pouziti ALA. Jedna se o endogenni latku, ktera je
soucasti biosyntetické cesty hemu. Tato cesta je kontrolovana negativni zpétnou vazbou, pfi
které vysSi koncentrace hemu inhibuje konverzi glycinu a sukcinylkoenzymu A na ALA.
Exogenni dodani ALA umozniuje obejit tento kontrolni mechanismus a dochéazi k syntéze
protoporfyrinu X (PplX, obr. 10), ktery poté funguje jako ucinny PS. Inkorporaci atomu
zeleza enzymem ferrochelatasou vznika pfirozenou cestou z PpIX fotodynamicky neaktivni
hem. Selektivita k nadorové tkani a i¢innost ALA je dana mnoha faktory, jez zahrnuji napf.
zvySenou permeabilitu abnormalniho keratinu, zvySené hladiny porfobilonogendeaminasy,
snizené koncentrace Zeleza a sniZzenou aktivitu ferrochelatasy (to zarucuje, ze se PpIX neméni

dale na neaktivni hem). Tyto faktory poté vedou ke kumulaci PpIX v postizené tkani.
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Na konci roku 2000 ziskala firma DUSA Pharmaceuticals (Toronto, Kanada) od FDA
povoleni k pouziti ALA klécbé
prekancer6zy klize — aktinoidni 7
keratézysg. Dalsi aplikaci, jez tato
firma rozviji, je lécba akné o}
(piipravek Levulan® Kerastick®). HzNWOH —
Vzhledem k nizké lipofilité
ALA se v terapii momentaln¢ 5.aminolevulinové kyselina
pouzivaji spiSe jeji estery (firma HOOC COOH
PhotoCure, Oslo, Norsko), které 1épe protoporfyrin IX
pronikaji do tkani (zejména pii  Obr. 10 Syntéza PpIX z kyseliny 5-aminolevulinové
aplikaci na kizi) a po hydrolyze
uvoliiuji volnou ALA™.

® zaveden vroce 2001

Methyl ester kyseliny 5-aminolevulinové byl jako Metvix
k 16¢bé& aktinoidni keratozy a pozdg&ji také k 16&bé& karcinomu bazalnich bungk kiaze™. V této

indikaci je k dispozici i v Ceské republice ve formé krému. Dal§i mozné oblasti aplikace jsou

1é¢ba  kontaktni dermatitidy’?, akné’*™® a hojeni ran’.

Momentalné probiha druha faze klinického testovani pro 1écbu Q

cervikélni dysplazie®. HN /\[(\)L O-R
Homologicky hexyl ester kyseliny 5-aminolevulinové se R= ° Produkt

- -, ® vroor . . v r
jako Hexvix~ pouziva pro fotodetekci rakoviny mocového _CH; Metvix®

méchyfem. Do mocoveho méchyfe se pfiblizn¢ 60 minut pred (CH).CH, Hexvix®
vyprazdnénim aplikuje katetrem roztok Hexvixu®, ktery se po

hydrolyze na ALA kumuluje v rakovinovych loZiscich. Po syntéze PpIX se mocovy méchyt
ozafi modrym svétlem, loZiska poté Cervené fluoreskuji. Tento zdkrok se oznacuje jako
Hexvix cystoskopie a zatim neni licen¢né schvalen v mimoevropskych zemich Tato latka je

také ve vyvoji nejen pro detekci rakoviny mocového méchyie, ale 1 k jeji 1écbe’”.

Dalsi fotosenzitizéry

Vyse zminéné latky patiéi mezi hlavni, ovSem ne jediné PS, jez se pouzivaji nebo jsou
ve stadiu klinickych zkousek. Ve vyzkumu je tada dalSich latek, at’ jiz ptirodniho charakteru
nebo syntetickych, jez se védci pokouseji testovat na PDT a ptipadné modifikovat nékteré
jejich vlastnosti, aby odpovidaly nebo se alespon blizily pozadavkiim na ideélni PS. Patfi sem

mimo jiné i nasledujici latky.
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Methylénova modfr — tento derivat fenothiazinu (Anax = 668 nm, ggeg = 95000 Mtem
1) Gi¢inng inaktivuje extracelularng pritomné viry a je prakticky netoxicky pro &lovéka® ™®,
Jeji pouziti in vivo je ovSem limitovano redukci enzymy pfitomnymi v buitkich na
leukoformu, jez je fotodynamicky neaktivni. V Brazilii je tato latka dokonce testovana pro
1é&bu Kaposiho sarkomu’® a zkousi se i pro 16¢bu zanétu vedlejsich dutin nosnich®.

Rhodaminy — Rhodaminy jsou v burnikach specificky vychytavany mitochondriemi a
jsou vzhledem Kk vysoké produkci fluorescence vyuzivany jako fluorescenéni barviva,
zejména derivaty tetramethylrhodaminu (obecné oznacovany jako TAMRA). Toho se vyuziva
mimo jiné i k detekci t&innosti jingch PS® % P¥ili§ intenzivni fluorescence je oviem
z hlediska PDT nevyhodna, protoze PS poté neptechazi uc¢inné ze svého S; do T; stavu, ktery
je zékladem pro vlastni fotodynamicky ucinek. Tento problém lze alesponi z Casti vyfesit
substituci téZkymi atomy (napi. bromem), které zvySuji ucinnost pfechodu S;—T; a také
posouvaji absorpéni maximum mirn¢ smérem k ¢ervené oblasti. Tento posun je pro
rhodaminy, majici bez substituce maximum pfi asi 500 nm, velice dulezity. I pfes tyto
nevyhody se bromovany analog TH 9402 pouzivd v autotransplantac¢ni 1écb& chronické

™8 Pfi tomto procesu, ktery probiha ex vivo,

myeloidni leukémie (technologie Theralux
dochazi ke zni¢eni nemocnych bunék kostni dfen€, normélni zdravé buniky piezivaji a jsou
poté pouzity k autotransplantaci.

Porfyceny — jejich absorpéni maximum se pohybuje Vv oblasti 600-650 nm.
Modifikaci na periferii 1ze dosdhnout velice dobrych farmakokinetickych vlastnosti a derivat
se Ctyfmi B-methoxyethylovymi skupinami, jez urychluji vstup do buiky, a jednou acetoxy
skupinou zvySujici hydrofilitu (9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(B-methoxyethyl)-porfycen,
ATMPn (Amax = 630 nm, gg30 = 52000 M™cm™)) patti mezi nejrychleji vychytavané PS v in
vitro studiich vubec. Latka se aplikuje pouze topicky pro terapii nekterych koznich

onemocnéni (psoriaza, nemelanoticky karcinom kuze)® ®,
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methylénova modft TH 9402 porfycen (ATMPn)
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Hypericin — o této pfirodni latce (Amax =590 nm, esg0 = 44000 M™cm™) se vi, Ze
funguje jako ucinny PS, ponévadz zpuisobuje hypericismus (vede ke koznimu drazdéni a
zvysenym teplotdm po ozaieni) u zvifat konzumujicich vétsi mnozstvi rostlin s obsahem této
latky. Pouzivd se ke sterilizaci krevnich preparatl, jako diagnostikum pii fluorescencni
detekei nadorovych tkani a k 16¢b& povrchovych nadora®.

Photochlor — patii opét do skupiny chlorinii, pfesnéji se jedna o derivat feoforbidu-a.
Analogy feoforbidu-a jsou obecné aktivnéjsi nez podobné latky ze skupiny chlorinii-e¢ (napf.
talaporfin)®’. Photochlor je hexylether feoforbidu-a (HPPH) (Amax = 665 nm, eggs = 50000
M™cm™) a je vysoce selektivni k nadorové tkani se soudasné niz§i kozni fototoxicitou ne
HpD® ®. Zkousi se k 16¢b& malignich gliomd® a karcinomu skvamoéznich bungk kaze™.
Odvozenou strukturou je Pd-bakteriofeoforbid (WST09), ktery se pod oznatenim Tookad®
(hebrejské slovo znamenajici ,,vroucnost svétla“) nachazi ve tietim stadiu klinického testovani

pro 1é¢bu rakoviny prostaty®,

HOOC o S

safyrin

hypericin photochlor

Safyriny — patii do skupiny expandovanych porfyrinti (podobn¢ jako texafyriny). Jejich
zakladni makrocyklus na rozdil od porfyrinii obsahuje pét pyrrolickych jader, pficemz dvé
Znich jsou spojena piimo. Absorbuji svétlo v oblastech okolo 675 nm. Pfi pokusech na
mysich vykazovaly nékteré latky vysoky pomér rozd€leni PS mezi nddorovou a okolni
svalovou tkani (nejlepsi latka meéla tento pomér az 280), ovSem hodnoty maximalni

koncentrace v tumor6zni tkani byly naméfeny az po 3-6 dnech po aplikaci®.

2.4.  Targeting fotosenzitizéri
Jak jiz bylo zminéno vyse, PS jsou schopné se do ur¢ité miry selektivné hromadit

Vv cilovych mistech (vétSinou nadorova tkan). Avsak tato selektivita byva velice nizkd a pomér

mezi koncentraci PS v nadorovych a zdravych tkanich je Casto velice nizky. ZvySenim tohoto
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poméru Ize dosdhnout nejen snizeni toxicity, nybrz i zlepSeni odpovédi na terapii vzhledem
K tomu, Ze je poté PS v cilovych strukturach obsazen ve vyssich koncentracich.

Jednim z pfistupt k feSeni tohoto problému je syntéza novych PS, u nichz by zvysSena
selektivita byla jiz vlastnosti samotné molekuly PS. Takové latky se ovsem logicky hleda;ji
pomérné Spatné a nemuseji byt vzdy vyhodné i z ostatnich hledisek potfebnych pro PDT
(napt. produkce singletového kysliku, absorp¢ni spektrum, ...).

Mnohem vyhodnéjsi je pouziti jiz vyzkousenych a osvédCenych PS a snaha zlepsit
riznymi zpusoby jejich farmakokinetické vlastnosti. A proto se n¢které PS aplikuji v riznych
aplikacnich formach zlepsujicich jejich farmakokinetiku (lipozémy, olejové disperze, a dalsi)
nebo se pripravuji tzv. ,,fotosenzitizéry treti generace™ (viz dale). V tomto piipade se nejedna
o nové struktury PS, ale latky generace druhé se kovalentné vazi k menSim biologicky

aktivnim molekulam (napf. steroidy, monoklondlni protilatky, atd.) nebo syntetickym

polymertm (polyethylenglykol) a mizeme zde poté jiz hovofit o cilené biodistribuci.

2.4.1. Pasivni targeting

Vzhledem k tomu, Ze lipozomy, olejové disperze, biodegradabilni polymerni ¢astice a
konjugaty PS s hydrofilnimi polymery vyuzivaji k cileni pfirozené distribu¢ni mechanismy
(pasivni difuze, fagocyt6za), lze u nich hovofit o ,,pasivné cilené biodistribuci. Existuji
studie® ukazujici, e za selektivn&jsi distribuce t&chto ,,pfenasecic do cilovych nadorovych
tkdni je zodpoveédna nejspiSe zvySend cévni permeabilita, nekompletni endotelidlni bariéra a
snizena lymfaticka drenaz zplsobena niz§im rozvinutim lymfatického systému a jeho
obstrukci. Dochazi tim padem k jednoduchému fyzikalnimu procesu zvysené filtrace téchto
velkych ¢astic skrz cévni sténu v poskozenych oblastech. K efektu pfispiva i snizené mnoZzstvi
lymfatickych cév za normalnich okolnosti odstranujicich zvySenou exsudaci tekutiny mimo
cévy.

Mnoho Géinnych PS je pfili§ hydrofobnich a nerozpustnych ve vodném médiu. Pro
jejich aplikaci je nezbytné pouziti nosiCovych systémi, aby se zabranilo agregaci PS v
krevnim systému a aby byla mozna extravazace ucinné latky. Také jiz bylo uvedeno, ze vybér
nosi¢e muZe ovlivnit nadorovou selektivitu PS®. Woodburn a kol. objasnili, Ze derivaty
ricinového oleje (Cremophor EL), které byly pouzity jako rozpoustédlo, méni profil

% a mohou ovliviiovat biodistribuci PS a t&innost nadorové terapie”. Jinou

lipoproteint
metodou je enkapsulace do lipozomi. Lipozomalni PS se po podani ucinnéji prenasi na LDL

lipoproteiny nez po aplikaci ve vodném mediu® a v in vivo testech ukazaly vyhody jak v
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biodistribuci tak v destrukci nddorové tkané oproti ne-lipozomalnim nosicim .

Pro enkapsulaci PS se pouZivaji nejriizngjsi druhy lipozomt'%, napf. ultradeformadni
lipozomy (UDL)', pH senzitivni lipozomy'™™ nebo magnetické lipozomy™ a dalsi.
V piipadé magnetickych lipozomu se vSak jiz jednd spiSe o aktivni targeting (viz nize). Pro
enkapsulaci se pouZivaji také riizné druhy polymert, zejména Pluronic® (kopolymer
ethylenoxidu a propylenoxidu), polyethylenglykol (PEG), poly N-isopropylacrylamid nebo
polyionické micelleG. V jinych testech se jako nosi¢e PS pouzivaly PEGem potahované
nanodastice’®’, multifunkéni nanodastice’® albuminové mikrosféry'®® nebo nanoemulze™.

Jinym postupem je pre-komplexace s riznymi sérovymi proteiny, nejcastéji vsak s
LDL. A to ze dvou divodu. Za prvé funguje hydrofobni jadro LDL ¢astic jako solubilizacni
medium pro hydrofobni PS podobné jako lipozomy nebo Cremophor a za druhé ma vyssi

nadorovou kumulaci.

2.4.2.  Aktivni targeting

Pro selektivni distribuci do naddorové tkdné se pfipravuji konjugaty obsahujici PS a
¢ast zasahujici cilené¢ nékteré receptory. Tyto konjugaty se obecné nazyvaji fotosenzitizéry
tfeti generace. Teoreticky ma tento ptistup n¢kolik vyhod:

e Vysokou afinitu k receptoru nebo antigenu na povrchu cilovych struktur.

e Piimou a specifictéjsi lokalizaci se zvySenou U¢innosti a selektivitou.

e Nizsi efektivni davku PS.

Monoklonalni protilatky

Je znamo, Ze existuji charakteristické rozdily mezi zdravymi a nddorovymi bunikami
v expresi nékterych antigeni nebo onkoproteini. Konjugaty PS s monoklonalnimi
protildtkami (angl. monoclonal antibody, MAb) jsou velmi perspektivnimi néstroji vysoce

111

specifické distribuce PS™". Vzhledem ke své cilené biodistribuci, vykazuji v nékterych

studiich kvalitni fotodynamické efekty jiz v koncentracich, pti kterych vodné roztoky nebo

suspenze PS nevykazuji Zadnou aktivitu'*?

. Problémem u konjugatt, kde je PS vazany na
MAb piimo'??, je postupna ztrita aktivity a afinity k antigenu pii zvysujicim se poétu
jednotek PS vazanych na jednu MAb. Molekula PS totiz zplisobuje zmény ve fyzikalné
chemickych vlastnostech MAb, coz se pii vétSim poctu PS jiz vyrazné odrazi na aktivité.
DalSim problémem je, ze Casto pii piiprav€é dochazi k vazbé PS spiSe nekovalentné do

hydrofobnich kapes proteinu MADb nez kovalentn&?, coz se pak projevi uvolnénim 1éciva po
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aplikaci do zivého organismu. Moznosti jak tyto problémy (spiSe s mnozstvim PS nez se
syntézou) obejit je navazat PS na MAb pres polymerni nosi¢™™® (dextran, polyglutamova
kyselina, polyvinylalkohol, poly-L-lysin), ktery poté umozniuje nést velké mnozstvi molekul
PS bez ztraty vyhodnych vlastnosti MAb. Jinou metodou je pouziti micelarnich nosicovych
systémi™* nebo nanocastic'’™®, na ndz se navaze MAb (Sasto v&tsi podet). Mezi nejéastdjsi
proteiny a protilatky, které se vazi bud’ pfimo kovalentné¢ na PS nebo na povrch lipozéomt,

patii epidermalni rastovy faktor'’®, VEGF (cévni endotelidlni ristovy faktor)117,

120 \/ tomto sméru se

interleukiny™*® a mnoho dalsich specifickych markera**® a oligopeptida
jiz mluvi o fotoimunoterapii (PIT), tedy o transportu PS pomoci monoklonélnich protilatek
pfimo na misto urdeni'?* a tyto latky se oznacuji jako fotoimunokonjugaty’?. V nékterych
experimentech se dokonce pouzivaji pfi konjugaci pouze fragmenty rekombinantnich

protilatek (single chain variable fragments, SCFV)123.

Dalsi ligandy
Zvyseni fotodynamické aktivity a snizeni davky PS potitebné pro GspéSnou terapii lze
dosdhnout vazbou i na jiné ligandy neZ jsou MAb. Mezi studované latky patii napf. insulin'®,

6, 127

transferrin’®® nebo kyseliny listova'? V nékterych piipadech se PS konjuguji

128, 129

s alifatickymi aminy (spermidin, spermin) nebo se PS piimo glukosylujim, piipadné se

na né vazi jiné cukerné zbytkyl3l.

Mezi dalsi ligandy lze zatadit steroidy. Vyzkum téchto ligandi se ubiral dvéma sméry.
Zaprvé to jsou konjugaty s cholestrolem™?, jez by mély nasledn& vysokou afinitu k LDL,
ukladaly by se do nich a vychytavaly v mistech zvySené exprimace LDL receptorti. Druhy
pfistup vychazi z ptredpokladu, Ze konjugéaty PS s pohlavnimi steroidnimi hormony (estradiol,
estron, progesteron) budou mit vyssi afinitu k bunkdm exprimujicim ve zvySené mife

steroidni receptory, jako napf. buiky rakoviny prsu21’ 183,

Obsahly souhrn aktudlné
pfipravenych kovalentnich konjugati ftalocyaninli s biomolekulami je podrobné zpracovan
v praci Taqueta a kol***.

PS se mohou stat také vhodnym dopliikkem k ,,antisense* nebo ,,antigene* terapii. Pfi
téchto metodach genové terapie se jedna o pouziti oligonukleotidd, jez po vazbé na RNA
(antisense) nebo DNA (antigene) vytvareji s nativni nukleovou kyselinou Spatné€ rozpojitelné
duplexy (s RNA) nebo triplexy (s DNA) a brani expresi vybranych cilovych genﬁ135.
Napojeni PS na dané oligonukleotidy poté vyrazné zvySuje selektivitu zasahu PDT a piinési
nové moznosti genové terapie'*®.

Jako aktivné cilenou distribuci Ize povazovat 1 tzv. magneticky targeting. Molekula
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1é¢iva, v naSem pripadé PS, se navaze na magneticky nosi¢ a aplikuje se do t¢la. Na cilovou
oblast se pfilozi permanentni magnet a tyto nosice se vlivem magnetické sily v tomto misté

kumuluji137’ 138,

PS jako nosice nuklidii

Zvysenou akumulaci tetrapyrrolickych PS v nadoru je mozné vyuzit jako transportni
mechanismus specifickych nuklidi. Tato strategie zahrnuje kovalentni vazani izotopu na PS
(radioizotopovy chelator). Tento komplex nasledné slouzi jak k detekci, tak k terapii nadoru.
Zpisob zobrazovani nadoru a metastazi, kdy se pouzivaji radionuklidy emitujici gama zareni,
vyuziva napiiklad metoda SPECT (single photon emission computed tomography)'*®. Je
ziejmé, ze pouziti nosice chelatujiciho radionuklid (v nasem piipade PS), ktery se selektivné
kumuluje v nddorové tkani, mize vyraznég zlepsit kvalitu této metody.

Na podobném principu se mohou PS vyuzivat jako transportéry boru (zvlasté do
mozkovych tumoril). Akumulovany bor se ozafi paprskem neutrond, naslednou reakci
vznikaji reaktivni alfa Castice (jadra atomu helia) a lithiové atomy s vysokou energii, které

190 v principu ta sama sloucenina (PS s chelatovanym atomem boru)

zpiisobi destrukci nadoru
muze reagovat jak s viditelnym zafenim, tak i s neutronovymi paprsky a zpisobovat smrt

bunky.
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2.5. Distribuce fotosenzitizéra

25.1. Subcelularni lokalizace

Vychytavani PS nadorovou tkéni a dalSimi tkanémi ma rozhodujici vyznam pro
vysledny efekt PDT. ROS maji velmi kratkou Zivotnost a piisobi tedy jen v bezprostredni
oblasti svého vzniku. Proto spolehliva fotodestrukce bunc¢k zavisi na piesné subcelularni
lokalizaci PS v bunéénych kompartmentech. Spravné pochopeni mechanismu této lokalizace
je znacn¢ dilezité pti vybéru nejvhodnéjsiho PS pii kazdé aplikaci. Pouziti konfokalniho
laserového tadkovaciho fluorescenéniho mikroskopu podstatné zjednodusilo intraceluldrni
lokalizaci PS a vyrazn& zvysilo citlivost a prostorové rozliSeni nez dfive pouzivané ne-
konfokalni metody. Distribuce specifickych subcelularnich sond s riznymi fluorescenénimi
maximy konkrétnich PS miiZe vyrazn& konkretizovat misto vyskytu'* a tyto sondy mohou
navic slouzit 1 jako detekce poskozenych mist vzniklych ozarenim pS'*,

Intracelularni distribuce byla zkouména na velkém mnozstvi PS s velmi rozdilnymi

strukturnimi parametry. Distribuci nejvyznamnéji ovlivituji tyto strukturni znaky:

e Celkovy naboj PS, ktery se pohybuje v rozmezi od -1V (aniont) do +1V(Kkationt)
e Stupen hydrofobicity, nejcastéji vyjadieny logaritmem rozdé&lovaciho koeficientu v
soustavé oktanol/voda

e Stupeii asymetrie v molekule PS

Hydrofobni PS, které maji méné¢ nez dva zaporné naboje, mohou prochéazet
plazmatickou membréanou a tak se pfemistovat do jinych intracelularnich membran. Tyto PS
jsou nejvice vychytavany bunikami in vitro, zvlasté kdyz jsou piitomny v médiu v relativné
nizkych koncentracich (< 1 uM). Mén¢ hydrofobni PS, které maji vice jak dva negativni
naboje jsou pfili§ polarni a jsou vychytavany endocytéozou. Neékteré PS se intenzivné
distribuuji do rtiznych intracelularnich membran. Piikladem mize byt pyrofeoforbid — methyl
ester, ktery byl lokalizovan v endoplazmatickém retikulu, Golgiho aparéatu, v lysozomech a

mitochondriich*®3.

Lysozomy
Do roku 1993 se obecné predpokladalo, ze lysozomy jsou nejdilezitéjsi intracelularni

oblasti pro vychytavani PS™. Nicméng nasledujici studie™™ prokazaly, Ze ackoliv
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lysozomalné vazany PS miZze zplsobit po ozafeni smrt bunky, relativni U¢innost je
signifikantné niz$i neZ u PS lokalizovanych v mitochondriich nebo jinych organelach™*®. Jako
vysvétleni se pouziva fakt, ze v lysozomech se hromadi zejména PS s vysSim stupném
agregace (a tedy 1 vyrazné nizsi fotodynamickou a¢innosti).

Woodburn a kol.**” studovali intracelularni lokalizaci u série porfyrini odvozenych od
HpD a Protoporfyrinu IX s modifikovanymi postrannimi fetézci (hydrofobni, anionické a
kationické) pii fyziologickém pH. Experiment provedli na bunkach c¢inského kiecka — na
plicnich fibroblastech a buiikdch gliomu. Testované slouCeniny byly vybrany tak, aby
reprezentovaly vSechny mozné kombinace vySe zminénych modifikaci. Bylo zjisténo, ze
kationické PS se kumulovaly zejména v mitochondriich, anionické (s ndbojem -2 a vice)
naopak v lysozomech.

Na tomto principu funguje metoda nazyvana fotochemicka internalizace (PCI), kterou
poprvé pouzil Berg a kol.**®. Mechanismus spoé&iva v ko-inkubaci bungk s makromolekulou,
kterou chceme transportovat do bunééné cytoplazmy, a s PS (napf. disulfonovany
ftalocyanin). Testovand makromolekula se inkorporuje klasicky do lysozom, pouzity PS se
naopak kumuluje zejména v lysozomalni membrané. V zavislosti na vhodné davce ozareni
dochazi k prasknuti lysozomalni membrany vlivem fotochemickému efektu kumulovaného
PS a k uvolnéni testované latky z lysozomt do cytoplazmy. Tato technika se pouziva pro

zvyseni intracelularniho transportu gent™®, vira™, nukleovych kyselin'*

a ribozom-
inaktivujicich enzymﬁlsz.

Pocate¢ni mnozstvi PS v lysozomech se vSak miZze nasledné¢ redistribuovat diky
minimalni svételné expozici. Bylo zjisténo, ze v bunkach preinkubovanych s anionickym
porfyrinem po ozafeni, které inaktivovalo zhruba 20 % bunék, dosSlo k relokalizaci PS z
lysozomu do cytoplazmy a zejména do jédralsg’ a

Jinym postupem je dodavani PS kovalentné vazaného na nosic, ktery specificky
interaguje s bunéénymi receptory. Touto metodou je mozno ziskat maximalné specifickou

. ol
fluorescenci lysozomil %

Mitochondrie

Mitochondrie se ukézaly jako velmi dilezité subcelularni cile pro velké mnoZzstvi
PS™®. Je to spojeno zejména s tendenci téchto PS zplisobovat po ozatfeni apoptézu pomoci
destrukce mitochondrii. Benzoporfyrinové derivaty (BPD) jsou jedny =z nejlépe
prostudovanych PS, které se intenzivné kumuluji pravé v téchto organelach, nicméné

nesmime zapomenout na to, ze tato kumulace zalezi nejen na typu buiiky, ale i na formulaci
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BPD (volné BPD nebo inkorporované do lipozémd, popt. do polykationicky enkapsulovanych
lipozoému). Nekteré endotelidlni bunky akumuluji BPD preferencné v perinuklearnich
oblastech, jiné typy bun¢k spiSe v cytoplazm¢. BPD uzaviené v polykationickych lipozémech
se koncentruji zejména v mitochondriich, naopak volné BPD byly nalezeny zejména v

perinuklearnich oblastech®" 1.

Na dillezitost symetrie PS poukazal Kessel a kol.™™

. Pro experiment pouzil izomerni
porfyrinové PS se 2 kationickymi skupinami. U prvniho izomeru byly tyto skupiny v
molekule v protilehlém postaveni (tzv. ,,opposite*), u druhého izomeru v sousednim postaveni
(tzv. ,,adjacent”). SlouCenina s kationickymi substituenty v sousednim postaveni se
kumulovala v mitochondriich, izomerni latka se substituenty v protilehlém postaveni naopak
v lysozomech.

Obecné tedy plati, Ze PS s kladnym nabojem, které jsou zaroven ¢aste¢né hydrofobni,
jsou nejvice lokalizovany v mitochondriich’®. Piedpokladd se, e tato lokalizace je
zpisobena mitochondridlnim membranovym potencidlem a pfitomnosti lipidové

161

dvouvrstvy . Po ozafeni dochazi k naruseni mitochondrialnich piepazek (krist), inhibici

bunécného dychani a blokovani metabolismu.

Plazmaticka membrana

Fotodynamicky aktivni latky vyskytujici se v plazmatické membrané jsou v PDT
pomérné vzacné. Aveline a kol.*? za pouziti konfokélniho fluorescenéniho mikroskopu
potvrdili zvySenou kumulaci monobrom a dibrom derivati deuteroporfyrinu IX v plazmatické
membrang. Zajimavych vysledkt bylo dosaZeno i s Photofrinem®, ktery vykazuje podobnou
dynamickou distribuci do lidskych rakovinnych bun¢k. Po kratké inkubaci (3 h) se kumuloval
hlavn¢é v plazmatické membran€, po delSim case (24 h) byla jeho koncentrace nejvétsi v

103 v plazmatické membrané lokalizovany Photofrinem® zpiisoboval v

Golgiho aparatu
niz8ich davkach (7 pg/ml) pteruseni proliferace, ve vysSich (28 pg/ml) praskdni membrany a
bobtnani bun¢k. Ale typické charakteristiky apoptozy, jako externalizace fosfatidylserinu a

fragmentace DNA nebyly pozorovany.

Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum

Teiten a kol.'* zkoumali subcelularni lokalizaci Foscanu® v buitkéch lidského
adenokarcinomu za pouziti konfokalniho mikroskopu a mikrospektrofluorometrie. Tato latka
vykazovala slabou kumulaci v lysozomech a mitochondriich na rozdil od Golgiho aparatu a

endoplazmatického retikula, kde intenzivni fluorescence potvrdila dominantni lokalizaci.
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Enzymaticka aktivita v téchto organelach bezprostiedné po ozéfeni potvrdila, Ze primarni

poskozeni téchto kompartmentt je hlavnim mechanismem ucinku Foscanu®.

2.5.2. Organova distribuce

Na experimentalnich zvifatech byl vytvofen model organové distribuce PS po
intraven6znim podani. Ve studii*® za pouziti radioizotopem znateného Photofrinu®
aplikovaném na mysich s podkoznim fibrosarkomem se ukdzalo, ze po 24-ti hodinach byly
nejvyssi koncentrace v jatrech, nadledvinach a mocovém méchyti, o néco mensi koncentrace
byla ve slinivce, ledvinach a slezing, jesté mensi mnozstvi bylo nalezeno v kostech, svalech,
zaludku, srdci a plicich a vlibec nejmensi koncentraci vykazoval mozek. Pouze kosterni
svalstvo, mozek a kiize obsahovaly nizs§i koncentraci PS v porovnani s nadorovou tkani — obal
nadoru vykazoval podobné koncentrace jako vlastni nadorova tkan. Jatra a slezina zadrzovaly
vyse molekularni komponenty Photofrinu® po dobu aZ 75-ti dni po injekéni aplikaci. Ve
vetSing experimentt, které byly provedeny na malych zvifatech, zejména mysich a potkanech,
se ukazalo, Ze nejvyssi koncentrace dosahuji PS v jatrech*®. Chan a kol.*®” prokézali na sérii
sulfonovanych ftalocyaninti, Ze jejich kumulace v jatrech je nepfimo Umérnd jejich stupni
sulfonace a tedy lipofilit€¢ molekuly PS. Jatra jsou znamy svym propustnym fenestrovanym
endotelem, jehoz pory dovoluji snadno prochizet molekuldm z krevniho fecisté. Tento
mechanismus je nezbytny pro detoxifikaci téla a odstraniovani cizich latek (zejména
organickych sloucenin jako napt. PS). Tyto latky jsou vylucovany do Zluce pies Zlucovy
méchyf a vedeny do duodena, kde se mohou jako nezménéné substance bud vracet
enterohepatalnim ob&hem zpét do organismu, nebo se vylucovat z téla ve formé stolice.

Je znamo, Ze bezprostfedné po injekénim podani se velké mnozstvi PS kumuluje v
plicich. Studie na myéich168 ukazaly, Ze prekroCeni urcit¢ého mnozstvi PS (davku limitujici
toxicita) zplusobuje krvaceni a akutni intersticialni pneumonii. Pfedpokladd se, ze vétsi
mnozstvi PS miize v krevnim fecisti vytvaret agregaty, které se nasledné¢ hromadi v jemném
kapilarnim systému plic. Naopak kumulace PS ve slezing€ je siln€ zavisld na struktufe PS
(naboj a lipofilita). Woodburn a kol.'® testovali mnoZstvi porfyrint s riznymi rozdélovacimi
koeficienty (oktanol/voda) a zjistili, ze kumulace téchto sloucenin ve slezin¢ kolisa mnohem
vice neZ v ostatnich orgénech. Ledviny a mocovy méchyt akumuluji vysokd mnozZstvi PS
navzdory tomu, e odstrafiovani PS probih4 témé&t vyhradn& pies jatra a zlu¢>. Travici organy
(zaludek, tenké a tlusté stfevo) obsahuji zhruba primérné mnozstvi PS (tj. méné nez jatra, ale

170

vice nez naptiklad kosterni svalstvo)™'~. Navzdory kozni fotosenzitivité, ktera je povazovana
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PS. Nejméné se PS koncentruji v srdci, kosternim svalstvu, kostech, ofich a mozku, tj. v
organech, které jsou obecné povazovany za mén¢ prokrvené. Hematoencefalicka bariéra brani
proniknuti PS do mozkové parenchymatické tkan¢, nicméné pii jejim poruseni, napf. rustem
nadoru, dochazi k vyrazné kumulaci PS v naddorové tkani (Casto vice nez 100 nasobek oproti

, y s 14
zdravé mozkové tkani)™.

2.5.3. Nadorova lokalizace

Ackoliv je to jiz vice nez padesat let, kdy byla poprvé zkoumana lokalizace PS v
nadorové tkdni po injekéni aplikaci®, kompletni mechanismus jesté stale neni zcela
vysvétlen'’!. Na slozitosti celého problému se podileji zejména rozdilné struktury PS, odlisné

nadorové modely a také variabilita podaného mnozstvi PS a intervalu detekce po aplikaci®®.

Struktura PS
Jak jiz bylo zminéno vyse, rizné PS maji odlisnou farmakokinetiku a biodistribuci. Az
na malé vyjimky (napf. uroporfyrin) se vSechny tetrapyrrolické PS pevné vazi na sérové
proteiny. Podle tohoto kritéria je mizeme rozd¢lit do tfech skupin:
1. Relativné hydrofilni slouc¢eniny, které jsou primarné vazany na albumin.
2. Amfifilni, nesymetrické slouceniny, které se ukladaji do wvnéjsi fosfolipidové a
apoproteinove vrstvy lipoproteinovych castic.
3. Hydrofobni slouceniny, které vyzaduji solubilizacni média jako napt. lipozomy,
Tween 80 nebo Cremophor, se ukladaji do vnitiniho lipidového jadra lipoproteint,

zejména do LDL.

Nddor lokalizujici fotosenczitizéry
Od doby, kdy byla poprvé objevena schopnost HpD kumulovat se v nadorech, mnoho
badatelti zkoumalo mechanismy, podle kterych se PS pfednostn¢ kumuluji v nddorové tkéani a

h'4 17417 Nicméng piesné parametry chemické struktury PS,

jinych specifickych orgénec
které jsou pticinou jejich odlisné koncentrace v riznych tkdnich, jsou stale pfedmétem mnoha
debat. Cely problém je navic komplikovan tim, Zze farmakokinetika vlastnich PS muze
extrémné kolisat. Napiiklad jeden PS muiize dosdhnout nejlepsi pomér v naddoru vici zdravé
tkani za nékolik hodin, zatimco jiny PS mulze tento pomér dosdhnout tieba az za tyden po

injek¢ni aplikaci. Jedna z dalezitych vlastnosti tetrapyrrolickych PS urcujici rychlost dosazeni
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tohoto poméru, je jejich tendence se silné vazat na sérové proteiny nebo vytvaret agregaty
mezi sebou. To znamena, Ze PS se v krevnim fecisti chovaji jako velké makromolekuly bud’ z
divodu vice ¢i méné pevné vazby k velkym proteinovym molekuldm nebo z divodu
vytvoreni agregatli podobné velikosti. NejCastéji délime tyto proteiny do 4 skupin: albumin a
ostatni velké bilkoviny, HDL, LDL a VLDL. V tomto sméru bylo provedeno mnoho
experimentd’ ™", Tyto vysledky jsou visak dost komplikované, jelikoZ lipofilni PS
nerozpustné ve vodném mediu se aplikuji v riznych smeésich rozpoustédel a nosict, které
mohou meénit distribuci PS. Nekteré studie uvadi, ze PS, které se preferencné vazi na LDL,
maji lepsi lokalizaci v nadorech nez jiné174.

Je uzite¢né také zminit, ze existuje velky rozdil mezi selektivni akumulaci a selektivni
retenci. Pfi akumulaci PS s rychlou farmakokinetikou se pfedpoklada, Ze dochazi k selektivni
akumulaci v nadoru, zatimco u PS s pomalou farmakokinetikou se pfedpokladd, ze dochazi k
selektivni retenci, neboli zachytu v nadoru. Selektivni akumulace probiha pii zvySené
vaskularni permeabilité, ktera je typickd pro nadorovou tkan a odpovédnd za rychlejsi
extravazaci PS. Timto mechanismem se distribuuji rychle ucinkujici PS Casto vazané na
albumin, které pfi optimalni velikosti prostupuji skrz péry v endotelu nadorovych kapilér178.
Jak jiz bylo zmin&no vyse, vazba PS na LDL se povazuje za velmi dileZitou'"*. P¥iginou této
teorie je predpoklad, Ze nékteré druhy nadort (zvlasté rychle bujici) obsahuji pomérné vysokeé
mnozstvi LDL receptort, které potiebuji pro vyssi ptisun cholesterolu, z n€hoZ biosyntézou
vytvafi lipidy nezbytné pro intenzivni rist bunéénych membran. Nicméné experimenty hovoii
nejen pro, ale i proti této teorii'®**. Selektivni retence je pfedmétem mnoha spekulaci. Jedna
z teorii uvadi, Ze nadory maji Spatné¢ vyvinutou lymfatickou drenaz, a proto zde
makromolekuly PS zlstavaji zadriovénylgl. Jina teorie predpokladd, ze tato retence je

zptisobeny makrofagy, které kumuluji PS a prenasi je do nadoru'®

. U téchto makrofagh byla
pozorovana az 13-ti nasobnd kumulace PS v porovnani s rakovinnou tkéani. Jako vysvétleni se
uvadi bud’ to, Ze makrofagy fagocytovaly agregaty PS™ nebo fagocytovaly preferencné

lipoproteiny, které byly pozménény vazbou s pst

. Je znamo, Ze nadorova tkan ma obecné
nizs8i pH. Jak predpoklada dalsi teorie, anionické PS, které jsou pii normalnim pH ionizované,
se stavaji v nadoru neutralnimi a tedy 1 lipofilnéjSimi a jsou zde zadriovény184.

Nékteré experimenty dokonce naznacuji, Ze benzodiazepinové receptory lokalizované
na vnitini mitochondridlni membrané jsou odpovédné za vazbu porfyrinovych PS, které se
akumuluji v mitochondriich™® **. Jing vysvétleni tohoto jevu piedpoklada, ze néktera barviva
(napt. Rhodamine 123) vyuzivaji pii mitochondridlni kumulaci rozdilnych membranovych

potenciala ve zdravych a nadorovych buiikach®®" 18,
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Jind strategie vyuzivajici zvySenou selektivitu PS k nadoru, je zobrazovaci metoda, pti

které PS chelatuje paramagneticky atom, ktery je detekovan magnetickou rezonanci'®® **°,

2.6.  Biologicka odpovéd’

Na konecném zniCeni nddoru se nepodili, jak se zpocatku piedpokladalo, pouze
destrukce kazdé jednotlivé bunky, ktera akumulovala dostate¢né mnozstvi PS a byla ozaiena
dostatecnym mnozstvim svétla potfebného k produkci ROS. Celkovy PDT efekt je vysledkem
spoluptisobeni n¢kolika mechanismt. V soucasnosti se predpokladaji tii hlavni mechanismy,
které umoziuji kratkodobou i dlouhodobou kontrolu nadoru a podili se na jeho konecném
zni¢eni. PDT pomoci ROS ni¢i bud pfimo maligni bunky v nddoru, zpisobuje zmény
V cévnim zdsobovani nadorové tkdn¢ nebo diky cytokinim a dalSim mediatorim zanétu
uvolnénym z napadenych bun¢k vede k aktivaci imunitniho systému. Obecné se da fict, ze
hydrofobni PS ptisobi spise pfimym efektem na buiiky, naopak hydrofilni PS poskozuji spise
cévy a brani tak pfisunu Zivin. Jednotlivé sloZky ovSem nelze od sebe navzijem oddé€lovat a
vysledek je vzdy kombinaci vSech faktorti, jejichz vliv se méni v zavislosti na pouzitém PS,

typu nadoru a zplisobu ozateni (obr. 1 1)191.

2.6.1. Piimy efekt

Pfimé cytotoxicita je vysledkem inkorporace PS do buiikky a ucinkd nésledné
produkovanych ROS, pti¢emz lipofilni PS se vesmés vazi na membrany a vykazuji svtij efekt
pfimo fotoperoxidaci a poSkozenim samotné membrany nebo inaktivaci enzymi v ni
vazanych. Na druhou stranu hydrofilni PS se kumuluji v lysozomech, kde poSkozeni téchto
organel vede k uvolnéni hydrolytickych enzymu a kaskadé naslednych déja vedoucich ke
smrti buiiky®.

V procesu usmrceni nadorovych bunék se kromé nekrdézy uplatiuje také apoptoza.
Nekréza zahrnuje procesy nevyzadujici energii ve formé ATP (napf. osmotické bobtnani) a
uplatnuje se pii rozsahlejSim poSkozeni buiiky. Na druhou stranu apoptdza je zprostiedkovana
procesy vyzadujicimi ATP (napf. aktivace kaspas) a k tomuto zpiisobu smrti vedou subletalni
poskozeni bunky umoznujici jesté produkci ATP. Builka v tomto ptipad¢ dostava jakysi
signal o tom, Ze ma zemfit. Mechanismus obou procest je slozity, zahrnujici aktivaci velkého
mnozstvi enzymu a ,,druhych posli® a zavisi, jak jiz bylo naznaceno vyse, na pouzitém PS,

typu nadoru a zptisobu ozafeni* 1,
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Vzhledem k tomu, Ze kyslik je dulezitou soucasti fotodynamického efektu, je jednou
z limitujicich vlastnosti pro pfimé posSkozeni bun¢k jeho dostatecny piisun do ni¢enych tkani.
Lokélni nedostatek kysliku muze byt zplGsoben jeho rychlym spotfebovanim behem
fotochemickych reakci nebo se zde miize projevit efekt snizeného krevniho zéasobeni po
uzavieni cév. [ kdyz tento druhy efekt vyrazné ptispiva k dlouhodobé kontrole nadoru, mize
Vv prvni fazi omezovat biologickou odpovéd na terapii. Jednou z metod jak tyto problémy
odstranit je snizit davku svétla a umoznit tak pomalejsi spotiebovavani kysliku, druhou je
pouziti davkovani svétla po frakcich mezi nimiz je umoznéno tkani se opétovné okyslicit.

Mezi rozhodujici faktory, které urcuji typ bunécné smrti, tj. apoptézu nebo nekrdzu,
patii typ bunky, subcelularni lokalizace PS a davka svétla pouzita pro lokalni aktivaci PS.
Obecné se da fici, ze mensi davky PDT vedou spiSe k apoptoze, naopak vyssi davky k

nekroze®,

Bystandar efekt

1.1%, Béhem pokusu in vitro

Jiny mechanismus bunétné smrti popsal Dahle a ko
zanikly pfimym efektem nejen urcené buiiky, ale i mnoho sousednich bunék. Tento jev, kdy
poSkozené bunky ovliviluji Zzivotaschopnost sousednich zdravych bunck, se nazyva
»bystandar efekt”. Toto pozorovani potvrdilo, ze bunky nejsou poSkozovany jen piimym
efektem, ale 1 mezibunénd komunikace hraje vyznamnou roli pfi destrukci vyvolané
fotodynamickym efektem. Rozsah tohoto efektu je vétSi pii nekrdoze nez pii apoptdze.
Zpocatku panovaly nazory, Ze tato komunikace probihd ptes bunééné pory (,,gap junction“)lgs'
1% ale tato domnénka byla nasledn& zamitnuta, jelikoZ pii dalsich pokusech s inhibitory ,,gap

197 ygak tuto nesrovnalost

junction® se celkovy ,,bystander efekt” nezménil. Nekteti badatelé
vysvétluji existenci difuzibilnich ROS, které mohou byt uvolnény do média a plisobit na

sousedni bunky.

2.6.2. Zmény v cévnim zasobeni

Zivotaschopnost nadorovych bundk zavisi také na mnozstvi zivin a kysliku
dodavanych cévami. Zasah do cévniho zasobeni je tudiz slibnou cestou k 1é€bé nadoru. Uz
v roce 1989 zjistili Hendersonova a kol., ze PDT indukuje uzavieni cév v ozafené oblasti a
omezuje tim okysli¢eni nadoru™®. K uzavéru cév dochazi témék okamzits diky vazokonstrikci
jako duisledek porusené rovnovéhy mezi vasoaktivnimi a vazokonstrikénimi faktory®”. Po

nékolika hodinach dochazi k druhé fazi cévniho uzavéru charakterizované tvorbou trombu®.
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Tyto efekty jsou viak silng zavislé na pouzitém PS. Napiiklad pouZiti Photofrinu® v
PDT vede k cévni konstrikei, adhezi leukocytil, tvorbé trombt a k zvySené propustnosti cévni
stény pro riazné¢ makromolekuly. Patrné jsou tyto jevy spojeny s aktivaci krevnich desticek a s
uvolfiovanim tromboxanu®®. J inym ptikladem je pouziti ftalocyaninii, coz castéji vede
zejména k zvysené propustnosti kapilar®®. Naopak pouziti nékterych chlorinti vede primarng
k méstnani krevniho toku, které je zpisobeno intenzivni agregaci krevnich desti¢ek®®. PDT
vede ke konstrikci kapilar, ktera je zpusobend inhibici produkce a uvolfiovani NO

endotelem?®®

.V preklinickych studiich se vSak podaiilo tyto jevy Castecné nebo kompletné
potlacit podanim latek (napt. indometacin), které ovliviiuji produkci eikosanoidu. Vysledkem

< . . X 204
byla markantng slabsi reakce nadoru na 1é&bu®.

2.6.3. Imunitni systém

PDT ovliviiuje vyraznym zpusobem imunitni systém. A ackoliv se to zda byt
v protikladu, byly pozorovany jak aktivace, tak suprese?”> imunitniho systému. Suprese
imunitniho systému se da vyuzit v 1é€bé nékterych autoimunitnich onemocnéni (napf.
arthritis)?®, ale na druhou stranu méiZe omezovat efekt specifické imunitni odpovédi na PDT.
Velice ¢asto ovSem byla v mistech aplikace PDT pozorovéna aktivace imunitniho systému a
indukce siln¢ zanétlivého procesu, jeZ se povazuji také za jeden z efektl vedoucich ke
kone&nému zni¢eni nadorové tkang*® 2,

Predpoklddany mechanismus, kterym PDT indukuje specifickou imunitni odpovéd’,
byl predlozen v roce 1996 Korbelikem?®. Napadena tkaii uvoliiuje velké mnoZstvi bundnych
zbytkl ze zni¢enych bunék, cytokinl a dalSich prozanétlivych signali. Po nékolika minutach
po ozéfeni 1ze pozorovat velké mnoZzstvi neutrofilii vnikajicich do poSkozeného mista. Ty
vylucuji lysozomalni enzymy a ROS, které ni¢i endothelové a nddorové bunky a dale zesiluji
zanétlivy proces. Po smrti neutrofilii se uvolni jejich bunéény obsah, ktery dale pasobi jako
chemotakticky signdl pro dalsi viny zanétlivych bunék. Jak postupné invaze neutrofilti mizi,
do poskozené tkané¢ se dostavaji zirné buniky a uvoliiuji granule obsahujici vasoaktivni slozky
a cytokiny. Také monocyty a makrofagy pronikaji do téchto mist, proliferuji, sbiraji zbytky
bunék a ni¢i kapsy prezivsich tumoroznich bunék.

V tomto sméru doSlo k velkému pokroku v porozuméni mechanismu nadoroveé
specifické imunitni reakce vyvolané PDT. Tento efekt neni tak dilezity pro primarni
nadorovou ablaci, ale je rozhodujici pro dosazeni dlouhotvajici kontroly nad nadorovym

bujenim. Protinddorovéd imunita vyvoland PDT ma atributy zanétlivé imunitni reakce®®,
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Makrofagy fagocytuji velké mnozstvi nddorovych bunék, které byly zabity nebo poskozeny
cytotoxickymi efekty PDT. Antigen zprostfedkujici buiiky jsou smérovany do nadoru pomoci
zanétem vyvolanych signala a zpracovavaji zde specifické nadorové proteiny, které nasledné
vystavuji na svych membranach ve smyslu mechanismu histokompatibilniho systému II. Toto
vystaveni nadorovych proteinli antigenu je doprovazeno intenzivnimi privodnimi signaly,
které vytvaieji podminky pro rozpoznani nadorovych antigent T-lymfocyty, resp. jejich
pomocnymi CD 4 lymfocyty. Tyto lymfocyty se aktivuji a zvysuji cytotoxickou citlivost CD
8 T-lymfocyti k nadorové specifickym epitoptim (epitop - prostorové uspotradani urcitého
mista na molekule antigenu, které je urcujici pro specifickou tvorbu a reakci protilatek).
Aktivita nadoroveé specifickych lymfocyti neni limitovana aktudlnim fotodynamickym
efektem, ale zahrnuje také 1é€bu disseminovanych a metastatickych 1ézi. Ackoliv je tedy PDT
primarné lokalizovana pouze na misto naddoru, sekundarn€ nabyva vlastnosti systémové 1écby
diky indukci imunitni reakce. Nadorové senzitivni lymfocyty vytvoiené pii PDT se mohou
vyplavovat z lymfoidnich tkani (slezina, lymfatické uzliny) v prodlouzenych c¢asovych

intervalech 1 po vlastnim fotodynamickém efektu®®.
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Akumulace PS v nadoru
Excitace svételnym zarenim

Produkce singletového kysliku a ROS
.

Endotelialni buriky Burléc':né signali_zace Zaneét _
Leukocyty zmen v'metat_)o_llsmu ,Heat shock" prqtelny
Kapilary vapniku a lipidt Sekrece cytosinu
Bunécna toxicita Aktivace komplementu
Syntéza prost,aglandinli] Influx neutrofild
Trombéza Aktivace makrofagt
Aktivace .kvrevnlch Expozice antigend
desticek Destrukce organel dendritickymi burikami
Apoptdza
/ Nekréza
Uzavieni mikrokapilar Cytotoxické T burky
Prosakovani cév Destrukce metastazi
Nadorova hypoxie Cytotoxicita zpusobena
Hladovéni nadoru protilatkami

Ablace nadoru

Uzdraveni

Obr. 11 Schéma moznych mechanismu nadorové ablace pii PDT
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3. CIiLPRACE

Fotodynamicka terapie, ackoliv se velice rychle a uspésné rozviji, musi neustale
piekonavat urCitd omezeni, jez vznikaji zejména diky principu, na némz je tato metoda
zaloZzena (napf. omezeni terapeutické hloubky zasahu) a nebo kviili nékterym nevhodnym
vlastnostem PS (napf. nedostatecna selektivita k zdsahu pouze cilové nddorové tkan¢). Proto
se neustale hledaji nové PS, jez by svymi vlastnostmi ptfekonaly ty predchézejici a staly se
idealnim néstrojem fotodynamické terapie.

Ve své praci jsem se zamcfil na piipravu latek typu tetrapyrazinoporfyrazini ze
skupiny azaftalocyaninii (AzaPc), které jsou vlastn¢ dusikatymi analogy ftalocyaninii (Pc).

Nahrada perifernich benzenovych kruhti (Pc) za pyrazinové kruhy (AzaPc) ma své
vyhody 1 nevyhody. Pyrazinové uskupeni dovoluje jednoduchou nukleofilni substituci
perifernimi fetézci, ¢imz se daji snadno modifikovat vlastnosti vysledného makrocyklu. Na
druhou stranu atomy dusiku zptisobuji, Ze AzaPc maji absorpci pii nizsi vinové délce nez Pc.

Cilem préace bylo pfipravit fotodynamicky uéinné latky, jez by byly schopné pouziti
jako fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii. Nejdiive bylo nutné odhalit zakladni spojitosti
ve vztahu struktura - fotodynamické vlastnosti pfipravenych makrocykli. Na zékladé
zjisténych informaci ndsledné formulovat a pfipravit perspektivni PS, které by byly pouzitelné
jako PS druhé generace (tj. rozpustné ve vode¢ nebo v jiném vehikulu, popt. inkorporované do
lipozomt) nebo lépe jako PS tieti generace (tj. konjugaty s biomolekulami nebo s jinymi

nosici).

N
&\
R — N
R

Obecny vzorec piipravovanych latek.
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4. METODICKA CAST

4.1. Syntéza symetrickych azaanalogii a princip cyklizace

Ftalocyaniny (phthalocyanines, Pc) jsou aromatické makrocykly. Ve své molekule
obsahuji Ctyfi isoindolinové jednotky spojené v polohdch 1 a 3 dusikovymi mustky. Pravé
delokalizované m elektrony davaji témto latkdm jejich jedine¢né fyzikalni vlastnosti
vyuzitelné v mnoha oblastech.

Struktura azaanalogt ftalocyanint (azaphthalocyanines, AzaPc) je odvozena od Pcs
izosterni nahradou methinové skupiny (-CH=) v benzenovych podjednotkach dusikovymi
atomy. Diky této ptibuznosti vychazeji jejich syntézy zjiz prozkoumané skupiny
ftalocyaninti. Vychazi se vétSinou zruzné 5,6-disubstituovanych derivati pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu. Ty za pouziti rGznych postupi tetramerizuji za vzniku makrocyklického
systtmu AzaPc. AzaPc jsou tedy po chemické strdnce rlzné€ substituované

tetrapyrazinoporfyraziny, popf. tetrapyridinoporfyraziny apod210.

2N N 2 S\ N
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"\ "N
N N
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N I\Il N I\;
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A LD
Ly -
ftalocyanin tetrapyrazinoporfyrazin

—N ——

a-tetrapyridoporfyrazin B-tetrapyridoporfyrazin

Vzhledem k tomu, Ze AzaPc jsou blizce ptibuzné Pc, také jejich syntézy vychazeji
Z obdobnych reakci jako u dobfe prozkoumané skupiny Pc. Zakladem jsou ve vétSin€ ptipada
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rizn¢ 5,6-disubstituované derivaty pyrazin-2,3-dikarbonitrilu, pyridin-2,3-dikarbonitrilu
(vznikd  a-tetrapyridoporfyrazin) nebo pyridin-3,4-dikarbonitrilu ~ (vznika -
tetrapyridoporfyrazin), jez poté za pouziti rGznych postupli tetramerizuji za vzniku
makrocyklického systému AzaPc. Dalsi moznosti pfipravy jinych derivati je poté provadét
obmény na piipraveném makrocyklu at’ jiz zdménou centralnich kovli nebo modifikaci na
periferii.

Mechanismus tetramerizace je pomérné slozity a je zavisly na podminkach reakce a
také na vlastnostech reaktantii. Dle mechanismu muzeme cyklizaci rozd¢lit na dvé skupiny, i
kdyz toto rozdéleni je spiSe umélé a v praxi se tyto mechanismy ¢asto navzajem prolinaji.

e cyklizace bez ptitomnosti centralniho atomu

e pifima cyklizace s centralnim atomem

Cyklizace bez pritomnosti centralniho atomu
Pti tomto druhu cyklizace dochazi k tetramerizaci vlivem silnych bazi. Jako silné baze
se nejcasteji pouzivaji lithné nebo horegnaté? alkoholaty (etanol®*? az oktanol* 2, popr.

amylalkohol**®

) nebo je alkoholat vytvofen pomoci silné baze 1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-
7-en (DBU)212'214. Tyto baze napadaji nitrilové skupiny reaktantd a dochazi k polymeraci.
Diikazem postupné tetramerizace jsou identifikované intermediaty A%°, B?" a C**® (obr. 12).
Vysledkem je bud’ bezkovovy Pc (pti pouziti DBU) nebo makrocyklus se slabé chelatovanym
atomem lithia. Ten je tak slabé vazan, ze sta¢i pouha pfitomnost vody (slaba kyselina) k jeho
uvolnéni z makrocyklu?™.

Tato metoda se pouzivd bud’ pro pfipravu bezkovovych nebo Castéji pro piipravu

O,N
N Li
\H o— NN NH
=N /
\
NH N N\ NH
., N R \
NH N Na \ N NN _NH
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O,N
diiminoisoindolin A B C

(obecny vzorec)

Obr. 12 Intermediaty cykliza¢nich reakci bez pouZiti templatu



kovovych makrocykld, které by za podminek pfimé cyklizace nevznikaly. Staci dodat do
reakce atom zadané¢ho kovu (nejcastéji ve forme octanu nebo chloridu) a ten se nasledné za
pritomnosti silné baze chelatuje do jiz vytvoteného makrocyk1u213. V néekterych piipadech se
vsak ani timto zptisobem nepodafi chelatovat zvoleny centralni atom. V takovych situacich se
do reakce pouzivaji reaktivngj§i prekurzory - diiminoisoindoliny?® (obr. 12). Vznikaji reakci
dikarbonitrild s amoniakem, ¢asto v pfitomnosti siln¢ baze (metoxid nebo hydrid sodny). Tyto
slouceniny jsou snadno izolovatelné a v ndsledné reakci se diky své vysoké reaktivité

pouzivaji k pfimé cyklizaci s centralnim kovem.

Prima cyklizace s centralnim atomem

Mechanismus této cyklizace je zaloZen na koordinaci vychozi latky kolem centralniho
atomu (napf. Ni, Co, Cu), ktery zde slouzi jako templat. Néasledné¢ dochazi ke spojovani a
tetramerizaci. Jako dikaz tohoto mechanismu opét slouzi identifikované intermediaty D,
E?! a F? (obr. 13). Tento druh cyklizace vSak probiha za drastit&jsich podminek, napf. za
varu ve vySevroucich rozpoustédlech jako je dimethylformamid (DMF), 2-
dimethylaminoethanol (DMAE), chinolin??® anebo se vychozi latky tavi pfimo v trubici za
pritomnosti katalyzatori (mocovina, molybdenan amonny). Jako vychozi latky se opét
pouzivaji dikarbonitrily, nebo ¢astéji reaktivnéj$i diiminoisoindoliny.

Oba typy cyklizace jsou vyrazné ovliviiovany pouzitymi vychozimi prekurzory, resp.
jejich substituenty. Substituenty mohou na jedné stran¢ zvySovat reaktivitu reakénich center
(nitrilovych a iminovych skupin) na druhé strané mohou pii své objemnosti stéricky branit

tetramerizaci®'*

NH :;Y
AN \ A
a”” N / N )
HN %

D E F

Obr. 13 Intermediaty cykliza¢nich reakci s pouzitim templatu
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4.2. Syntéza nesymetrickych ftalocyaninu a jejich azaanalogii

Na rozdil od symetrickych syntéz, kdy se pro cyklizaci jako prekurzor pouziva pouze
jedna latka, pii nesymetrickych syntézach spolu reaguji minimalné dva prekurzory. Tyto
prekurzory se mohou liSit pouze rozdilnou substituci v postranim fetézci a zakladni skelet
prekurzoru ziistavd shodny, nebo se do molekuly makrocyklu zabudovava jednotka se
strukturou zcela odliSnou od ostatnich jednotek makrocyklu. Smyslem téchto nesymetrickych
syntéz byva nejcastéji zavedeni pouze jedné funkcni skupiny do makrocyklu nebo sledovani
vlivu poctu jednotlivych substituentll na vysledné vlastnosti makrocyklu. Za timto ucelem se
zavadi do molekuly také definovany pocet substituenti (-COOH, -OH, -NH>), které dovoluji
naslednou konjugaci s jinymi molekulami (PS tfeti generace).

Nevyhodou asymetrickych syntéz je vznik fady vedlejSich produktt, které se pii reakci
tvofi. Abychom ziskali pozadovany produkt, musi po cyklizaci vétSinou nasledovat separacni
metody, nejcastéji chromatografické. Problém velkého poctu vedlejSich produktd, a tudiz i

znaéné snizeni vytézkd, byl casteCné odstranén vyvinutim specifickych metod syntéz

Obr. 14 Mozné polohové izomery vzniklé cyklizaci nesymetrického prekurzoru
(R je libovolny postranni fetézec)
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asymetrickych Pc,

Pro uplnost je nutno dodat, Ze asymetricky makrocykl ziskame i pfi cyklizaci jednoho
substituovaného prekurzoru, ktery neni symetricky soumérny. Tato reakce vede ke smési

polohovych (konstitu¢nich) izomert (obr. 14).

Syntéza A3B ftalocyanint

Ftalocyaniny slozené ze tii jednotek A a jedné jednotky B lze ziskat nékolika postupy,
které se vyrazné lisi jak reakénim schématem, tak specifitou vznikajicitho produktu a mirou

vzniku vedlejsich produkti.

Metoda statistické kondenzace
Tento nejjednodussi mechanismus je odvozen ze syntézy symetrickych Pcs, kdy
dochdzi k cyklické tetramerizaci vychozich prekurzort. Nesymetrické makrocykly vznikaji

cyklotetramerizaci dvou rtiznych prekurzorti podle obecného schématu:

B B
A A A B

B B A A

A B \_A‘ B
A B B B

B B

Schéma statistické kondenzace

Z principu tohoto mechanismu vyplyva, Ze se jednd o neselektivni metodu, kterd
poskytuje smés Sesti produktti rizné nakombinovanych prekurzori A a B (AAAA, AAAB,
AABB, ABAB, ABBB, BBBB). Slozitost vznikl¢ smési dokumentuje i to, Ze si mizeme
navic predstavit rdzné polohové izomery jednotlivych produktt, pokud se jednd o
nesoumérny vychozi reaktant. Tuto smés latek je pak nutno rozdélit pomoci
chromatografickych metod. Separace produktu miize byt znesnadnéna tendenci téchto latek k
agregaci. Jedna se totiz o molekuly s planarnim uspotféddanim, které snadno tvoii dimery.
Tento problém lze casteCné vyfeSit zavedenim vhodnych (objemnych) substituentd na
periferii makrocyklu. Pro usnadnéni separace vysledného produktu se preferuje pouziti

takovych prekurzorid, aby se vznikly makrocykl AsB vyrazné lisil svoji rozpustnosti nebo

48



chromatografickym chovanim od dalSich produktii reakce. Toho muize byt opét docileno
pouzitim vhodnych perifernich substituentti, napf. terc-butylové skupiny, uhlovodikovych
fetézch, dendritickych substituentii®®, kombinaci alkyl- a oligo(oxyethylen)- substituci
zpusobujici rozdilnost polarit a tedy 1 rozpustnost1226.

I kdyz se jednd o neselektivni metodu, lze pouzitim vhodného poméru mnozstvi
vychozich prekurzorii vyrazné posunout reakci ve prospéch pozadovaného produktu AzB. Ze
statistickych propocti vyplyva, Ze pro reakci dvou prekurzori se shodnou reaktivitou se jevi
jako nejvhodnégjsi pomér 3:1. Teoreticky tak vznikne 33% Aa, 44% AsB a 23% ostatnich
moznych produktii (A;B,, AB3, B4)?.

Pouzijeme-li napt. pomér 9:1, dojde sice ke zvySeni mnozstvi A4 a snizeni zisku A3B,
ale nevznikaji témét zddné jiné produkty a pozadovany produkt lze pomérné snadno

227

izolovat™'. V piipadé¢, Ze jsou k cyklizacni reakci pouzity prekurzory s vyrazné rozdilnou

reaktivitou, je nutno tomu prizpisobit pomér jejich mnoZstvi pouZitych pro cyklizaci??®.

Subftalocyaninova metoda
Tato metoda ptipravy Pcs typu AzB, kterou vyvinul Kobayashi a kol., je zaloZena na
rozSifeni kruhu subftalocyaninu (SubPc) jeho reakci se sukcinimidem nebo derivatem

229
@N
N
H
N

diiminoisoindolinu (obr. 15)*°.

N=" >N
mé\
NN

N

z
NH
"SubPc" A,
\__H
N HN
+
—_— NS
HN N
HN g

Obr. 15 Subftalocyaninova metoda

V jadru SubPc dochédzi ke geometrickému pnuti, ztoho divodu se v pfitomnosti

diiminoisoindolinu snadno rozstépi a diiminoisoindolin je nasledné¢ vclenén do struktury

49



makrocyklu. Vznika tak Pcs jehoz struktura odpovida typu A3B. Tato reakce je na rozdil od
pfedchozi metody vysoce selektivni a umoznila ptfipravu Pcs, které byly diive
nedosazitelné??.

Tento mechanismus dikladné prozkoumali 1 T. Torres a kol. Zjistili, ze vysledek
tohoto postupu je znacné ovlivnén podminkami reakce. Expanze kruhu probiha nejlépe,
reaguje-li derivat diiminoisoindolinu v 6 — 9-ti ndsobném nadbytku oproti roztoku SubPcs
ve smeési  DMSO/1-chlornaftalen nebo  dichlorbenzenu (1:4 az 4:1) nebo
(dimethylamino)ethanolu, kdy se reak¢ni smés micha pii teploté¢ 80 — 100°C po dobu 5 — 12
hodin. Vyt&zek se pak pohybuje mezi 3 — 90%°%,

I kdyz se jedné o selektivni metodu, i zde vznikaji vedlejsi produkty, protoze muze
.230

dojit k ¢astecné nebo Uplné fragmentaci™ kruhu SubPc a nésledné statistické kondenzaci

jednotlivych fragmentl poskytujici smés vSech Sesti moznych derivati podle obecného

schématu:
A A B
A A A A A B
A @ B A B A
A S Al + —_—
A 6 B B B
A A A B B B
B B B

Schéma fragmentace SubPc a statisticka kondenzace fragmenti

Vytézek reakce mize byt zvysen, pokud na SubPc navazeme substituenty odtahujici

elektrony a na diiminoisoindolin substituenty poskytujici elektrony??”,

Metoda s vyuzitim pevné faze

Dalsi selektivni metodu piipravy asymetrickych Pcs vyvinul Leznoff*. Vhodné
substituovany ftalonitril (B) navazal na polymerni pevnou fazi. K tomuto nerozpustnému
prekurzoru piidal odlisné substituovany volny ftalonitril, ¢imz ziskal A3B ftalocyanin
navazany na pevnou fazi (obr. 16). V reakéni smési soucasné vznikly A4 lze snadno oddélit
promyvanim pevné faze vhodnym rozpoustédlem. Pozadovany A3B Pcs nésledné odstépil
Z polymerni faze. Podminkou této metody je pfitomnost vhodné funkéni skupiny k navézani

na pevnou fazi a nasledné snadné odstépeni z pevné faze.
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Obr. 16 Metoda s vyuzitim pevné faze

Syntéza ABAB ftalocyaninu

_Schéma piipravy ABAB ftalocyanint

v
>
>

Jak jiz bylo zminéno vySe, 1 tyto derivaty mohou byt ziskany statistickou kondenzaci a
nasledné odseparovany ze smési. Chromatografickou separaci téchto latek vSak znesnadiiuje

pritomnost jejich polohovych izomerd AABB s velice podobnymi, ¢asto naprosto shodnymi

chromatografickymi vlastnostmi.

NH
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N
2
A
NH NH H
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H
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N
/
R2 R1
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Obr. 17 Ptiprava ABAB ftalocyaninu
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Byly proto vyvinuty specifické metody piipravy téchto latek. Touto problematikou se
ve své praci zabyvali napf. Young a kol.?** (obr. 17). K reakci pouzili ekvivalentni mnoZstvi
prekurzord 1,3-diiminoisoindolinu (A) a 1,3,3-trichloroisoindolinu (B), reakce probihala za
mirnych podminek v pfitomnosti baze a reduk¢niho Cinidla.

Jinou metodu uvadi ve své praci Leznoff**®. Provedl reakci 1,3-diiminoisoindolinu (A)
s 1H-isoindol-1,3(2H)-dithionem (B) v poméru 1:1 (obr. 18). Vznikl ABAB ftalocyanin se

stopami dalSich moznych Pcs.

NH
R1 R1 R2
N /N
AN
NH NH H
+ N / N N
—_—
S H
R2 N PN\ ABAB
NS
NH
R2
B \s R1
Obr. 18 Ptiprava ABAB ftalocyaninu
Syntéza AABB ftalocyaninu
B
A
Schéma piipravy AABB ftalocyanind

Obdobné¢ jako izomerni latky typu ABAB lze i tyto slouceniny také ziskat statistickou
kondenzaci, ale s jiz vySe zminénymi velice Castymi problémy se separaci téchto izomeru.

Leznoff a jeho spolupracovnici233 se zabyvali 1 ptipravou Pcs typu AABB. Pro jejich
ptipravu pouzili meziprodukt tzv. polovi¢niho ftalocyninu (AA), ktery byl nasledné podroben
reakci s jinym ftalonitrilem (B) za velmi mirnych podminek (obr. 19). Pfiprava stabilniho
meziproduktu vyZaduje pouziti ftalonitrilli se substituenty siln¢ odtahujici elektrony. Leznoff
pouzil 4,5-bis(3,3-dimethyl-1-butyl)ftalonitril s LiOMe v prostfedi metanolu.

:234

Kobayashi“*" postupoval pfi syntéze Pcs typu AABB podobné. Vychazel z prekurzoru
bis(ftalonitrilu) spojeného pies urCity fetézec (napf. 2,2°-dihydroxy-1,1-binaftyl), aby
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dochdzelo k pnuti v molekule. Tento prekurzor nechal reagovat s odlisné substituovanym

ftalonitrilem, aby ziskal Pcs typu AABB ve vytézku asi 20 — 25% (obr. 20).

R CN
ﬁ R ]
R CN
A
LiOMe | MeOH

Zn

N \N NLi ©:
o ) AABB
N
/ n "
R half-Pc

R1 R2
(@] CN NC o
o o)
+
‘ ‘ 0 o)
O CN
A NC (6] B
R1 R2
R1 R2

AABB
R1 R2

Obr. 20 Ptiprava AABB ftalocyaninu dle Kobayashiho
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5. DOSAZENE VYSLEDKY

5.1.  Komentar k dosaZenym vysledkiim

Béhem naseho vyzkumu jsme se snazili odhalit vztahy mezi strukturou a
fotodynamickym ucinkem azaftalocyaninovych makrocykli. V prvnim kroku naseho
vyzkumu jsme chtéli zjistit, jakym zplsobem ovliviiuji produkci singletového kysliku
heteroatomy, pies které jsou na makrocyklus navdzané periferni fetézce (ptiloha 6.1.). Jako
spojovaci heteroatomy jsme pouzili atomy dusiku, kysliku a siry, pres které byl na
makrocyklus navédzan alifaticky fetézec (obr. 21). Z chemického hlediska jsme tedy

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

alkylaminem, alkoholatem a thioldtem. U \_L J_/

kone¢nych produkti jsme méfili chemickou >_<
metodou produkci singletového kysliku. Principem W\ N \N H/
4
této metody je spektrofotometrické stanoveni NN N
o XN | Ny X
rozkladu 1,3-difenylisobenzofuranu (DPBF), ktery I | I\<I | I
X" N ”

je scavangerem singletového kysliku. N N _N NOX

Nejslabsim  producentem  singletového N N i
kysliku jsou alkylamino-substituované makrocykly, >—<

u nichz je produkce doslova zanedbatelna. Naopak /—/7 ‘\—\

atomy kysliku a zeyména siry se ukéazaly jako velmi X =S.0N
vhodné spojovaci fetézce, jelikoz substituce t€mito M = Mg,Zn,2H
atomy m¢la za nasledek vyrazn€ siln€jsi produkei oy oq Obecny vzorec pripravovanych latek
singletového kysliku. Z téchto dvou atomul se pro

dalsi syntézy ukézal jako nejvhodnéjsi spojovaci atom siry, nebot’ kromé nejvyssi produkce
singletového kysliku v porovnani s métenymi atomy jsou alkylsulfanyl substituenty stabilni i
pti cyklizaci (narozdil od alkoxy substituentil) a navic u nich dochazi k vyraznému posunu
absorp¢niho maxima k del§im vinovym délkdm, coZ je pro pouziti ve fotodynamické terapii
velmi dilezité. VSechny komplexy s centrdln€é chelatovanym atomem zinku vykazovaly
vysokou produkci singletového kysliku, na rozdil od atomu hoiciku a zejména od
bezkovovych komplexti, které jsou obecné povazovany za velmi slabé producenty

singletového kysliku.
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V nésledujici praci jsme se zamé&fili na porovnani fyzikdlnich vlastnosti ftalocyanini
(Pc) a azaftalocyanini (AzaPc) (ptiloha 6.2.). Jednalo se zejména o porovnani agregacnich
vlastnosti a produkce singletového kysliku. Pro toto porovnédni jsme pfipravili bezkovové,
hofeCnaté a zinecnaté komplexy Pc a AzaPc, které byly substituované bud’ osmi n-
oktylsulfanylovymi skupinami (pfedstavuji dlouhé alifatické fetézce) nebo osmi terc-
butylsulfanylovymi skupinami (pfedstavuji kratké ale objemné fetézce) (obr.22). Spojovaci
atom siry byl vybran na zéklad¢ diive zjisténych vztahli mezi strukturou a u¢inkem (viz vyse).

Méfeni tvorby agregatii (charakterizované
RS SR

dimeriza¢ni konstantou) ukazala, Ze ftalocyaninové

s L e . y R =X =

jddro ma signifikantné nizs$i tendenci ke tvorbé S\e\ X/S/SR
X \\ Ne—"\ X

agregati nez jadro azaftalocyaninové. Podle

ptedpokladi se potvrdilo, Ze objemny substituent (v N\ N\M\N ,

naSem ptipadé terc-butylsulfanylovd skupina) < l\\l N/N L
inhibuje agregaci mnohem vice nez jednoduchy RSJ\;X >\( \2\ SR
alifaticky fetézec. Z pohledu produkce singletové RS SR
kysliku vyplyvd, Ze obé jadra jsou viceméné X = N,CH
rovnocenna. Jiz z diivéjSich méfeni se potvrdilo, Ze M = Mg,Zn,2H
zinenaté komplexy maji vysokou produkci R = n-oktvl. terc-butvl

. . . . oL Obr. 22 Obecny vzorec ptipravovanych latek
singletového kysliku na rozdil od hotfec¢natych a

zejména bezkovovych, jejichZz produkce je miniméalni. Vyhodou Pc je navic posun
absorp¢niho pasu k del§im vlnovym délkdm (o cca 50 nm). Na druhou stranu byl u téchto

komplexli pozorovan vyrazny rozklad na svétle (,,photobleaching®).

Jednou znevyhod ftalocyanini a jejich N(\/

analogll je Spatna rozpustnost ve vodném médiu. S

Proto jsme se pokusili v dalsim kroku zavést do

makrocyklu skupiny, které by zvySily jejich ﬁ/ \&S’ )<
rozpustnost ve vod¢ (pfiloha 6.3.). Na zikladé

ziskanych zavislosti mezi strukturou a ucinkem

Jsme piipravili sérii zine¢natych komplexti AzaPc >( /%/;Q /Q\

(ptiklad obr. 23), které se liSily pomérem

objemnych terc-butylsulfanylovych substituentd X

(inhibice agregace, vysoka produkce singletového Obr. 23 Struktura separovaného kongeneru

kysliku, posun absorpéniho maxima k delSim typu AAAB
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vinovym délkam) a 2-diethylaminosulfanylovych substituentli (moznost zavedeni kladného
naboje do molekuly ve form¢ hydrochloridu nebo kvarterni soli). Statistickou kondenzaci
jsme pfipravili smés kongenerti (AAAA, AAAB, ABAB, AABB, ABBB, BBBB), kter¢ jsme
separovali sloupcovou chromatografii, véetné izomeru cis (adjacent) a trans (opposite) (obr.
23). Obecné tyto latky vykazovaly silnou adsorpci na silikagel, coz vyrazné stézovalo prubéh
separace a z tohoto diivodu se nepodafilo kongener typu ABBB izolovat.

U ziskanych produkti jsme nésledné méfili produkci singletového kysliku a
fluorescen¢ni kvantovy vytézek. Pro méteni jsme pouzili latky ve formé volnych aminti a
hydrochloridi a sledovali zavislosti téchto veli¢in na pouzitém rozpoustédle
(dimethylformamid, voda, HCI, fosfatovy pufr). V dobé hodnoceni téchto vysledki jsme se
domnivali, ze solvatace a protonace perifernich terciarnich aminoskupin (hodnota pH) siln¢
ovliviiuje agregaci a zvysSuje tak produkci singletové kysliku a fluorescencni kvantovy
vytézek. V souCasnosti se vSak domnivame, Ze tento jev je zpisoben mechanismem PET

(,,photoinduced electron transfer*)**,

Z ptedchozich vysledkd bylo mimo jiné patrné, Ze pouze kompletné ionizovany
makrocyklus je dostatecné rozpustny ve vodném mediu. Méné hydrofilni AzaPc jiZ nejsou
timto zptisobem aplikovatelné — proto jsme se rozhodli lipofilngjsi struktury inkorporovat do
unilamelarnich lipozomt (pfiloha 6.4.). Pro inkorporaci jsme pouzili rizné substituované
zinenaté komplexy AzaPc, které jsme povazovali za velmi slibné z pohledu
fotodynamickych vlastnosti.

Kromé lipofility pouZzitych struktur je zdsadnim parametrem ovlivilujici vlastni
inkorporaci 1 tvorba agregatli. Makrocykly substituované objemnymi skupinami (v naSem
pfipad¢ terc-butylsulfanylovd skupina) se inkorporovaly do lipozomid ve vysokych
koncentracich v monomerni formé¢, coz je pro vlastni fotodynamicky efekt zakladni
predpoklad. Naopak makrocykly substituované nerozvétvenymi alifatickymi fetézci (n-
oktylsulfanylova skupina), které inhibuji agregaci podstatné méné€, se inkorporovaly do

lipozomt pouze ve velmi nizkych koncentracich v monomerni formé.

Jednou z metod, jak zlepsit distribuci PS do nadorovych tkani, je piiprava tzv.
fotosenzitizéru tieti generace. Fotosenzitizéry tieti generace jsou fotodynamicky aktivni latky,
které se vazi na specifické nosic¢e (napf. hormony, cukry, monoklonalni protilatky atd.). Pro
tyto konjugace se pouzivaji rizné druhy vazeb, napt. esterova, amidicka, thiomocovinova,

atd.
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Pro tento ucel jsme pfipravili sérii AzaPc

I S T . . R
(hofe¢naté, zine€naté a bezkovové komplexy), které R\[(\/\/\H . o

byly substituovany riznymi funkénimi derivaty —

7\
volnou karboxylovou skupinou, jejim butylesterem H
: : . , / \
a diethylamidem (pfiloha 6.5.). Jako druhy *L’ N O ,\{
substituent jsme pouzili jiz osvédéenou terc- :[ A \ / N>>:[N\INH
/ \
butylsulfanylovou skupinu - inhibice agregace, N N T N s
N NN
vysokd produkce singletového kysliku, posun \S_T
absorpéniho maxima k del$im vlnovym délkam NN o
>_<H
(obr. 24). U vsech komplext jsme zmé&fili produkci o ‘\‘5 N\/\/\)J\R
singletového kysliku. Makrocykly s amidickou a R
M = Mg,Zn,2H
esterovou vazbou se vyznacuji mirn€ vyssi produkci R =-OH
singletového kysliku na rozdil od volnych -0-C,H,
-N-(C,H;),

karboxylovych kyselin. Da se tedy predpokladat, ze
. N . Obr. 24 Obecny vzorec ptipravovanych latek
kovalentni vazbou PS na nosi¢ se jeho

fotodynamicka uc¢innost nezmensi.

Na zékladé dfive ziskanych znalosti mezi strukturou a uc¢inkem ve skupiné AzaPc
jsme se pokusili pfipravit kvalitni PS, které by byly pouzitelné jako fotosenzitizéry 3.
generace (prfiloha 6.6.). Proto jsme pfipravili zinecnaté a hofecnaté komplexy (vysoka
produkce singletového kysliku) substituované Sesti >< >(
nebo sedmi terc-butylsulfanylovymi skupinami 3 "

S
. . . S\X§ N ;S/S
(inhibice agregace, vysoka produkce singletového X VAN N AA/ )<
Ran
M

kysliku, posun absorpéniho maxima k delSim

N N
vlnovym délkdm) a jednim alifatickym fetézcem A);\)Ni )é\
« . , N= = 7 N
zakonCenym  karboxylovou  skupinou,  ktera >(S /k\/é ! N N\Bé\ R
= 1
S R

umoznuje konjugaci fotosenzitizéru s riiznymi nosici )< 2

formou esterové nebo amidické vazby (obr. 25). Tyto
R,,R, =fetézec s funkéni skupinou

komplexy jsme pfipravili statistickou kondenzaci a M = Zn, Mg

ze vzniklych Sesti kongeneri byl separovan pouze .. o Obecny vzorec piipravovangch latek
typ AAAB s jednou funkéni skupinou. Nejvice

zadouci je prave jedna funkéni skupina, protoze diky ni jsme schopni pfesné a konkrétné urcit
charakter vzniklého konjugétu- na rozdil od polyfunkénich makrocykli.

U zine¢natych komplexii byla potvrzena vysoka produkce singletového kysliku, dobra
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rozpustnost ve vétsing béznych organickych rozpoustédel, minimalni agregace a dostatecny

spektralni posun.

Béhem naseho vyzkumu jsme feSili zakonitosti, které bezprostiedné nesouvisely
s fotodynamickym efektem ptipravenych latek. Odhaleni téchto souvislosti ndm ale umoznilo
hlubsi pochopeni chovani AzaPc molekul a vztahti mezi strukturou a fyzikalnimi vlastnostmi
zkoumanych sloucenin.

Jednim ze zkoumanych vztaha byl vliv elektron-poskytujicich a elektron-odtahujicich
skupin na produkci singletového kysliku a

fluorescencni  kvantovy vytézek. Pro toto \\\L\\\
(0]

testovani jsme pfipravili sérii zine¢natych o >(s

komplexti AzaPc, které byly substituovany ° Al N \'{%E}/X

riznym poctem terc-butylsulfanylovych skupin
(M+ efekt, inhibice agregace, vysoka produkce /q
singletového kysliku) a butoxykarbonylovych }%N /¢\
skupin (M- efekt) (piiloha 6.7.). Statistickou

kondenzaci jsme tedy pfipravili a vyizolovali 5

kongenerii (AAAA, AAAB, AABB+ABAB,
ABBB, BBBB). [Izomerni komplexy typu ABAB

Obr. 26 Struktura kongeneru typu AABB

a AABB (obr. 26) se nepodafilo odd¢lit a pii testovdni se pouzivala jejich smés.
S ptibyvajicim pocétem elektron-odtahujicich skupin klesa produkce singletového kysliku a
fluorescen¢ni kvantovy vytézek. Na druhou stranu dochazi diky konjugaci butoxykarbonylové

skupiny k mirnému posunu absorpce k del§im vinovym délkam.

Jiz del§i dobu jsou znamy acidobazické >(

vlastnosti ftalocyaninového skeletu. Doposud vSak

nikdo nevénoval pozornost acidobazickym vlastnostem X \e\ﬁ \Q

jejich dusikatych analog — AzaPc. Je ziejmé, Ze =N 32

zavedeni dalSich dusikovych atomli do makrocyklu \ 31/

povede K jinym acidobazickym vlastnostem a tyto @13/Q\ X
vlastnosti jsme se rozhodli u téchto analogi porovnat \8\

pomoci UV-vis spektroskopie (ptiloha 6.8.). )<

) » : X—CH,N
U obou analogh dochazi k protonaci M=Zn.2H
azomethinovych mustki za pfitomnosti silnych kyselin  Obr. 27 Obecny vzorec zkoumanych

makrocykld
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(obr. 27, N8, N*3, N N?). K protonaci do prvniho stupn& jsme pouzili bud’ trifluoroctovou
kyselinu (50 % roztok v tetrahydrofuranu (THF)) nebo H,SO, (5 % roztok v THF) -
protonace jednoho azomethinového mustku se projevuje snizovanim puvodniho absorp¢niho
maxima a vznikanim nového, k delsim vinovym délkam posunutého, absorpcniho maxima.
K protonaci do dalSich stupiiii (max. 4 stupné€) je zapotiebi jiz koncentrovanéjsich roztoki
H2SO, a paralelné vede k vétsimu rozkladii komplexii — posledni stupeii jiz nebyl dostate¢né
potvrzen. U AzaPc makrocykli dochazelo navic v20 — 30 % roztoku H,SO, v THF
K protonaci i pyrazinovych dusiku.

Na druhé strané vykazuji vodiky na dvou centralnich dusicich uvnitt makrocyklu (obr.
27, N, N3 kyselé vlastnosti (pouze u bezkovovych komplexit). Pii pouZiti silné organicka
baze (napf. tetrabutylammonium-hydroxid) vznika di-aniont, coz se projevuje zménou spektra
- dochazi ke zméné€ symetrie a spektrum je podobné kovovému komplexu. Stejnou zménu
symetrie lze pozorovat i po rozpusténi bezkovovych makrocykli v pyridinu, kde vSak dochazi
pti pon¢kud odliSném mechanismu ke tvorbé komplext atomt vodiku na vnitinich dusicich
(N®, N*') satomem dusiku v pyridinu. Kyselost téchto vodikli je navic ovliviiovana

elektronovymi efekty substituenti.

Velkym nedostatkem AzaPc je jejich absorpce pii nizkych vinovych délkach. Tento
nedostatek je mozné odstranit rozSifenim konjugovaného systému, napiiklad
pfikondenzovanim nebo vloZenim benzenového jadra do tetrapyrazinoporfyrazinového
(TPyPor) systému (ptiloha 6.9.). Pro tento icel jsme pfipravili novy a snadno substituovatelny
prekurzor — 2,3-dichlorchinoxalin-6,7-dikarbonitril. Nukleofilni substituci diethylaminem
jsme piipravili stavebni jednotku, kterou jsme nechali statistickou kondenzaci reagovat

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

Vysledkem byla smés Sesti bezkovovych L
kongenerd, které se liSily poctem vloZenych N
benzenovych jader do TPyPor systému. Diky \/N\NX/:{\I <NJ
objemnym diethylamino skupindm, které siln€ inhibuji _N /N;E—NC

agregaci i1 u roz§ifenych makrocykld, jsme vSechny HN~f

N
"\ N
kongenery oddélili, véetné izomernich cis (adjacent) NH A&;’\
=~ U
. N B
(obr. 28) a trans (opposite). —. N g /N o~
S pfibyvajicim poftem benzenovych jader /N |

r M
v makrocyklu se posunuje stied absorpéniho maxima 7 (

linearné zhruba o 22 nm na kazdé vloZené benzenové Obr. 28 Struktura separovaného kongeneru

typu AABB
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jaddro. U vSech bezkovovych komplexii jsme pozorovali rizné typy Stépeni absorpcniho
maxima vlivem rozdilné symetrie molekuly. Vlozenim centralniho atomu (v naSem piipadé

atom zinku) opét doslo ke zménam symetrie, celkovému tvaru a posunu absorp¢énich maxim.
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7.  SOUHRN

Pfipravili jsme mnozstvi rizné substituovanych prekurzord na bazi pyrazin-2,3-
dikarbonitrilu, ftalonitrilu a chinoxalin-2,3-dikarbonitrilu, které jsme nasledné¢ nechali
riznymi postupy cyklizovat za tvorby makrocykli. VSechny komplexy jsme separovali
(pokud to bylo mozné), vycistili a dostate¢né charakterizovali. Takto jsme pfipravili nékolik
sérii latek, na nichZ jsme sledovali vliv struktury (resp. strukturnich obmén) na fyzikalni a
fotodynamické vlastnosti. Ze ziskanych zavislosti vyplyva, ze nejlepsi fotodynamické
vlastnosti maji zine¢naté komplexy azaftalocyanint, které jsou substituovany objemnymi
skupinami vdzanymi na makrocyklus pfes heteroatom siry. Tyto latky vykazovaly vysokou
produkci singletového kysliku, dostate¢nou stabilitu na svétle, maximum absorpce pii vyssich
vlnovych délkdch a velmi nizkou agregaci, ktera umoznovala kvalitni inkorporaci do
unilameldrnich lipozomt. Na zaklad¢ stejnych zavislosti jsme pfipravili fotosenzitizéry
obsahujici jednu funkéni skupinu, které by mohly byt pouzitelné jako fotosenzitizéry treti
generace. VloZenim 4 benzenovych jader do tetrapyrazinoporfyrazinového makrocyklu jsme
posunuli absorpéni maximum aZ do oblasti kolem 750 nm, které je povaZovano za zcela
optimalni z hlediska fotodynamického efektu v zivych tkanich.

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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