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1. ABSTRAKT

Protinddorovd |écba se vsoucasné dobé skldada predevSsim zchemoterapie,
radioterapie a chirurgického zdkroku. Jelikoz tyto lééebné metody maji mnoho
vedlejSich ucinkd, zkoumaji se dalsi cesty |écby nddorovych onemocnéni. Jednim
z téchto modernich pfistupl, ktery je predmétem intenzivniho vyzkumu po celém
svété, je neinvazivni a minimalné toxickd metoda nazyvana fotodynamicka terapie.
Princip spociva v aplikaci latky citlivé na svétlo zvané fotosensitizér, ktera se selektivné
hromadi v nadoru a po ozareni vhodnym svételnym zdrojem dochdazi ke vzniku
fotochemické reakce, ktera vede k produkci reaktivnich forem kysliku. Vysledkem této
reakce je oxidacni stres v cilovych bunkach, ktery zplsobuje poskozeni téchto bunék,

pfipadné jejich smrt, cévni poskozeni a stimulaci imunitni odpovédi.

Diky vyhodnym vlastnostem patfi ftalocyaniny mezi velmi slibné fotosensitizéry.
Obvykle jsou pfipravovany ve formé komplex( s centralné vazanymi kationty kovd,
jako jsou napft. zinek a hlinik. Nami vybrané PS ze skupiny aniontovych ftalocyaninG
byly v minulosti v nasi védecké skupiné nejdfive zkoumany na bunécné Urovni v in vitro
podminkach, a jelikoz jejich fotodynamickd aktivita dosahovala zajimavych vysledkd,

byly vybrany k dalSim experimentdm in vivo.

Cilem této prace je zhodnoceni prlbéhu organové distribuce vybranych
fotosensitizér v mysim modelu. Dale zjisténi, ve kterém organu se tyto latky nejvice
hromadi a ve kterém case zde dosahuji maximalni koncentrace. Dale byl zjistovan

¢asovy profil téchto latek v plazmé a modi.

Z vysledkl experimentl na mysim modelu kmene BALB/c, Ize usuzovat, Ze amfifilni
latka P44 byla v organech pfitomna ve vyssich koncentracich nez hydrofilni latka HK22.
Studované fotosensitizéry v plazmé dosahovaly nejvyssi koncentrace ihned po podani a
poté byly postupné z plazmy eliminovany. Latka P44 se nejvice ukladala v jatrech, ale
z jater nebyla béhem 24 h eliminovana. V ostatnich orgdnech byla pfitomna jen ve
velmi nizkych koncentracich. Latku HK22 nebylo moZzné detekovat ve svalu, nddoru a
plicich. Vzhledem ktomu, Ze se obé aniontové latky P44 a HK22 nedeponovaly

v nadorové tkani, nejsou z hlediska farmakokinetiky pfilis vhodné pro pouziti ve PDT.



2. ABSTRACT

Cancer treatment currently consists mainly of chemotherapy, radiotherapy, and
surgery. As these treatments possess certain side effects, other ways of treating cancer
are being explored. One of these modern approaches, which is the subject of intensive
research around the world, is a non-invasive and minimally toxic method called
photodynamic therapy (PDT). The PDT is based on the application of a light-sensitive
substance called a photosensitiser (PS), which accumulates selectively in the tumour
and, after exposure to a light of a suitable wavelength, a photochemical reaction
occurs which leads to the production of reactive oxygen species. The result of this
reaction is an oxidative stress in the tumour tissue together with cellular damage with
subsequent cell death accompanied with vascular damage, and even stimulation of the

immune response.

Due to their advantageous properties, the phthalocyanines (Pcs) are very
promising PSs. They are usually prepared in the form of complexes with centrally
bound metal cations such as zinc and aluminium. Selected anionic Pcs were first
examined at the cellular level under in vitro conditions, and as their photodynamic

activity was promising, they were selected for further in vivo experiments.

The aim of this work is to evaluate the organ distribution of selected PSs in a
mouse model. Further, to determine in which organ these compounds accumulate
most and at what time they reach their respective maximal concentrations. Also, the

time profile of these substances in plasma and urine was investigated.

From the results of our experiments on the BALB/c mice, it can be concluded
that amphiphilic compound P44 was present in the organs at higher concentrations
than hydrophilic compound HK22. The studied PSs reached the highest concentration
in the plasma immediately after administration and then they were gradually
eliminated from this compartment. P44 was deposited most extensively in the liver
without elimination from this organ within 24 h. It was present in low concentrations
in other organs. HK22 could not be detected in muscle, tumour, and lungs at all. As
both anionic compounds P44 and HK22 were not deposited in tumour tissue, they are

not very suitable for utilization in PDT in terms of pharmacokinetics.
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4. UVOD

Diplomova prace s nazvem ,Organova distribuce aniontovych ftalocyaninovych
fotosensitizérli u mysiho modelu nadoru” se v teoretické casti zabyva obecnym
popisem fotodynamické terapie (PDT). Dale jsou zde popsany vybrané skupiny
fotosensitizérd (PS). PDT je moderni a neinvazivni metoda klécbé nadorovych i
nenadorovych onemocnéni. Je zaloZena na spoluplsobeni tfi zakladnich slozek, které
samy o sobé nejsou toxické, a to PS, svétla a kysliku. Principem této metody je podani
PS, ktery se hromadi v nadorovych bunkach a po ozareni svétlem urcité vinové délky
zpUsobi poskozeni cilovych bunék. Hlavni vyhodou této metody je uUplné zniceni

nadorovych bunék, aniz by byly poSkozeny zdravé buriky.

Na zacdtku prace je popsand historie této l|écebné metody. Ddle jsou zde
podrobné rozepsané mechanismy ucinku, princip poskozeni tkani, vyhody a omezeni
této metody. Cast teoretické prace jsem také vénovala popisu klinicky vyuZivanych PS,
ale jelikoZz zadna z téchto latek nema idedlni vlastnosti, probiha stale vyzkum dalSich

PS.

Cilem mé prace bylo celkové zhodnoceni distribuce vybranych PS v organismu
mysSiho modelu. Dale také zjistit, jak se dané Ilatky v podminkach in vivo chovaji, a kde
se nejvice hromadi. Jednd se o aniontové latky ze skupiny ftalocyaninl (Pc), jejichz
fotodynamicka aktivita byla jiz dfive zkoumana v in vitro podminkach. A jelikoz tyto
latky byly nejucinnéjsi ve své skupiné a vykazovaly nejvhodnéjsi vlastnosti a vysledky,

byly proto vybrany pro dalsi vyzkum.



SEZNAM ZKRATEK

10, — singletovy kyslik

ALA — kyselina aminolevulova (aminolevulinic acid)

AlPc — hlinity ftalocyanin (aluminium phthalocyanine)

(Aza)Pc — azaftalocyanin (azaphthalocyanine)

BSA — bovinni sérovy albumin (bovine serum albumin)

Ceb6 — chlorin E6 (chlorine E6)

FDA — Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv (USA; Food and Drug Administration)
HpD — derivaty hematoporfyrinu (hematoporphyrin derivative)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography)

IL — interleukin

LDL - lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

MHC — hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility complex)
PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)

Pc — ftalocyanin (phthalocyanine)

PDT — fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PpIX — protoporfyrin IX (protoporphyrin I1X)

PS — fotosensitizér (photosensitizer)

ROS — reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

VTP — fotodynamicka terapie cilend na cévy (vascular-targeting PDT)
Tc — cytotoxické T-lymfocyty (cytotoxic T cells)

TEAA — triethylamoniumacetat (triethylammonium acetate)

Th — pomocné T-lymfocyty (helper T cells)

TPyPzs — tetrapyridoporfyraziny (tetrapyrazinoporphyrazine)



ZnPc - zine¢naty ftalocyanin (zinc phthalocyanine)
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Uvod do fotodynamické terapie

Fotodynamicka terapie (PDT) je metoda lécby, ktera se rychle rozviji v ramci
rGznych lékarskych oborld od 60. let 20. stoleti. Vétsi pozornost tento terapeuticky
pfistup ziskal diky experimentiim Dr. Thomase Doughertyho, ktery také v roce 1986

zalozil International Photodynamic Association (Gursoy et al., 2013).

PDT se zacina jevit jako slibna, minimalné invazivni a vysoce selektivni metoda k
|[é¢bé nadorovych onemocnéni. Principem této metody je poddani fotosenzitivni latky
(fotosensitizéru; PS) s rozdilnou afinitou k nadorové (patologické) tkani oproti tkani
zdravé, coz vede k selektivnimu zachytavani PS nddorovymi burikami. Ndsledné ozareni
nadoru svétlem, vétSinou laserem, vede k aktivaci PS a vzniku fotodynamické reakce,
coz nakonec sméfuje k selektivni destrukci nadorovych bunék (Zhang et al.,, 2018,

Miller et al., 2007).

V soucasné dobé je PDT Siroce pouZivana pfi lécbé orofaryngealniho karcinomu
(karcinomu dutiny Ustni a hltanu), karcinomu jicnu a koznich nador(. Vyuziti PDT je
vSak omezeno nedostateénym svételnym tokem v hluboko uloZenych ¢&i Spatné
dostupnych tkani. Tendence zlepsit terapeutické ucinky PDT vedly ke kombinované

Ié¢bé s chemoterapii, radioterapii, imunoterapii apod. (Zhang et al., 2018).

V poslednich nékolika desetiletich bylo provedeno mnoho studii tykajicich se
pouziti PS v onkologii. | pres uspéch PDT jsou stdle zkoumany nové slouceniny a
inovativni metody, které jsou potfebné pro zlepseni efektivniho vyuziti PDT v klinické
onkologii. Jako priklad Ize uvést vyuZiti nanomaterial(, které mohou zlepsit Gcinnost
PDT a eliminovat jeji vedlejsi ucinky. PouZiti nanocastic zvysuje lokalni koncentraci PS,
a tim zvysuje selektivitu terapie (Kwiatkowski et al., 2018).

PDT ma vSak v mediciné vyuziti nejen z terapie nadorovych onemocnéni.
Pfedstavuje totiz velmi slibnou alternativu k prekonani rezistence u bakteridlnich,

plisnovych a virovych infekci, jelikoZz rozvoj rezistence na PDT je vysoce

nepravdépodobny (Plotino et al., 2019).
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DalSich slibnych vysledk( dosahuje PDT v dermatologii, diky dobré snasenlivosti
pacienty. VyuZiva se napf. v |écbé povrchového nemelanomového koZzniho karcinomu,

akné a riznych dermatdz (Ozog et al., 2016).

5.2 Historie PDT

Svétlo se pouziva k IéCbé nemoci jiz od starovéku, kdy bylo vyuZivano ve
starovékém Egypté, Indii a Ciné k 1é&bé koZnich onemocnéni, jako je lupénka nebo
vitiligo. Ve starovékém Recku byla oblibenad helioterapie, tedy lé¢eni sluneénim
zarenim. Slavny fecky lékaf Hérodotos, ktery byl povazovdn za otce helioterapie,

zdUrazioval vyznam slunecniho zareni pro zdravi lidského téla (Ackroyd et al., 2001).

V osmnactém a devatenactém stoleti se ve Francii pouzivalo slunecni svétlo pfi
[é¢bé rhznych onemocnéni, jako jsou tuberkuldza, kfivice, kurdéje, revmaticka
onemocnéni, ochrnuti, edém a svalové slabosti. Zakladatelem pouzivani fototerapie v
mediciné se stal na prelomu minulého stoleti dansky Iékai N. Finsen, ktery popsal
Uspésnou lécbu pravych nestovic pomoci Cerveného svétla, které zabranilo hnisani
puchyrk(. Poté pokracoval v pouZivani ultrafialového svétla k [é¢bé kozni tuberkuldzy a
vyvinul lampu, pfi jejiz konstrukci vyuZil obloukové svétlo uhlikovych elektrod k léc¢bé
tohoto onemocnéni. Za poznatky ohledné fototerapie byl ocenén Nobelovou cenou v

roce 1903 (Ackroyd et al., 2001, Dolmans et al.,2003).

Bunéénou smrt vyvolanou interakci svétla a chemické latky poprvé proved|
student mediciny z Mnichova Oscar Raab. Béhem experiment( s akridinovymi barvivy
si Raab vsiml, Ze dochazi k fluorescenci u prvok(, ktefi byli ovlivnéni témito barvivy a
poté ozareni. Tento jev mél toxicky ucinek, ktery vedl k ihynu prvokl. Raab predloZil
sva pozorovani profesoru Von Tappeinerovi, ktery v roce 1904 tento jev vysvétlil a
popsal jako ,fotodynamicky efekt”. Brzy poté byl v roce 1905 proveden prvni ucinny
pokus o lécbu nadoru kize s pouzitim 5% roztoku eosinu. Tato terapie se vsak
nedostala k SirSimu publiku a byla zapomenuta na cela desetileti (Kwiatkovski et al.,

2018).

Ackoliv je pojem PDT zndm pfiblizné 100 let, teprve od druhé svétové valky se
seznamil s anglicky mluvicim svétem, jelikoz predtim byla velkd ¢ast experimentd

provadéna v Evropé, a tudiz byla rannd literatura publikovana v némciné, francouzstiné
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a danstiné. Ve druhé poloviné dvacatého stoleti se zacalo vyuZivat svétlo ve
vyznamnéjsi mife v mnoha rlznych oblastech mediciny napf. fototerapie
novorozenecké Zloutenky, fototerapie ultrafialovym svétlem v dermatologii, PDT a

fotodetekce (Ackroyd et al., 2001).

V roce 1948 F. H. J. Figge shrnul sérii studii, které ukazaly, Ze exogenné ziskané
porfyriny se selektivné hromadily v nddorech u mysi. Tato studie byla pozdéji rozsifena
i o pacienty s nddorovym onemocnénim. V ndvaznosti na tuto studii prokdzala v 70.
letech 20. stoleti skupina Dr. Doughertyho vyuziti hematoporfyrinu pfi [é¢bé nador( u
mysi. Nasledovala studie prokazujici Uspésnou Iécbu rekurentniho karcinomu prsu. Na
zakladé terminologie plivodné zavedené H. von Tappeinerem byl tento terapeuticky
postup nazvan PDT. T. Dougherty a C. J. Gomer se zabyvali také biodistribuci, a zjistili,
Ze se derivaty hematoporfyrinu (HpD) vice hromadily v nddorovych tkanich ve srovnani
se zdravou tkani. Hlavnimi misty akumulace byla jatra, ledviny a slezina. Dalsi dllezity
objev identifikoval singletovy kyslik (*02), ktery je produkovany vlivem svételného
zareni absorbovaného porfyriny, jako hlavni cytotoxickou latku produkovanou béhem
PDT. Doughertyho skupina pokracovala v dalSich experimentech a pfinesla mnoho
informaci ohledné HpD. Toto usili vedlo v roce 1995 ke schvaleni PDT pro lécbu
rakoviny jicnu Food and Drug Administration (FDA) ve Spojenych Statech (Kessel,
2019).

5.3 Mechanismus PDT

Mechanismus PDT zahrnuje tfi zakladni slozky: svétlo, PS a kyslik. Pacientiim je
poddan PS nebo jeho metabolicky prekurzor. Po ozareni svétlem o urcité vinové délce
prejde PS ze zakladniho singletového stavu do excitovaného singletového stavu.
Excitovany PS je nestabilni, a proto se mlze vratit zpét do svého zakladniho stavu napf.
emisi fotonu ve formé fluorescence, nebo dojde k prechodu do excitovaného
tripletového stavu. Existuji dva mechanismy, kterymi muze PS v tripletovém stavu

reagovat s molekulami ve svém okoli, viz Obr. 1 (Konopka et al., 2007).
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Obr. 1 Schéma fotochemického procesu excitace PS. Pfevzato z (Lyon et al. 2011)

Zadna slozka neni sama o sobé toxicka, ale spoleéné iniciuji fotochemickou
reakci, diky které vznikne vysoce reaktivni produkt zvany '0,. Ten je vysoce toxicky a
mulzZe vyvolat bunécnou smrt, a to nejcastéji apoptdzu, nekréozu Ci autofagii.
Protinddorové ucinky PDT souvisi se tfemi vzajemné pulsobicimi reakcemi, a to pfimé
cytotoxické ucinky na nddorové buriky, poskozeni cév uvnitf nddoru a vyvolani imunitni
odpovédi. Sila téchto reakci zavisi do znacné miry na typu a ddvce pouzitého PS, dobé
mezi podanim PS a expozici svétla, celkové davce svétla, mnozstvi kysliku v tkani a

pfipadné dalSich dosud Spatné rozpoznanych podminek (Agostinis, et al. 2011).

5.3.1 Reakce typu |

Reakce typu | vedou diky pfenosu vodiku nebo elektron(i k tvorbé volnych
radikald. Elektrony reaguji s kyslikem a produkuji vysoce reaktivni formy kysliku (ROS),
které napadaji bunécéné cile. Reakce typu | vSak nutné nevyzaduji molekuldrni kyslik a
plUsobeni volnych radikald muze zplsobit prfimé bunécné poskozeni (Lyon et al. 2011,

Plotino et al., 2019).

5.3.2 Reakce typulll

Béhem prechodu PS do zdkladniho stavu se tato energie mlze pfimo prenaset

na molekuldrni kysliku (v zakladnim energetickém stavu). Timto zpGsobem vznika 10,
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ktery je charakterizovan extrémné silnymi oxidacnimi vlastnostmi. Vétsina organickych
sloucenin je v zdkladnim singletovém stavu. Nicméné, molekuly kysliku jsou
charakterizovany svym tripletovym stavem (jako zdakladni stav) a excitaci do
singletového stavu. Diky tomuto faktu neposkozuji excitované PS bunécné struktury a

reaguji predevsim s molekulami kysliku rozpusténymi v cytoplazmé.

Pomér mezi reakcemi | a Il typu zavisi na mnoha faktorech, a to napf. na
koncentraci kysliku, tkarnové dielektrické konstanté, pH a strukture PS. Jakmile vSak
dochazi k nedostatku kysliku (hypoxii), za¢ne prevazovat reakce typu | (Kwiatkowski et

al., 2018).

5.4 Bunécna smrt

Nekréza je ndhodna bunéénd smrt, kterou charakterizuje bunécny edém,
pykndza jadra, ndslednd destrukce organel, postupny rozpad -cytoplazmatické
membrany a nasledné uvolnéni proteinli do okoli. V okoli vznikd zdnét. Nekrdzu
zpUsobuje fyzické nebo chemické poskozeni a rozklad buriky je zprostfedkovan

predevsim proteolytickou aktivitou.

Apoptdza (jeden z typl programované bunécné smrti), je charakterizovana
smrsténim bunky a tvorbou dynamickych membranovych blebl. Organely a
plazmatickd membrana si uchovavaiji svou celistvost po pomérné dlouhou dobu. Burika
se rozpada na apopticka téliska, ktera poté podléhaji fagocytdze a nedochazi k rozvoji
zanétu. Apoptoza vyZzaduje transkripéni aktivaci specifickych gen(, aktivaci

endonukleas a kaspas (Castano et al., 2005).

Autofagie je charakterizovana masivni vakuolizaci cytoplazmy. Cytoplazmaticka
degradace vyzaduje vytvoreni autofagosomu, ktery do sebe uzavre intracelularni slozky
a organely, které maji byt degradovany. Splynuti autofagosomu a lyzosomu ma za
nasledek degradaci organel lyzosomalnimi hydrolasami. U dospélych organismu
funguje autofagie jako proces samotraveni podporujici preziti bunék v nepfiznivém
prostiredi a jako mechanismus kontroly kvality odstranovanim poskozenych organel,

toxickych metabolitd nebo intracelularnich patogent (Agostinis et al., 2011).
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Diky PDT dochazi k smrti nadorovych bunék apoptézou, nekrézou a/nebo
autofagii. U nékterych nador( se vyvinuly genetické mutace, které eliminuji nebo
minimalizuji apoptézu. Transport PS k nddorovym bunkam je zajistén rdznymi
mechanismy, napf. fagocytézou/endocytézou zprostiedkovanou receptory, vazbou na
LDL-receptory, vazbou na lipidy, prostfednictvim tyrosinkinasy, receptoru
epidermdlniho rustového faktoru a difuzi. Predpoklada se, Ze kaidy PS ma
pravdépodobné preferovanou metodu pfijmu do nadorovych bunék (Allison et al.,

2013).

Rozhodujicimi faktory urcujicimi typ bunécné smrti po PDT jsou typ burky,
lokalizace PS uvnitf bunky a davka svétla aplikovana k jeho lokalni aktivaci. Nizsi davky
PDT vedou spiSe k apoptdze, a naopak vyssi davky k nekréze. Nejdllezitéjsim cilem PDT
v bunécénych signdlnich drahach je aktivace proapoptotickych protein(i Bcl, protoze
poskozeni Bcl-2 indukuje apoptdzu v nadorovych burikach. Exprese proteinu Bcl-2 je
spojovana s kladnou odpovédi na PDT lécbu a mUZe byt pouZita k predikci celkové
nadorové odpovédi na PDT. Dalsi studie ukazaly pfitomnost kaspas 3 a 9 v lyzatech
bunék ziskanych v PDT experimentech, které vedly krozsahlé bunééné smrti, coz
naznacuje jejich aktivaci v rdmci drah bunécéné smrti spusténych pomoci PDT. Zfejmé
apoptdza a nekréza sdileji spolecné inicia¢ni drahy a na konci jsou pfitomny aktivni
kaspasy. Inhibice apoptdzy vede u bunék k nekrdéze a z toho lze usuzovat, zZe buriky
dostatec¢né poskozené po PDT jsou zni¢eny bez ohledu na mechanismus, ktery se na

tom podili (Robertson et al., 2009).

5.5 Cévni poskozeni

Stejné jako nadorové buriky mohou i endotelidlni buriky cévniho systému
ukladat PS. To je nejspiSe zplsobeno podobnymi mechanismy jako u nadorovych
bunék. Krevni cévy v oblasti nadoru, u kterych dochdazi k prosakovani krve diky
pozménénym cévnim sténdm, mulzZou slouzit jako dalsi misto pro kumulaci PS v
nadorové tkani. Oproti tomu cévy ve zdravé tkani mlzZou usnadnit vylucovani PS.
Poskozenim cévnich stén neproudi do nadoru krev, a tim padem dochazi k hypoxii s

naslednou nekrdézou (Allison et al., 2013).
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5.6 Imunitni systém

PDT nejenze, vyvolava nekrézu nadorovych bunék a poskozeni cév, ale spousti i
silnou imunitni odpovéd, viz Obr. 2. Uvolnéni zdnétlivych mediator( jako jsou rdzné
cytokiny, rlastové faktory a dalsi proteiny, stimuluje lymfocyty véetné neutrofild a
makrofagl, které se koncentruji v postizené tkani. Makrofagy ddale fagocytuji
posSkozené nadorové burnky a prezentuji proteiny z téchto bunék CD4+ pomocnym T
lymfocytim (Th), které pak aktivuji CD8+ cytotoxické T lymfocyty (Tc). K této imunitni
reakci dochdzi v misté pUsobeni PDT, ale mlzZe se objevit i ve vzdalenéjsich
lymfatickych tkanich. Kdykoli jsou nalezeny nadorové buriky, Tc mohou indukovat
nekrézu a také apoptozu, a to i po dokonceni PDT. Pacienti Ié¢eni PDT maji zvySenou

hladinu rdznych cytokinl (Allison et al., 2013).
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Obr. 2 Reakce imunitniho systému pti PDT. Pfevzato z (Agostinis et al.,2011)

Mezi cytokiny, které hraji nejdalezitéjsi roli v zanétlivém procesu vyvolaném
PDT, se radi interleukin 1B (IL-1B) a interleukin 6 (IL-6). Inhibovani Gcinkd rdznych
adheznich molekul zhorSuje odpovéd organismu na PDT. Naopak inhibice
protizanétlivych cytokint, jako jsou interleukin (IL-10) a TNF-B, muizZe vyrazné zlepsit

ucinky PDT (Agostinis et al., 2011).
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Pfi degranulaci neutrofill dochazi k uvolfiovani lyzosomalnich enzym( a
chemotaktickych faktorl, coZ pftispivd k destrukci nadorové tkané. V nékterych
pfipadech to ale mulze zhorsSit destrukéni proces zahdjeny predesSlym ozarenim

(Kwiatkowski et al., 2018).

5.7 Selektivita PDT

PS se hromadi vice v nddorovych burnkach neZz ve zdravych bunkach. Divodem
takové distribuce je zfejmé tendence PS vazat se prednostné na lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL). LDL prendsi cholesterol ke tkanim, kde je dualezity mj. k vytvoreni
membran béhem déleni bunék. Nepretrzité se délici nadorové bunky zvysené
vychytavaji LDL. Navic u tkani se zvySenou mitotickou aktivitou dochazi k nadmérné
expresi LDL receptor( na povrch bunky. Afinita PS k lipoproteinim, zejména k LDL,
hraje dalezZitou roli pfi transportu PS do nadorové tkané, viz Obr. 3 (Kwiatkowski et al.,

2018).

fotosensitizér

.-:":_Su.fétlo..____l_’_ 8 8 RIS

5= e
| ( .gg

7/

produkce  I¥P hunsénd smrt
ROS

endocytoz

Obr. 3 Schéma transportu PS do ndadorovych bunék pomoci LDL. Prevzato z

(Kwiatkowski et al., 2018)

5.8 Vyhody PDT

Transport PS do patologickych tkani, a tim padem cileni pouze na nadorové
buriky, je hlavni vyhodou PDT. Dale po |éCbé neni pfitomné vyrazné zjizveni tkdné.

MuzZe byt provedena ambulantné nebo v lGzkovém provedeni a v pripadé nutnosti
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opakovani oSetfeni ve stejném misté neni nutnda zména davky. Pfi opakované lécbhé
zatim nebyla pozorovdna rezistence. Jedna se také o pomérné levnou a dostupnou

variantu terapie (Gursoy et al., 2013).

5.9 Vedlejsi ucinky a omezeni PDT

Hlavnim vedlejsim udc¢inkem po pouziti PS je fotosenzitivita. PS, ktery je
nahromadény v klzi, mlzZe byt aktivovan dennim svétlem, a zpUsobit otoky, zarudnuti,
vyrazky az puchyre, pripominajici popdleniny prvniho nebo druhého stupné. Proto je
tfeba se vyhybat expozici svétla a pfimého slunecniho zareni, po dobu nékolika hodin
az tydnl do vylouceni PS z téla (zalezi na typu PS). Nékteré PS vSak mohou zlstat ve
vétsSich koncentracich v klzi po celé mésice, coz vyZzaduje zménu Zivotniho stylu
pacientd. U vétSiny pacientl vSak dochazi k rychlé eliminaci PS. Dal$i nezadouci ucinky
PDT se mohou objevit dle lokalizace nadoru a byvaji docasné. Jedna se napfiklad o
kasel, potize s polykanim, bolesti Zaludku, bolestivé dychani, nebo dusnost. Vzacné se

muZou vyskytnout alergické reakce, jaterni problémy a dalsi (Konopka et al., 2007).

PDT je méné ucinnd pfi IéCbé velkych nadorl a omezena na nadorové tkang,
které mohou byt vystaveny svétlu, protoze svétlo nedokdze pronikat do hlubokych
oblasti. Jedna se o lokalni [é¢bu, a proto nem{zZe byt vyuZita pfi metastazich (Gursoy et

al., 2013).

5.10 Zdroje sveétla

Pro Uspésnou lécbu PDT in vivo je nutné zajistit, aby se dostatecna davka svétla
dostala do vSech oblasti nddorovych tkani. Z toho vyplyva, Ze je dllezité pochopit, jak
svétlo prochazi jednotlivymi tkdnémi a jaké relativni ucinky ma absorpce a rozptyl. U
PDT je duleZité byt schopen predpovidat prostorové rozloZzeni svétla v cilové tkani.
Svétlo je bud rozptyleno nebo absorbovano pfti vstupu do tkdné a rozsah obou procesu

zavisi na typu tkané a pouzité vinové délce svétla.

Biologickd tkan je nehomogenni a pfitomnost bunéénych struktur (napf.
makromolekuly ¢i bunécné organely) ji Cini zakalenou. Vicendsobné rozptyleni v
zakaleném médiu vede ke zméné Sifeni svételného paprsku a ztraté sméru. Absorpce

je z velké C¢asti zplsobena endogennimi chromofory, jako jsou napf. hemoglobin,
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myoglobin a cytochromy. Svételny zdroj pro PDT musi vykazovat vhodné spektralni
vlastnosti, které se shoduji s maximalnim rozsahem absorpcnich vinovych délek
pouzitych PS kvlli vytvoreni dostatecného mnozstvi ROS k vyvolani cytotoxického

ucinku (Robertson et al., 2009).

V minulosti byly k aktivaci PS vyuzivany r(izné zdroje svétla jako argonové
lasery, KTP nebo Nd/YAG lasery, lasery s parami zlata a lasery s parami médi. VSechny
tyto typy laserl maji ale slozity a drahy provoz. Dnes se pouZivaji hlavné diodové
laserové systémy. Tyto laserové systémy jsou snadno ovladatelné, prenosné (mensi
rozméry) a jsou relativné levné. Experimentalni studie PDT ukdzaly, Ze neexistuji velké

rozdily ve vysledku pfi pouziti rGznych laserovych systému (Kibler, 2005).

PDT vyZaduje zdroj svétla, ktery aktivuje PS expozici viditelného svétla o
specifické vinové délce. Cervené svétlo uginné pronika lidskou tkani, a proto je vétsina
PS aktivovdna cervenym svétlem s vinovou délkou 630 az 700 nm, coZ odpovida
hloubce pronikani svétla od 0,5 cm (pfi 630 nm) do 1,5 cm (pfi 700 nm). Kvlli omezené
hloubce pronikani svétla, nemohou byt vétsi nadory rovhomérné osvétleny. Celkova
davka svétla, jednotlivé davkovani a hloubka pronikani do tkani se odlisuji s rliznou
l[éCenou tkani a s druhem PS. K |éCbé vétSich nadorl se vyuzivd nekoherentni zdroj
svétla, napfiklad wolframové vldkno, halogen kiemikové vybojky, xenonovy oblouk a

sodikové vybojky (Konopka et al., 2005).

Nejméné efektivné pronikd do tkani modré svétlo, zatimco cervené a
infracervené svétlo pronikaji hloubéji. Jak jiz bylo zminéno, oblast mezi 620 a 850 nm je
Casto nazyvana fototerapeutickym oknem tkané. Svétlo v této oblasti mlize efektivné
generovat '0,, zatimco delsi vinové délky v optickém okné tkané (do 1300 nm) nemaji
dostate¢nou energii k vyvolani fotodynamické reakce. Zadny zdroj svétla neni idealni
pro vSechny typy PDT, a to ani pfi pouziti stejného typu PS. Vybér zdroje svétla musi
byt zaloZen na absorpci PS (fluorescencni excitacni spektra a absorpéni spektra), druhu
nadorového onemocnéni, finanénich nakladech a velikosti nddoru. Volba optimalni
kombinace PS, svételného zdroje a dalSich parametr( |écby je klicova pro Uspésnou

|é¢bu pomoci PDT (Agostinis et al., 2011).
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5.11 Fotosensitizéry

PS jsou latky ptirodniho nebo syntetického plvodu, které absorbuji svételnou
energii a vyuZivaji ji k tvorbé oxidativniho stresu. Vhodny PS by mél byt netoxicky bez
ozareni, mél byt hydrofilni kvili snadné systémové aplikaci a komeréné dostupny

(Allison et al., 2013).

Dalsi pozadavky na idedlni PS jsou vysokd chemicka cistota a stabilita pfi
pokojové teploté. PS by se mél ukladat jen v nadorové tkdni, ze které by mél byt
pomalu eliminovdn. Naopak ze zdravych tkani by se mél vyloucit relativné rychle, aby
se minimalizovaly fototoxické nezadouci ucinky terapie. Absorpni pasma by nemély
prekryvat absorpéni pasma jinych latek v téle, véetné endogennich barviv, jako je

melanin, hemoglobin nebo oxyhemoglobin (Kwiatkowski et al., 2018).

Bylo prokdzdno, Ze kratsi interval mezi poddnim PS a ozarenim, kdy byl PS stale
pfitomen v cévach, vyvolal vétsi poskozeni nadoru a cév. Cévni systém v okolni tkani
nebyl poskozen, coZ ukazuje na selektivitu ucinku PDT. Cévy uprostied nadoru byly

citlivéjSi na plisobeni PS nez na periferii nadoru (Chen et al., 2002).

Studie ukdzaly, Ze vyrazna zanétliva reakce a odumirani nekrotickych bunék po
ozareni jsou dulezité pro imunitné stimulujici uc¢inky PDT. Jiné naznacuji, Ze PS, které
vyvolavaji predevsim apoptdzu a méné zanét, jsou vhodné pro Iécbu nadorli mozku,

kde je otok nezadouci (Agostinis et al., 2011).

Dulezitym parametrem, ktery ovliviiuje farmakologické chovani PS, je vazba na
plazmatické proteiny a jejich distribuce v krvi. Lidsky sérovy albumin mulze prenaset
amfifilni a hydrofilni PS v krevnim fecisti. LDL se naopak vazZe na zineénaty ftalocyanin
(ZnPc) a hydrofobni PS. Vazba PS na proteiny mlze vést ke zlepSeni ucinnosti PDT,

protoze se zvysuje cilené vychytavani PS v nddorovych tkanich (Chen et al., 2020).

5.11.1 Déleni fotosensitizéru

PS jsou klasifikovany dle historického vyvoje na PS prvni, druhé a treti generace:
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Prvni a druha generace fotosensitizéru

Do prvni generace PS se fadi predevsim oligomerni smés porfyrinl HpD. PS
druhé generace jsou syntetické slouceniny, které zahrnuji porfyriny, bakteriochloriny,
Pc, chloriny, benzoporfyriny, derivaty methylenové modfti a dalsi (Obr. 4). Jsou to Cisté
slouc¢eniny, které vykazuji vysokou absorpci v blizké infraCervené oblasti
elektromagnetického spektra, vysokou tvorbu 10, a také predvidatelnégjsi interpretaci
vztahu mezi davkou a odezvou, protoZze se nejednd o smési sloucenin, jako je HpD

(Mfouo-Tynga et al., 2021).

Druha generace PS se vyznacuje vyssi chemickou Cistotou. Diky jejich maximalni
absorpci vrozmezi vinovych délek 650 az 800 nm, svétlo Iépe pronika do hloubégji
umisténych tkani. Navic prokazuji méné vedlejSich ucink(i, coz vyplyva z wvyssi
selektivity pro nadorové buriky a z rychlejsi eliminace PS z téla. Hlavni nevyhodou je
jejich Spatnd rozpustnost ve vodé, ktera je vyznamnym limitujicim faktorem pfi jejich

intravendzni aplikaci (Kwiatkowski et al., 2018).

porfyrin chlorin bakteriochlorin

Obr. 4 Strukturni zaklady porfyrinu, chlorinu a bakteriochlorinu

Treti generace PS

Treti generace PS je zalozena na PS s vyssi afinitou k nddorovym bunkam, aby
se zlepSila akumulace PS v cilovych mistech a snizilo poskozeni zdravych okolnich tkani.
Pro zvysSeni selektivity se vyuzivaji nasledujici modifikace napf. kombinace PS druhé
generace s molekulami zamérenymi na cilovy receptor, kombinace PS s LDL a
konjugace PS s monoklonalni protilatkou zamérenou na specificky antigen nadorové

bunky. Ddle se vyuZivaji konkrétni markery, které jsou na povrchu nadoru napf.
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receptory rlstového faktoru, receptory transferinu nebo hormony (napf. inzulin)

(Kwiatkowski et al., 2018).

V soucasné dobé probihaji dalsi studie PDT, které vyuzivaji kombinace s
genovym inZenyrstvim a nanotechnologiemi. Chlorin E6 (Ce6) je typ studovaného PS,
ktery byl zaclenén do nanocastic za vzniku iontovych komplexd, aby se zvysila tvorba
ROS. Ce6 byl vyvinut také za ucelem zlepSeni antimikrobidlnich ucink(, sniZeni

poskozeni zdravych tkani a lepsiho pronikani svétla tkané (Kou et al., 2017).

5.11.2 Vybrané skupiny fotosensitizért

5.11.2.1 Porfyriny
Derivat hematoporfyrinu a porfimer sodny

Prvni systematicky studovany PS, ktery byl ndsledné i pouZivany v klinické praxi
pro lécbu pomoci PDT, byla ve vodé rozpustnd smés porfyrini nazyvand HpD. Jeho
¢isténd forma, porfimer sodny pozdéji zndmy jako Photofrin® byl v mnoha zemich
jedinym PS schvalenym pro klinickou PDT nddor mocového méchyre, plic, jicnu,
zaludku a délozniho Cipku. HpD a Photofrin® v klinickych studiich vykazovaly relativné
pomalou eliminaci z klZe, coZz zpUsobovalo kozni fotosenzitivitu pretrvavajici v

nékterych pripadech 8 az 10 tydn( po Iécbé (De Rosa et al., 2000).

HpD byl prvnim komeréné dostupnym PS, ktery v 70. letech uvedl| na trh Dr.
Thomas Dougherty. HpD je smés riznych monomer( a polymerd hematoporfyrinu, je
netoxicky a po aktivaci svétlem nezplsobuje bolest, coz umozinovalo snadnou a

spolehlivou ambulantni Ié¢bu (Allison et al., 2013).

Porfimer sodny s komerénim ndzvem Photofrin® (Obr. 5) je purifikovana frakce
HpD. Jedna se o nejrozsifenéjsi a klinicky nejpouzivanéjsi PS, ktery jako prvni schvalila
FDA k lé¢bé nador mocového méchyre v Kanadé v roce 1993. Pozdéji byl schvélen
také k PDT raného stadia karcinomu plic a pokrocilého stadia ezofagealniho karcinomu
v Nizozemsku a Japonsku. | pfes jeho ucinnost vyvolava rozsdhlou a dlouhotrvajici
fotosenzitivitu klize, coz vyznamné ovliviiuje Zivot pacienta. Také jeho selektivita k

nadorové tkani je nizka (Taquet et al., 2007).
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Porfimer sodny byl ddle schvalen k |é¢bé karcinomu délozniho Cipku. Mezi jeho
dalsi nevyhody se radi hydrofobni charakter, coZz je jednim z dulezZitych faktor( pro

biologické vyuziti (Chilakamarthi et al., 2017).
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Obr. 5 Chemicka struktura porfimeru sodného (Photofrin®)

Kyselina 5- aminolevulova

Kyselina 5-aminolevulova (ALA) je endogenni aminokyselina, kterd je
syntetizovana z glycinu a sukcinyl-CoA v mitochondriich béhem syntézy hemu. Po
podani je ALA v nddorovych burnikach metabolizovdana na fotosenzitivni porfyriny. Diky

rozpustnosti ve vodé je ALA vhodnd pro lokalni a systémovou aplikaci (Abels, 2004).

Po aplikaci ALA dochazi k inhibici prvniho kroku syntézy porfyrinu, coz vede ke
kumulaci PpIX v tkani. Vzhledem ke zhorSené pronikavosti svétla tkdnémi pfi 635 nm je
pouziti ALA omezeno na povrchové léze (1-2 mm). LéCba casného stadia nador( hlavy
a krku pomoci tohoto PS byla neucinna. ALA je rychle odstranéna z tkané a
eliminovana z téla do 48 h. Kozni fotosenzitivita trvd méné nez 24 h. PDT se pouziva k
[é¢bé premalignich a malignich lézi v dutiné Ustni, kde ve sliznici dochazi k povrchové
nekrdze, zanechdva malo jizev a neni pfitomna kumulativni toxicita (Konopka et al.,

2007).

Lokalni podani ALA nebo jejich esterli (napf. methyl-ALA) se pouZiva pfi lécbé
koznich malignit (napf. povrchovy bazoceluldrni karcinom) a u zanétlivych
onemocnénich (napf. akné). Jednou z hlavnich nevyhod je prodlouzend doba pred
ozarenim svétlem (priblizné 4 az 24 h), ktera je nutnd k aktivaci, protoZze sama ALA neni
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PS, ale prekurzor, ktery prochazi biochemickou konverzi na PplX, viz Obr. 6. Dalsi
nevyhodou je vyrazné paleni a bolest béhem terapie, kdy je u pacientd nékdy nutna

celkova anestezie (Miller et al., 2007).

Obr. 6 ALA a jeji metabolit, PplX.

5.11.2.2 Chloriny

Chloriny zahrnuji nékolik nejdalezitéjsich klinickych PS, a to temoporfin (derivat
chlorinu), verteporfin (derivat benzoporfyrinu) a radachlorin (nyni bremachlorin).
Chlorin je odvozen od pfirozené se vyskytujicitho chlorofylu a byl pouzivan ve formé
trisodné soli nebo rozpustény v polyvinylpyrrolidonu. K aktivaci téchto PS se pouziva
cervené svétlo v rozmezi 650 az 700 nm v zdvislosti na presné strukture (Abrahamse et

al., 2016).
Temoporfin

5,10,15,20-Tetra(m-hydroxyfenyl)chlorin (mTHPC, temoporfin), komercéné
nazyvany Foscan® (Obr. 7), je derivat chlorinu, ktery rychle iniciuje fotodynamickou
reakci. Doba terapie je mérena v sekunddach. PS je tak aktivni, Ze po PDT musi pacienti
jesté zlstat v tmavé mistnosti po dobu 24 h. V opacném pripadé by mohlo dojit k
aktivaci PS pokojovym svétlem a zpUsobit tézké popdleniny. Lécba je navic bolestiva,
takZe vétsina jedincl podstupuje ozareni v anestezii. | presto se jedna o vysoce ucinny
PS, ktery se hojné vyuziva v |é¢bé primarnich a rekurentnich nador( hlavy a krku

(Allison et al., 2013).
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Obr. 7 Struktura temoporfinu.

5.11.2.3 Bakteriochloriny

Do této skupiny PS se radi derivaty bakteriochlorinu, které obsahuji palladium,
a jsou zndmé pod ndzvem padoporfin (WST09, TOOKAD®) a padeliporfin (WST11,
TOOKAD® Soluble), jakozto novéjsi derivat rozpustny ve vodé. Tyto PS byly testovany v
klinickych studiich pro |é¢bu karcinomu prostaty. Dalsi bakteriochlorinové derivaty byly
studovany jako PS pro protinddorovou i antimikrobidlni aplikaci. K aktivaci téchto PS se
pouzivd infracervené svétlo o vinové délce v rozmezi 700 az 800 nm, coz se ukdzalo

jako zvlasté ucinné u terapie malignich melanom0 (Abrahamse et al., 2016).

5.11.2.4 PS Prirodniho pivodu

Vyuziti prirodnich latek jako PS je rozsdhle zkoumano pro své dobré vysledky a
mohlo by mit fadu vyhod. V ramci studii je pouzivan hypericin, kurkumin, riboflavin, a

hypocrellin (Abrahamse et al., 2016).
Hypericin

Hypericin (Obr. 8) je pfirodni barvivo nalézané v rostliné Hypericum perforatum
(tfrezalka teckovana). Jeho lécebné vlastnosti objevili jiz v ddvnych dobdch. Dnes se
vyuziva jako PS, ktery ma schopnost indukovat silné fotocytotoxické ucinky a je
zkouman v celé fadé preklinickych a klinickych studiich pro PDT. Nedavno bylo zjisténo,
Ze ma vysokou selektivitu k nddorovym bunkam. Navic novy pfistup v terapii,

kombinujici latku kombretastatin-A4-fosfat, ktera poskozuje ¢innost cév, a radioaktivné
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znaceny hypericin, prokazal slibnou budoucnost pfi 1é¢bé solidnich nador( (Liu et al.,

2015).

Hypericin vykazuje maximalni absorpci v oblasti ultrafialového svétla (pti 330

nm) a viditelného svétla (pfi 550 az 588 nm) (De Rosa et al., 2000).

OH O OH

Obr. 8 Hypericin

5.11.2.5 Ftalocyaniny

Pc (Obr. 9), radici se do skupiny PS 2. generace, jsou syntetické makromolekuly
pfibuzné porfyrinm, které jsou tvoreny cCtyfmi isoindolovymi kruhy spojenymi
azamethinovymi mustky. Pc jsou obvykle pfipravovany ve formé komplexud s centralné
vazanymi kationty kov(, jako jsou zinek, hlinik ¢i galium. Takové Pc se nazyvaji
metaloftalocyaniny, jejichz fotofyzikalni vlastnosti jsou ovlivnény pravé pfitomnosti a
povahou centralniho iontu kovu. Jejich velkou vyhodu v rdmci PDT je vysoky kvantovy

vytéZek 10, pravé diky pfitomnosti diamagnetického kovu.

Velkou nevyhodou planarnich a lipofilnich Pc je nerozpustnost ve vodé, coz
vede ke sklonu tvofit agregaty ve vodném prostredi. Tato agregace snizuje stabilitu
tripletovych stavl, a to vede ke snizené schopnosti vytvafet 10, coZ vede k zhorSeni

celkového ucinku (Carobeli et al., 2021).

Farmakokinetika Pc v téle je mnohem rychlejsi nez u HpD, k jejich akumulaci
v nadoru dochazi maximalné 1-3 h po aplikaci a jsou z téla eliminovany do 24 h, diky
tomu je kozni fotosenzitivita pouze prechodnd. Pc jsou ¢asto modifikovany polarnimi
substituenty, aby se zabranilo jiz zminénym problémdm s rozpustnosti (Nyman et al.,

2004).
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Na rozdil od porfyrini k absorpci svétla Pc dochazi v rozmezi optického okna
tkané (600-850 nm), a proto se jevi jako potenciondlné slibnéjsi PS ve PDT nei
porfyriny. Vyuziti Pc ve PDT je omezené diky tomu, Ze jsou nerozpustné ve vodé.
Jednim ze zpuUsobl, jak zvySit rozpustnost Pc ve vodé, je vyuZiti rGzného stupné
sulfonace. Pc s nizSim stupném sulfonace mély slibné vysledky, ale jejich potencialni
cytotoxicita byla nizka, a proto sulfonované Pc musely byt jeSté substituovany kovem.
Po substituci Pc vykazovaly vysokou cytotoxicitu, ale také to zplsobilo fotosenzitivitu
kGize. Komplexy s kationty hliniku a galia s nizSim stupném sulfonace vykazovaly

cytotoxicitu srovnatelnou s Photofrinem® (Chilakamarbhi et al., 2017).

Pc byly jedny z prvnich slou¢enin studovanych v 80. a 90. letech 20. stoleti
v souvislosti s PDT. Pc jsou aktivovany ¢ervenym svétlem o vinové délce kolem 670 nm.
Ke zvySeni rozpustnosti a biologické dostupnosti hydrofobnich ZnPc se studuje vyuziti
liposom( jako nosicli. Kationtové Pc byly studovany pro antimikrobidlni vyuZiti v

klinickych studiich na infikované viedy diabetické nohy (Abrahamse et al., 2016).

Nedavné studie se zabyvaly vyvojem nového typu ZnPc s ndzvem Photocyanin,
ktery je v sou€asné dob& ve fazi klinického testovani vCiné. Vykazuje slibné
fotodynamické vysledky, mda nizkou toxicitu bez ozafeni a vysoky vytézek 'O.

V budoucnu by mohl byt vyuzivdm k |é¢bé nador( v ramci PDT (Chen et al. 2020).

ey
ST

Obr. 9 Struktura makrocyklického jadra ftalocyaninu

Aniontové ftalocyaniny

Ke zvysSeni rozpustnosti Pc se vyuzivaji aniontové substituenty jako jsou
sulfatové, karboxylatové a fosfatové skupiny. V zavislosti na poctu karboxylatovych

skupin a hodnoté pH prostfedi jsou polykarboxylatové Pc rozpustné ve vodnych
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roztocich. Pro usnadnéni rozpustnosti téchto Pc ve vodé jsou potifebné nejméné Ctyri

karboxylatové skupiny a alkalické pH (Li et al., 2019).

Kationtové ftalocyaniny

Kationtové Pc vznikaji napf. kvaternizaci aminovych nebo pyridinovych
funkénich skupin. Tato reakce, ktera vede k vyraznému zvyseni polarity Pc, se provadi
az na konci syntetické drahy. Bylo prokdzano, ze velké mnozZstvi kationtovych skupin

zvySuje rozpustnost Pc ve vodé a zabranuje agregaci (Li et al., 2019).

Studovany kationtovy ZnPc s ndzvem Pcl3 vykazuje selektivni fototoxicky
ucinek na lidské nadorové burky a navozuje apoptotickou odpovéd charakterizovanou

zvySenim aktivity kaspasy 3 (Marino et al., 2013).

Aniontové Pc jsou obecné mnohem méné aktivni nez kationtové Pc. Dlvod
tohoto rozdilu zGstava nejasny, i kdyZz to muZe byt ovlivnéno vybérem substituentu.
Jedna ze studii nasi védecké skupiny prokdzala rozdil mezi aniontovymi a kationtovymi
Pc z hlediska jejich fotodynamické aktivity na bunécénych liniich. U aniontovych
hydrofilnich Pc bylo prokazano, Ze nizsi pH v lyzosomalnim kompartmentu a vazba na

albumin m{ze vést k podstatné nizsi fotodynamické reakci (Kollar et al., 2020).
Photosens®

Sulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin zndmy pod komerénim ndzvem
Photosens® (Obr. 10) byl vyvinut vRusku. Jednd se o smés di-, tri — a
tetrasulfonovanych derivati Pc s primérnou sulfonaci 3. PS neobsahuje Zadné
nesulfonované Pc. V Rusku je schvaleny pro [é¢bu PDT sarkom, nador( choroiddlniho
plexu, karcinomu mocového méchyre a délozniho ¢ipku. Vykazuje také dobré vysledky

v |écbé bazocelularniho karcinomu (Ali et al., 2018).

Studie ukazaly, Zze pfimé fotodynamické ucinky na burky byly vyraznéjsi, kdyz
doba mezi poddnim Photosens® a ozareni presahovala 24 h. Rlzné stupné sulfonace a
amfifilni charakter vyznamné ovliviuji selektivitu pronikdni do nadorovych bunék. Na
druhou stranu, ozarovani v kratkém ¢asovém intervalu po podani Photosens®, kdy byla

koncentrace Pc v krvi stdle vysokd, vedla k vyraznéjSimu posSkozeni cévniho zdsobeni

29



nadoru. Také bylo zjiSténo, Ze eliminace PS z téla byla pomérné rychl3, coz je dllezitd

vlastnost, aby nedochdzelo k rozvoji koZni fotosenzivity (Smirnova et al., 2005).

Obr. 10 Photosens®

Azaftalocyaniny

Nahrazenim nékterého z hlavnich uhlikl ve struktufe Pc dusikem ziskame
azaftalocyaniny (AzaPc), a tim dojde ke specifickym zméndm chemickych a fyzikdlné-
chemickych vlastnosti. (Aza)Pc absorbuji svétlo v oblasti obdobné jako Pc. Byly ale
pfipraveny i derivaty s absorpci aZ pfi vinové délce kolem 750 nm, a proto mohou byt
vhodné klécbé hloubéji uloZenych |ézi. Kvaternizace perifernich amin( se zda byt
klicova pro dobrou fotodynamickou aktivitu a vysoky kvantovy vytéZek 10, (Miletin et

al., 2018, Zimcik et al., 2010).

V roce 2015 tak byl nasi védeckou skupinou poprvé publikovan zplsob pfipravy
substituovanych (Aza)Pc z podskupiny tetra(3,4-pyrido)porfyrazinti (TPyPzs) — do té
doby byly zndmé jen obmény centralniho kovového iontu nebo kvaternizace
pyridinového dusiku TPyPz jadra. Jedna se o fotodynamicky velmi aktivni slouc¢eniny
s absorpénim maximem 712-806 nm — tedy v oblasti dosahujici az blizké infracervené
oblasti (Vachova et al, 2015). Dalsi in vitro vyzkum TPyPzs substituovanych
hydrofilnimi  substituenty vedl k syntéze kationtového derivdtu nesouciho
kvaternizované pyridinové a imidazolylové dusiky, ktery se ukdazal byt jedenim
z nejucinnéjsich PS, jaké byly dosud syntetizovany. Tento PS vykazoval vyjimecné
dobrou fotodynamickou aktivitu na fadé ndadorovych linii bunék, mél velmi nizkou

toxicitu bez ozareni a vysokou schopnost vyvolat fotoposkozeni. Tento derivat ma tedy
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velky potencial byt vyuzivan v ramci PDT k IéCbé cilené na cévy (VTP) (Machacek et al.,

2016).

Dalsi studie ukdzaly, Ze kationtové (Aza)Pc jsou ucinnéjsi nez jejich aniontové
protéjsky, i pres to, Ze jde o neagregujici ve vodé rozpustné derivaty. Hlavni nevyhodou
aniontovych (Aza)Pc je fakt, Ze dochazi k protonaci karboxylatovych funkénich skupin
v kyselém prostfedi lyzosoml. Absence zaporné nabitych skupin vede k vymizeni
odpudivych sil a k agregaci PS. Dalsim faktem je vazba aniontovych (Aza)Pc na sérovy

albumin a zhaseni excitovanych stava. (Kollar et al., 2020, Machacek et al., 2016)

Novéjsi studie potvrdily, Ze (Aza)Pc maji velky potencidl jako PS ve PDT a je

dllezité je dale zkoumat (Machacek et al., 2015, Kollar et al., 2020).

5.12 VyuZiti zvifecich modelii v PDT

Existuje pres 400 kmenu laboratornich mysi, ale nejcastéji se v preklinickych
PDT studiich vyuZzivda kmen BALB/c (bilé barvy), C57BL/6 (Cerné barvy), C3H (hnédé
barvy) a DBA2 (Sedé barvy). Jednotlivé kmeny laboratornich mysi maji specifické
kombinace hlavnich histokompatibilnich komplexd (MHC). Bunécna nadorova linie,
ktera bude pouzita, by méla mit stejnou kombinaci MHC molekul jako dana mys, aby
doslo k rlstu nadoru nikoli k okamzitému odmitnuti bunék imunitnim systémem. Mezi
pouzivané bunécné nadorové linie se fadi adenokarcinomy (karcinomy tlustého streva,
plic, prsu, slinivky bfisni), dlazdicobunécné karcinomy, fibrosarkom, lymfom, melanom,
maligni gliom a mnoho dalSich. Kromé injekéniho podani nadorovych bunék pod kizi
(subkutanné) mohou byt také injekéné podany mezi vrstvy epidermis a dermis
(intradermdlné) za vzniku intradermalnich nadord. Diky vysokym nakladim a

vevys

(Silva et al., 2015).

Nejcastéji pouzivand bunécnad nadorova linie je CT-26. Jednad se o mysi
kolorektdlni karcinom, ktery je fazen do kategorie vysoce imunogennich nadorovych

bunék (Sato et al. 2021).
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VyuZiti potkan( v experimentech je méné, ¢asté nez pouzivani mysich modeld.
Casto vyuZivané outbredni laboratorni kmeny potkand jsou Wistar, Lewis, Sprague-

Dawley a Fischer (Silva et al., 2015).

Jedna ze studii, ve kterych byli jako zvifeci modely vyuZiti potkani, se zabyvala
srovnanim ucinkl terapie samotnym laserem a PDT na lé¢bu popalenin tfetiho stupné,
poranénych cév a dalSich vaznych ran. Potkanim byly aplikovany nizké davky PS a
poranéna mista byla ozatena pomoci laseru ¢ervenym svétlem o vinové délce 632,8 az
685 nm anebo v kombinaci s infracervenym svétlem o vinové délce 1064 nm. Ve vSech
pfipadech doslo ke zlepSeni. Neni vSak zfejmé, zda samotné oSetfeni laserem bylo
provedeno s optimalnimi parametry pro hojeni danych tkani. Obecné plati, Ze skupiny
zvitat ozdrené samotnym laserem prokazaly pozitivni ucéinky v hojeni ran, a tyto
vysledky byly dale jesté zlepSeny kombinaci PS a laserového svétla (Peplow et al.,

2012).

V dalsi studii byl vyuzit praseci jicen, protoze mysi jicen je velmi tenky a béhem
PDT, kdy svétlo pronikd do hloubky 5 mm, podstatna c¢ast svétla prochazi ddle a je
absorbovana az v plicich, coz ma za nasledek poskozeni cév v tomto Zivotné dulezitém
organu. Pfi nizsich davkach nebyly plice vdzné poskozeny, avsak tyto davky byly pfilis
nizké a nebyl pozorovan zadny prokazatelny ucinek PDT. Naproti tomu, hlavnimi
nevyhodami praseciho modelu ve studiu PDT jsou finan¢ni ndklady. Histologie praseci
struktury jicnu je vSak velmi podobna jako u pacientl s Barretovym jicnem, kteti byli
|éCeni pomoci PDT a u kterych se vyvinulo zuZeni jicnu. Vysledky téchto experimentt
naznacily, Ze dalsi studie by mohly ukazat, jak predejit zuzeni jicnu po |écbé PDT (Perry

et al., 2005).

Lécba rakoviny jicnu pomoci PDT byla také studovana na ovéim modelu a jako
PS byl intravendzné aplikovan temoporfin, ktery je hydrofobni a vaze se na HDL a LDL
Castice v krvi. Farmakokinetika PS v ov¢i a lidské plazmé a tkani byla velmi podobnad a
také z histologického hlediska ov¢i a lidsky jicen vykazuje fadu shodnych vlastnosti. Je
vsak daleZité brat v uvahu rozdilnou koncentraci lipoprotein( v ovéi a lidské krvi, coz
mUze mit vliv na farmakokinetiku. Lze ale konstatovat, Ze ov¢i modely umoznuji vice
realistické experimenty neZ pfi vyuziti malych hlodavct ke studiu PDT nador( jicnu.

Dale byl ov¢i model vyuZit ve studii ke zjisténi bezpecné terapeutické davky svétla, kdy
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nejvétsi vyhodou je mozZnost provedeni vice ozareni téhoz organu diky délce

samotného jicnu (Glanzmann et al., 2009).

5.12.1 Farmakokinetika a distribuce fotosensitizéru

U mysiho modelu se aplikace PS nejcastéji provadi intravenézné pomoci
injekéni stfikacky do ocasni zily. DalSi mozZnosti je podani PS do bfisni dutiny

(intraperitonealni) nebo pfimo do nadoru (intratumordzni) (Silva et al., 2015).

Kdyz je PS aplikovan do krevniho obéhu, musi nejdfive dosahnout rovnovahy se
slozkami cirkulujici krve, a to tim Ze se navdie na rGzné slozky séra. Kromé toho ma
krev mnoho cirkulujicich bunék (erytrocytd a leukocytll), které by také mohly vazat
podany PS. Cirkulujici PS se také musi navdzat na stény cév a predpoklada se, Ze rlizné
velikosti a vlastnosti cév v nddoru a normalnich tkanich do zna¢né miry urcuji, kde se
bude PS hromadit a plsobit. Po vazbé na endotel pronika PS cévni sténou rychlosti,
ktera také zdavisi na tom, jak silnd je pocatecni vazba PS na tuto sténu. U PS, ktery se
vaze silngji ke sténé cévy, bude trvat delSi dobu, nez projde celou sténou cévy. Po
extravazaci se PS rozptyli po celém parenchymu cévy, organu nebo nddoru, do kterého
byl dodan. Pokud jsou organem jatra nebo jiny metabolicky aktivni organ, maze PS
podléhat zméndm diky metabolickym enzymOm, ale u vétSiny tetrapyrrolovych PS,
které se bézné klinicky pouzivaji, je to nepravdépodobné. Po case je PS vyloucen
ztkané. Ackoli to nebylo pfili§ studovano, predpoklada se, Ze to probihd pomoci
lymfatickych cest. PS se vyluCuje z téla skrze jatra do Zluci, Zlu€ovymi cestami do stieva
a z téla odchazi ve stolici. Dale mUzZe byt z organismu eliminovan pres ledviny moci.
Studovani farmakokinetiky vyzaduje postupné méreni koncentrace PS v tkani, aby bylo
mozné sestavit Casové profily. Dale analyza koncentraci PS v moci nebo ve stolici mlize

poskytnout také konecné polocasy eliminace (Castano et al., 2005).

5.12.2 Vybrané studie organové distribuce na mysich modelech

Mysi modely byly pouzity ke studii distribuce PS v rdmci PDT cilené na nadorové
makrofagy, kde byl jako PS pouzit alginat, ktery je pfirozené se vyskytujici aniontovy
polymer ziskany z hnédych mofskych fas. Vyhodami takového PS jsou snadnd

rozpustnost ve vodnych roztocich bez uZiti povrchové aktivni latky a specifickd
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selektivita k nadorovym burnkam, ¢imzZz dochazi ke sniZeni nezadoucich Gcink(. Studie
in vivo potvrzuji velmi dobrou protinddorovou ucinnost bez systémové toxicity a

naznacuji velky potencidl pouzivani algindtu v ramci PDT (Tang et al., 2020).

Selektivita cileného podani PS je neustdlym predmeétem dalSiho zkoumani nejen
ve PDT. S cilem optimalizovat afinitu, selektivitu a aktivitu, byl navrien a syntetizovan
Pc konjugovany s peptidy. ZvySena selektivita byla pozorovana v experimentu
tykajiciho se organové distribuce PS v mySim modelu. Konjugace s peptidy zietelné
zvysSila fotodynamickou ucinnost a selektivitu proti nadorovym bunkam. Vysoce
hydrofilni modifikace Pc mUzZe efektivné zvySit selektivitu PDT tim, Ze blokuje
nespecifické interakce mezi Pc a bunkami v organismu. DalSi vyhodou je snizena
tendence Pc agregovat ve vodném prostredi, nespecifickou svétlem indukovanou

cytotoxicitu vici burikdm s nizkou expresi receptoru in vitro (Li et al., 2016).

Jedna z dalSich provedenych studii tykajici se PDT se zabyvala fluorovanym Pc a
jeho nefluorovanym analogem, kdy se porovnavaly jejich spektroskopické,
fotofyzikalni, fotochemické a elektrochemické vlastnosti. Takovato substituce vedla ke
zvyseni amfifilniho charakteru Pc. Studie in vivo na mysim modelu kmene BALB/c déle
ukazala, Ze doslo k vétsi produkci ROS, coz zvysilo fototoxicitu. Dale pak vhodnéjsi
distribuci substituovanych Pc a také vyssi fotodynamickou ucinnost. Potvrdilo se, Ze
dochazi k interakci mezi studovanymi Pc s LDL a albuminem, coZ vysvétlovalo jejich
pfiznivou distribuci v organismu. Navic eliminace PS z nadoru byla pomalejsi nez ze
vSech ostatnich tkani, coz ukazuje na vyssi selektivitu PS k nddorovym burikdm. Slibné
vysledky naznacuji, Ze by tyto PS na bdazi Pc mohly byt uzite¢né ve PDT napf. pfi |éCbé

karcinomu tlustého streva (Pucelik et al., 2016).

V dalsi studii byl vyvinut PS zaloZeny na konjugaci Pc s folatovou skupinou.
Takto syntetizovany PS vykazoval zvysenou rozpustnost ve vodé a vysokou selektivitou,
protoze hydrofilita glycerolovych skupin mulze mit schopnost vyrazné snizit
nespecifickou afinitu Pc ke zdravym bunkam. Vysledky farmakokinetické studie
v organech mysiho modelu vykazovaly potencial pfi hledani efektivnéjsSiho postupu pro

PDT s vyuzitim Pc (Li et al., 2015).

V jiné studii byla zkoumana distribuce volného hlinitého Pc (AlIPc) a AlPc

v kombinaci s nanoddasticemi, a to s kopolymerem polyethylenglykolem-
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polykaprolaktonem. Kromé zlepSeni fotofyzikdlnich vlastnosti AlPc doSlo ke zvySeni
distribuce a vychytavani PS organy. Fotofyzikdlni vlastnosti AIPc byly zlepSeny
zapouzdienim AlPc do kopolymeru. Distribuce téchto PS byla sledovdna u mysich
modell, kdy zapouzdieny AlPc vykazoval lepsi cilenou aplikaci do plic, jater a sleziny.
Vyvinuté kopolymerové nanocddstice na bazi AIPc maji potencidl jako
nanofotosensitizéry pro PDT k fizenému zobrazovani a distribuci v organismu (Asem et

al., 2016).

V dalsi in vivo studii byla zkoumana organova distribuce ZnPc pro posouzeni
jeho mozného uplatnéni ve PDT. Farmakokinetické studie zjistily, Ze PDT muUZe byt
provedena 24 h po podani PS, vzhledem k jeho vysoké koncentraci v nadoru. ZnPc
nebyl v mozku nalezen, a proto je riziko toxicity v centrdlnim nervovém systému
nepravdépodobny. Navic se nehromadi v k{iZi, takze nedochazi k fotosenzitivité klize a
pacient by nepotfeboval ochranu pred sluneénim zafenim. Vysoké mnoiZstvi PS
pozorované v duodenu naznacuje, Ze je z téla vylucovan zejména Zlucovymi cestami.

Tento zplsob eliminace je Casty pro latky rozpustné v tucich (Milla et al., 2009).
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6. CILE PRACE

e Zhodnoceni celkového priibéhu aniontovych fotosensitizér(i P44 a HK22 ze

skupiny ftalocyanind v organismu mysiho modelu.
e Urceni Casového profilu danych PS v plazmé a moci.

e ZjiSténi casu, ve kterém zkoumané PS dosahuji maximalni koncentrace

v jednotlivych organech.
e Stanoveni organt, ve kterych se sledované latky nejvice hromadi.

o Celkové zhodnoceni, zda jsou z hlediska farmakokinetiky vybrané PS vhodné

pro pouziti ve PDT.
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 PRACOVNI POMUCKY

° automatické pipety, rizny rozsah (Eppendorf, Némecko)

. sterilni plastové serologické pipety riizného objemu (TPP, Svycarsko)

° sterilni plastové Spicky riizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)

° Pasteurovy pipety (Brand, Némecko)

. 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Svycarsko)

° plastové sterilni centrifugaéni zkumavky 15 ml (TPP, Svycarsko)

. sterilni plastové vanicky

. sterilni mikrozkumavky 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml a 5 ml (Eppendorf, Némecko)

° keramické kuli¢ky z oxidu zirkonu, stabilizovaného yttriem o velikosti 1,4 az 1,6

mm (Sigmund Lindner, Némecko)

° mikrozkumavky se Sroubovacim vickem (SSlbio, USA)
. kfemenné kyvety (Semi-Micro Cell 114F-QS LP 10x4 mm; Agilent, USA)
. stfikackové MCE filtry 0,22 um (Merck Millipore, USA)

7.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

° deskova trepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Némecko)

° ¢tecka mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,
Svycarsko)

° stolni centrifuga Eppendorf 5415D (Eppendorf, Némecko)

° Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

. FastPrep24 5G (MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornie, USA)
° FS5 Spectrofluorimeter (Edinburgh Instruments, UK)
° Prominence Liquid Chromatograph LC-20A (Shimadzu, Japonsko), ktery se
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skladal z odplynovace (DGU-20A3), dvou Cerpadel (LC-20AD), automatického
davkovace (SIL-20AC), kolonového prostoru (CTO-20AC), fluorescenéniho
detektoru (RF-20A) a fidici jednotky (CBM-20A)

. chromatograficky software Lab Solutions (version 5.85)

7.3 CHEMICKE LATKY A REAGENCIE
° Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)

. PBS — fosfatovy pufr (Sigma-Aldrich, USA)

. BSA — bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

° purifikovana ultracista voda (MQ-voda, Millipore, USA)

. reagencie pro BCA assay (Sigma-Aldrich, USA)

° fotosensitizér P44 (védecka skupina prof. Zimcika, Katedra farmaceutické

chemie a farmaceutické analyzy, FaF UK)

. fotosensitizér HK22 (védecka skupina prof. Zimcika, Katedra farmaceutické

chemie a farmaceutické analyzy, FaF UK)
° rozpoustédla pouzita pro HPLC analyzu byla HPLC kvality a byla dodana firmou

Merck (Darmstadt, Némecko), Fluorochem (Velka Britanie) nebo VWR (Ceska

republika)

° kyselina octovd > 99% (ReagentPlus’, Merck, Némecko) a trimethylamin

(Fluorochem, Velka Britanie) pro pfipravu triethylamonium acetatu (TEAA)
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7.4 Pouzité fotosensitizéry

PS pouZité pro experimenty byly syntetizovdny PharmDr. Janem Kollarem, Ph.D.
na katedife Farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové ve védecké skupiné prof. PharmDr. Petra Zimcika,

Ph.D. (Azaphthalocyanine group).

Fotosensitizér P44

P44 je nesymetricka latka amfifilniho aniontového charakteru. Struktura latky
obsahuje jako zaklad ftalocyaninové jadro s centralné vazanym zinec¢natym kationtem

(Obr. 11).
Fotosensitizér HK22

HK22 je symetricky aniontovy ftalocyanin, ktery obsahuje centralné vazany
zineCnaty kation a 16 karboxylatovych skupin na periferii. Jednd se tedy o latku

hydrofilni povahy (Obr. 11).

CoO"

COO~

COO-

Obr. 11 Struktura aniontovych ftalocyanint P44 (vlevo) a HK 22 (vpravo).
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7.5 Priprava vzorki

7.5.1 Experimenty in vivo

K provedeni experimentu byly jako zvifeci modely pouZity mysi kmene BALB/c
(Charles River, USA koupené skrze Velaz, sr.o. Ceskd republika), kterym byla
subkutanné aplikovana suspenze bunék linie kolorektalniho karcinomu CT-26 (ATCC,

USA). Béhem 7-10 dni dochazi k rlstu nadoru do poZzadované velikosti (Obr. 12).

Obr. 12 Samice BALB/c mysi pod isofluranovou anestezii s nddorem vzniklym pfiblizné
tyden po inokulaci burikami CT-26.

Inhalaci isofluranu byla mys uvedena do celkové anestezie (4 % isofluranu pro
uvedeni do anestezie a 1,5 % isofluranu pro udrieni anestezie) a do ocasni Zily bylo
intravendzné aplikovano 50 pl PS P44 nebo HK22 (0,1 pmol/ kg). Po uplynuti pfedem
stanoveného c¢asového intervalu (30 s, 5 min, 15 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 4 hod, 8
hod, 12 hod a 24 hod) byla mys usmrcena zlomenim vazu v celkové anestezii. Okamzité
byla odebrana moc¢ a ze srdce byla pomoci kardidlni punkce, odebrana krev do injekéni
stfikacky, kterd byla potazena heparinem. Tato krev byla pfi 1000 otackach/min po

dobu 10 min stocena na centrifuze Eppendorf 5415D s rotorem F45-24-11 a nasledné
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byla odebrdna plazma. Dale byly odebrany jednotlivé organy (ledviny, srdce, sval,
slezina, jatra, nador, plice a Zlu¢nik). K oplachu organd byl pouZit PBS. Vzorky byly

umistény do mikrozkumavek a skladovany pfi -80 °C az do dalSiho zpracovani.

7.5.2 Homogenizace vzorku

K jednotlivym organtim byly ptidany keramické kulicky o hmotnosti 1 g a 1000 pl
10% Tritonu X-100 (v PBS), ve kterém maji obé studované latky monomerni spektrum
(Obr. 13). Homogenizace probihala pomoci pfristroje FastPrep24 5G pti rychlosti 6,5
m/s po dobu 60 s ve 3 opakovanich. Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany na
centrifuze 5415D s rotorem F45-24-11 pfi 10 000 otackach/min po dobu 5 min. Ze
vzniklého supernatantu bylo nasledné odebrano 700 pl vzorku do nové
mikrozkumavky. Takto ziskané vzorky byly uchovdvény pii teploté -80 °C az do

samotné analyzy.

-
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©
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Obr. 13 Spektrum P44 a HK22 v roztoku 10 % Tritonu X-100
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7.6 Kvantifikace fotosensitizérii pomoci fluorescen¢nich metod

Ke kvantifikaci latek P44 a HK22 v jednotlivych vzorcich bylo vyuZito méreni
fluorescence pomoci spekrofluorimetru FS5. Emisni spektra PS byla méfena v rozsahu

650-850 nm po excitaci svétlem o vinové délce 630 nm.

7.6.1 Méreni emisnich spekter vzorki

Do kfemenné kyvety bylo pipetovano 400 pl 10% roztoku Tritonu X-100 a 100 pl
vzorku. Poté byla kyveta tfepana 2 min na vortexu a po 30 min bylo zméfeno emisni

spektrum. Béhem celého méreni byla v mistnosti konstantni teplota 23 °C.

Pro latku P44 byla maximalni hodnota intenzity fluorescence pfi vinové délce

683 nm a pro HK22 pfti vinové délce 690 nm (viz Obr. 13).

7.6.2 Stanoveni koncentrace latek P44 a HK22 v moci pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

Koncentrace latek P44 a HK-22 vmocli byla stanovena HPLC analyzou
s fluorimetrickou detekci P44 (Aexc = 630 NM; Amax =684 nm) a HK22 (Aexc = 630 nM; Amax
= 688 nm). Pro obé latky byla optimalizovdna metoda vyuzZivajici kolonu Hypersil BDS
C18 (100 x 4,6 mm; 2,4 um; Thermo Fisher Scientific) s pfedkolonou Guard (C18
cartridge; 4 x 2 mm ID; Phenomenex). Mobilni faze byla sloZzena z TEAA (50 mM, pH
6,3) (slozka A) a acetonitrilu pro P44 nebo smési acetonitril/methanol v poméru 70:30
(v/v) pro HK22 (slozka B). Byla zvolena nasledujici gradientova analyza: 1,0 min (20%
B), 1,0-1,1 min (20 - 60% B), 1,1-5,0 min (60 - 90% B), 5,0-6,4 min (90% B), 6,4-11,0
min (20% B) pro latku P44. Pro latku HK22 byl zvolen gradient: 1,0 min (20% B), 1,0-1,1
min (20 = 60% B), 1,1-4,1 min (60 > 90% B), 4,1-5,5 min (90% B), 5,5-5,6 min (90 =
20% B), 5,6-11,0 min (20% B). Pritok mobilni faze byl 1 ml/min, nastfik 10 ul vzorku.

Teplota kolonového prostoru byla nastavena na 50 °C.

Vzorky pro analyzu byly pfipraveny smichanim 20 pl moci s 80 pl smési mobilni
faze A/B vpoméru 1:1 (v/v) pro pfislusnou latku. Vzorek byl poté zfiltrovan pres

injekéni filtr (0,22 um; Millex) a nasttiknut v triplikatu.
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Metoda pro stanoveni latky P44 a HK22 v mySi moci byla ¢astec¢né validovana
dle smérnice FDA (Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry, 2018).
V ramci validace byla ovérena linearita kalibraéni pfimky, pfesnost a spravnost metody.

Pro obé latky (P44 a HK22) byl stanoven spodni limit kvantifikace (LLOQ) 10 ng/ml.

7.6.3 Sestrojeni kalibracnich krivek

Pro sestrojeni kalibracnich ktivek byly vyuZity vzorky z mysi, kterym nebyl
aplikovan PS. Méreni bylo provadéno stejnym zplsobem jako méreni vzork( s PS,
pouze s tim rozdilem, Ze k danym vzork{m bylo postupné pfidavan roztok pfislusného
PS 0 znamé koncentraci (0,1 uM). Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim PS v PBS.
Po kazdém pridavku zdsobniho roztoku k lyzatu bylo nutné ¢ekat 30 min, a poté byla
zmérena emisni spektra. U vzork( jater slatkou P44 byl pouZit zasobni roztok o
koncentraci 1 uM. Namérena intenzita fluorescence v misté emisniho maxima (683 nm

pro P44 a 690 nm pro HK22) byla pouzita k sestrojeni kalibrac¢nich kfivek.

Pro sestrojeni kalibracnich kfivek u plazmy byla pouZita plazma z krve mysi,
kterym byl aplikovdano pouze PBS. Jako zdsobni roztok byly pouZité 4 UM roztoky
pfislusnych PS. Namérfena intenzita fluorescence v misté maxima (684 nm pro P44 a

687 nm pro HK-22) byla pouZita k sestrojeni kalibracnich krivek.

Kalibraéni pfimka pro moc¢ (rozsah 10-2000 ng/ml) byla slozena z osmi
kalibracnich drovni 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 a 2000 ng/ml. Kazda kalibrac¢ni
uroven byla pripravena pridavkem 2 pl vodného zdsobniho roztoku stanovované latky
o odpovidajici koncentraci k 48 pl vody a nasledné bylo pfidano 200 ul pfislusné smési
mobilni faze A/B v poméru 1:1 (v/v). Kalibracni roztok byl poté zfiltrovan pres injekéni
filtr (0,22 um; Millex) a nasttiknut v triplikatu. Stejnym zplsobem byly pfipraveny
vzorky pro kontrolu kvality (QC) o koncentraci 10, 25, 250 a 2000 ng/ml pfislusné latky.
Kalibracni kfivka byla sestrojena metodou linearni regrese nejmensich ctvercu
v programu Microsoft® Excel” (Microsoft 365 MSO). Nezndma koncentrace HK22 a P44
byla poté vypocitana dosazenim pramérné plochy piku do linearni rovnice kalibrac¢ni
pfimky. Stanovené latkové mnozstvi latek P44 a HK22 bylo vztazeno na celkovy objem

ziskané mysi moci a prezentovano ve formé pmol/zvite.
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7.7 Stanoveni mnoZstvi proteini v plazmé

Stanoveni mnoZstvi protein v jednotlivych vzorcich plazmy bylo provedeno
metodou BCA, kterda vyuzivd sodné soli kyseliny bicinchoninové, kterda komplexuje
médné ionty tvofené reakci peptidové vazby s médnatymi ionty. Tato metoda byla
kalibrovana na standardy, a proto byla nejdfive rozpusténim bovinniho sérového
albuminu (BSA) v MQ-vodé pfipravena koncentracni fada roztokl o koncentracich 0,
50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 a 2000 pg/ml, ktera slouZila k sestaveni kalibracni
pfimky. Do 96-jamkové mikrotitracni desticky bylo pipetovano vidy v triplikatu 10 pl
kalibracnich roztok( a vsech vzork(. JelikoZ jsou vzorky v 10% roztoku Tritonu X-100 a
koncentracéni fada BSA je pfipravena v MQ-vodé, muselo byt pfiddno 10 ul MQ-vody ke
vSem vzorkim a stejny objem 10% roztoku Tritonu X-100 ke kalibraénim roztokdm.
Pracovni roztok BCA byl pfipraven smichanim 4 % CuSQOa4-6H,0 a zasobniho roztoku
BCA v poméru 1:50. Pipetovany objem pracovniho roztoku ¢inil 200 ul a byl pfidan ke
vsem vzorkim vjamkach na mikrotitracni desti¢ce. Vzorky byly inkubovany v
bunécéném inkubatoru po dobu 30 min pfi 37 °C. Poté byla zméfena absorbance na

Ctecce mikrotitracnich desticek Tecan Infinite M200 pfi 562 nm.

Kvali vysoké absorbanci musely byt vSechny vzorky pfed mérenim fedény 20x

pomoci MQ-vody.

7.8 Vyhodnoceni vysledkii

Hodnoty koncentrace PS v homogenizovaném vzorku byly odecteny
z kalibraénich pfimek. Nasledné bylo vypocitdano mnozstvi latky v celém organu, plazmé
a modi. Ze ziskanych vysledkd byly v programu GraphPad Prism sestrojeny grafy
vyjadrujici zavislost mnozstvi danych PS v homogenizovaném vzorku na ¢ase. Hodnoty

jsou vyneseny jako primeér tfi méreni + smérodatna odchylka (SD).
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8. VYSLEDKY

8.1 Vyhodnoceni organové distribuce

8.1.1 Jatra

2 s

- 21500

6’215 (7 5

> @ oo

@ = s £1000

£ 4

] > 500

£E05 Es

o c £

e~ £ 5

S 00

0 4 8 12 16 20 24 0 4 b L WA
Eas (h) Cas (h)

Obr. 14 Casovy profil latky P44 v jatrech.

Narast latky P44 (Obr. 14) v jatrech nastal po podani a pokracoval i
v nasledujicich hodinach. Maximalni koncentrace PS (1,22 nmol/mg tkané, resp. 1,12
pmol v celém organu) byla v ase 24 h. Ztoho vyplyva, Ze latka P44 se v jatrech

deponuje a neni z nich béhem 24 h od podani eliminovana.
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Obr. 15 Casovy profil latky HK22 v jatrech.

Naproti tomu, latka HK22 (Obr. 15) se v jatrech témér nedeponovala. K
mirnému narlstu dochazelo v prvnich dvou hodinach (84,5 pmol/mg tkané, resp. 93,58

nmol v celém organu v ¢ase 2 h).
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Obr. 16 Porovnani ¢asovych profilt latek P44 (cervend) a HK22 (modra) v jatrech.

Mnozstvi latky HK22 v jatrech je v porovnani s latkou P44 velmi nizké (Obr. 16).
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8.1.2 Ledviny
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Obr. 17 Casovy profil latky P44 v ledvinéch.

PS P44 (Obr. 17) se v ledvinach objevila jiz v nejkratsim ¢ase (30 s od i.v. podani)
a nejvyssi koncentrace (141,6 pmol/mg tkadné, resp. 39,01 nmol v celém orgédnu)

dosahovala v ¢ase 5 min a poté se latka z ledvin postupné eliminovala.
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Obr. 18 Casovy profil latky HK22 v ledvinach.

U latky HK22 (Obr. 18) narust zacal pozvolna s nizkym maximem kolem 8. h od
i.v. podani larky. Koncentrace 93,6 pmol/mg tkané (resp. 28,71 nmol v celém organu)

byla v ¢ase 8 h maximalni. Poté dochazi k postupné eliminaci z ledvin.
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Obr. 19 Porovnani ¢asovych profill latek P44 (Cervend) a HK22 (modra) v ledvinach.

Latka P44 se v ledvinach objevila rychle po podani na rozdil od latky HK22, ktera
méla pomalejsi narlst koncentrace. U obou latek nedoslo k Uplné eliminaci z ledvin

béhem 24 h (Obr. 19).
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8.1.3 Slezina
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Obr. 20 Casovy profil latky P44 ve sleziné.

Mnozstvi PS P44 (Obr. 20) ve sleziné narlstalo od podani latky prvnich 15 min
s naslednym ustdlenim koncentrace ve tkani. Nejvyssi koncentrace dosahla 24 h od i.v.
podani (313,9 pmol/mg tkané, resp. 45,18 nmol v celém organu), coZ je v porovnani s
mnozstvim v 15 min zanedbatelny rozdil (310,3 pmol/mg tkané, resp. 45,89 nmol

v celém organu).
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Obr. 21 Casovy profil latky HK22 ve sleziné.

Narast latky HK22 (Obr. 21) nastal ihned po podani. Maximalni koncentrace PS
(133,5 pmol/mg tkané, resp. 29,51 nmol v celém organu) byla v éase 5 min a pak

dochazi k postupné eliminaci.
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Obr. 22 Porovnani ¢asovych profill latek P44 (Cervend) a HK22 (modra) ve sleziné.

Z grafhi (Obr. 22) vyplyva, Ze latka P44 nebyla ze sleziny béhem 24 h

eliminovana, zatimco latka HK22 ano.
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8.1.4 Plice
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Obr. 23 Casovy profil latky P44 v plicich.

Latka P44 (Obr. 23) se v plicich objevila béhem 30 s od podani a vtomto case

také koncentrace latky (295,7 pmol/ mg tkané, 38,41 nmol v celém organu)
dosahovala maxima. Poté se rychle eliminovala plic.

Koncentrace latky HK22 v lyzatu tkdné byla pod limitem detekce.
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8.1.5 Nador
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Obr. 24 Casovy profil latky P44 v nadoru.

Narast PS P44 (Obr. 24) byl zaznamenan jiz béhem prvnich 30 s po podani.
V Case 5 min dosahovala koncentrace latky maxima (229,4 nmol/ mg tkané, resp.
166,55 nmol vcelém orgdnu). Poté nastala potupna eliminace, takZze nedochazi

k ukladani tohoto PS do nadorové tkaneé.

Koncentrace latky HK22 byla pod limitem detekce.

52



8.1.6 Srdce
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Obr. 25 Casovy profil latky P44 v srdci.

Narast latky P44 (Obr. 25) byl okamzity a maximalni koncentrace
(96,5 pmol/mg tkané, 9,52 nmol v celém organu) byla jiz v ¢ase 30 s. Poté doslo

k postupné eliminaci.
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Obr. 26 Casovy profil latky HK22 v srdci.

Casovy profil PS HK22 (Obr. 26) v srdci byl obdobny jako u latky P44 s maximem
také v prvnich 30 sod podani (117,9 pmol/mg tkané, 11,72 nmol v celém organu)

s naslednou eliminaci.
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Obr. 27 Porovnani ¢asovych profill latek P44 (¢ervend) a HK22 (modra) v srdci.

Pribéh a mnoiZstvi obou latek byl v srdci velmi podobny (Obr. 27).
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8.1.7 Sval
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Obr. 28 Casovy profil latky P44 ve svalu.

Latka P44 (Obr. 28) se vsrdci objevila v minimalni koncentraci. Nejvyssi
koncentrace (8,3 pmol/mg tkané, 1,56 nmol v celém orgdnu) latka dosahovala v ¢ase 5

min. Tato latka se ve svalu neuklada.

Koncentrace latky HK22 byla pod limitem detekce.
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8.1.8 Celkovy pribéh latky P44 v mysim organismu

Latka P44 (Obr. 29 a 30) se nejvice deponuje v jatrech a neni z nich béhem 24 h

vyloucena. V ostatnich organech byla detekovana ve velmi nizkém mnozstvi, pficemz

vy

-
c
1) — @ jatra
E) ;—..._ | | Iedv‘iny
6’2 1.5 o
> \‘xu & sval
(/o ™1 & nador
n- {e)] ) © plice
= B 1.0
g —_—
= O
‘g’ £ 0.5
o=
5
v 0.0
0 4 8 12 16 20 24
Cas (h)
Obr. 29 Celkovy prabéh latky P44 v mySim organismu.
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Obr. 30 Celkovy prabéh latky P44 v mySim organismu (vztazeno na cely organ)
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8.1.9 Celkovy pribéh latky HK22 v mysSim organismu

Latka HK22 (Obr. 31 a 32) byla detekovana ve vétsiné organu ve velmi nizkém
mnozstvi. V lyzatu svalu, nddoru a plicich byla koncentrace latky tak nizka, Ze ji vibec

nebylo mozné pomoci této metody detekovat.
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Obr. 31 Celkovy prabéh latky HK22 v mySim organismu.
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Obr. 32 Celkovy prabéh latky HK22 v mySim organismu (vztazeno na cely orgdn).
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8.2 Casovy profil latek P44 a HK22 v plazmé
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Obr. 33 Casovy profil latky P44 v plazmé.

Latka P44 (Obr. 33) dosahuje nejvyssi koncentrace ihned po podani (nejkratsi
¢as 30 sod iv. poddni), a poté dochdzi kjeji postupné eliminaci ztohoto

kompartmentu. V ¢ase 12 h byla koncentrace PS v plazmé pod limitem detekce.
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Obr. 34 Casovy profil latky HK22 v plazmé.

Prabéh latky HK22 (Obr. 34) byl obdobny jako v pfipadé latky P44. | zde byla

koncentrace PS v plazmé v ¢ase 12 h pod limitem detekce.
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Obr. 35 Porovnani ¢asovych profill latek P44 (Cervend) a HK22 (modra) v plazmé.

Ve 30 sod i.v. podani (nejkratsi interval odbéru vzork() méla latka HK22 v

plazmé vyssi maximalni koncentraci nez latka P44. U obou latek doslo k rychlé

eliminaci z plazmy (Obr. 35), kterd byla Uplnda béhem 12 h, pfesto k ni dochazelo u

amfifilni P44 pomaleji nez u hydrofilni HK22.
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8.3 Casovy profil latek P44 a HK22 v moci
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Obr. 36 Casovy profil latky P44 v moc¢i.

Latka P44 (Obr. 36) dosahla nejvyssi koncentrace v ¢asech mezi 30 mina 2 h od

podani, a poté doslo k postupnému snizeni béhem néslednujicich osmi hodin.
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Obr. 37 Casovy profil latky HK22 v mo¢i.

Latka HK22 (Obr. 37) se v moci objevila ve vysSich koncentracich (v porovnani

s P44), pficemz maximalnich hodnot dosahovala v ¢asech 1 az 4 h od i.v. podani.
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Obr. 38 Porovnani ¢asovych profilt latek P44 (¢ervend) a HK22 (modra) v moci.

V pfipadé obou latek (Obr. 38) doslo k rychlému nardstu koncentrace v moci po
i.v. podani smaximem v prvnich hodindach a naslednym snizenim. Maximalni

koncentrace P44 v moci byla v porovnani s HK22 nizsi.
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9. DISKUSE

Nadorovd onemocnéni jsou v Ceské republice druhou nej¢astéjsi p¥icinou Umrti.
Roéné na nadorovd onemocnéni umfe vice nei 27 tisic pacientd (SZU, 2007).
V evropském srovnani stoji Ceskd republika v incidenci zhoubnych nadord na 16.-17.
misté, u fady nadorovych diagnéz obsazujeme predni mista evropskych statistik (napfr.
u zhoubnych nadorl ledvin 2. misto, u zhoubnych nadora slinivky bfisni 3. misto, u
zhoubnych ndadorl Zluéniku a ZluCovych cest 3.-5. misto a u zhoubnych nador(

prostaty 8. mist) (UzIS CR, 2021).

PDT je vedle chemoterapie, radioterapie a imunoterapie jednou z dalSich moZnosti
|é¢by nadorovych onemocnéni. Jedna se o moderni a minimalné invazivni formu [éCby
rGznych typ( nadorl, kterd vykazuje velmi dobré lécebné vysledky a moZnost
soubézného vyuziti PDT s jinymi |é¢ebnymi metodami. PDT byla Uspésné pouZita v
dermatologii, onkologii, gynekologii, urologii a dalSich oborech. PDT je zaloZena na
lokalni nebo systémové aplikaci PS, ktery se selektivné hromadi v nddorovych bunkach

(Kwiatkowski et al., 2018).

Po ozareni nadoru svétlem o vhodné vinové délce, vétSinou laserem, dojde k
aktivaci PS a dochazi ke vzniku fotochemické reakce, pfi které jsou tvoreny ROS, a to
pfedevsim 10,. Tyto vysoce toxické molekuly maji schopnost vyvolat bunéénou smrt,

ktera se projevi odumiranim ozarené tkané (Gursoy et al., 2013).

PS jsou pfirodni nebo syntetické latky, které absorbuji svételnou energii. V
klinické praxi ma vhodny PS fadu vlastnosti, jako je komeréni dostupnost, absence
toxického plsobeni az do své aktivace, hydrofilni charakter pro snadnou systémovou
aplikaci a dostateénad produkce ROS. PS by se mél ukladat jen v nadorové tkani,
ze které by mél byt jen pomalu eliminovan. Naopak ze zdravych tkani by mél byt
eliminovan relativné rychle. JelikoZz zatim zadny klinicky vyuZivany PS nema idealni
vlastnosti, probiha neustaly vyzkum novych typG PS (Allison et al., 2013, Kwiatkowski

etal., 2018).

Hlavnim nezddoucim ucinkem v kontextu PDT muzZe byt koZni fotosenzitivita.
PS, ktery je nahromadény v kizi, je aktivovan dennim svétlem, a mliZe zpUsobit otoky,
zarudnuti, vyrazky az puchyre. Proto je tfeba se vyhybat expozici svétla a pfimého
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slune¢niho zareni po dobu nékolika hodin az tydnl do vylouceni PS z téla (zaleZi na
typu PS). U vétSiny pacientl vSak dochazi k relativné rychlé eliminaci PS z téla (Konopka

et al., 2007).

Diky dobrym vysledkiim ve PDT byla fada PS zavedena do klinické praxe. Mezi
komercéné dostupné PS fadime porfimer sodny (komeréné dostupny jako Photofrin®).
Jedna se o nejrozsifené;si a klinicky nejpouzivanéjsi PS, ktery jako prvni schvalila FDA k

|écbé nadorli mocového méchyre v Kanadé v roce 1993 (Taquet et al., 2007).

V Rusku je schvédleny pro lécbu PDT sulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin
zndmy pod komerénim nazvem Photosens®. Jednd se o smés di-, tri — a

tetrasulfonovanych derivatd Pc (Ali et al., 2018).

Dalsi PS, které maiji slibné vysledky, jsou derivaty bakteriochlorinu, které obsahuji
palladium, a jsou znamé pod nazvem padoporfin (WST09, TOOKAD®) a padeliporfin
(WST11, TOOKAD® Soluble), jakozto novéjsi derivat rozpustny ve vodé. Tyto PS byly
testovany v klinickych studiich pro lé¢bu karcinomu prostaty a dosahovaly velmi
slibnych vysledk( (Abrahamse et al., 2016). A proto v roce 2017 byly tyto PS schvaleny
pro VTP nador( prostaty (EMA, 2017).

Pc jsou syntetické makromolekuly odvozené od porfyrinu, které jsou tvoreny
¢tyfmi isoindolovymi kruhy spojenymi azamethinovymi mustky a jsou fazeny do
skupiny PS 2. generace. Pc se obvykle pfipravuji ve formé komplext s kationty kovd,
jako jsou napf. zinek, hlinik a gallium, koordinovanych do stfedu makrocyklu.
Fotofyzikalni vlastnosti Pc jsou silné ovlivnény pfitomnosti a povahou centralniho
kovového iontu. Pc jsou intenzivné studovany jako PS ve PDT diky svym dobrym
vlastnostem, mezi nézZ patfi chemicka stabilita za fyziologickych podminek, selektivita k
nadorovym bunkam, rychla eliminace z téla, nizka cytotoxicita bez ozareni a vysoka
produkce ROS (Carobeli et al., 2021). Pc se jevi jako potencionalné slibnéjsi PS ve PDT
nez porfyriny, protoze na rozdil od porfyrint absorbuji svétlo v rozmezi optického okna

tkané (Chilakamarbhi et al., 2017).

Velkou nevyhodou planarnich a lipofilnich Pc je jejich nizkd rozpustnost ve
vodé. Ve vodném prostfedi maji tendenci agregovat, coz sniZuje stabilitu tripletovych

stavl, a to vede ke snizené schopnosti produkovat 10 a ke sniZeni celkové Uéinnosti
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PDT. Proto jsou neustdle zkoumany nové substituované Pc (Carobeli et al., 2021). Ke
zvySeni rozpustnosti Pc se napfiklad vyuZivaji aniontové substituenty, jako jsou
sulfatové, karboxylatové a fosfatové skupiny. V zavislosti na poctu karboxylatovych
skupin a hodnoté pH prostfedi jsou polykarboxylatové Pc dobfe rozpustné ve vodnych

roztocich (Li et al., 2019).

Tato prace se zabyvala celkovym zhodnocenim priibéhu orgdnové distribuce
vybranych PS v mySim modelu. PS pouzité pro nasSe experimenty byly syntetizovany
PharmDr. Janem Kolldrem, Ph.D. na katedie Farmaceutické chemie a farmaceutické
analyzy Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové ve védecké skupiné

prof. PharmDr. Petra Zimcika, Ph.D. (Azaphthalocyanine group).

Vybrané PS ze skupiny aniontovych Pc byly v minulosti v nasi védecké skupiné
nejdfive zkoumany na bunécné urovni v in vitro podminkach, a jelikoz v téchto
podminkach byly acinné a aktivni pfi nizkych davkach, byly vybrany k dalSim
experimentlm in vivo. Latka P44 je amfifilniho aniontového charakteru a latka HK22 je
hydrofilniho aniontového charakteru. Obé latky obsahuji jako zaklad ftalocyaninové

jadro s centralné vazanym zine¢natym kationtem.

Experimenty byly provadény na mysim modelu kmene BALB/c (bilé barvy),
ktery byl subkutanné naockovan bunéénou nadorovou linii CT-26 (mysi kolorektalni
karcinom). Celkovy pribéh aniontovych PS P44 a HK22 byl sledovan v ¢asech 30 s, 5
min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h,4h,8 h, 12 h a 24 h po i.v. podani do ocasni Zily mysi.

Studium distribuce PS je dllezitym parametrem jak pro zvyseni ucinnosti PDT,
tak pro snizeni vedlejSich ucink(, véetné toxicity. Farmakokinetika, ktera predstavuje

kineticky aspekt distribuce, je rovnéz dulezitad pro zvazeni ucinnosti PDT.

V dalsi studii, zabyvajici se distribuci PS vramci PDT cilené na nadorové
makrofagy, byl jako PS pouzit alginat, ktery je ptirozené se vyskytujici aniontovy
polymer ziskany z hnédych mofskych fas. Experiment byl proveden pomoci optického
emisniho spektrometru. In vivo a ex vivo fluorescenéni metoda ukazala, Ze se PS
objevily hlavné v misté nadoru po 1 h od podani a poté se distribuoval po celém téle az
do 4 h od aplikace. Poté fluorescencni signaly PS v téle progresivné klesaly a po 24 h

doslo k eliminaci z organd kromé nadoru, kde v case 8 h koncentrace PS dosahla
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maxima a poté klesala. | po 24 h si ale misto nadoru stale udrzovalo silny fluorescen¢ni
signal. Rychlé vyluCovani z jinych &asti téla, selektivni akumulace a prodlouzena
retence v misté nadoru jednoznacné prokazuje vhodnost pouzitého PS. U dalsich
organ( (srdce, jatra, slezina, plice a ledviny) pfitom nebylo pozorovano zadné znatelné
poskozeni, coz naznacuje, Ze pouzity PS nema toxické vedlejsi ucinky (Tang et al.,

2020).

V dalsi publikované studii byly navrieny a syntetizovany Pc konjugované
s peptidy. Tato modifikace vedla k vyraznému zvySeni hydrofility Pc. Studie distribuce
ukazala, Ze takto modifikované Pc se v ¢ase 6 h po podani nejvice hromadily uvnitf
nadoru a jater, postupem casu doslo keliminaci zjater, a naopak ke zvyseni
koncentrace v nddoru. Po 18 h byl nar(ist PS pouze u nddoru a z ostatnich orgdn( byl
eliminovan. Konjugace s peptidy zfetelné zvysila fotodynamickou ucinnost a selektivitu

proti nddorovym burikdam (Li et al., 2016).

Jedna zdalSich provedenych studii porovnavala fluorovany Pc a jeho
nefluorovany analog. Takovato substituce vedla ke zvySeni amfifilniho charakteru Pc.
Koncentrace Pc byly stanoveny v nadoru, svalu, kiiZi, jatrech, srdci, sleziné, ledvinach a
stfevech v ¢asech 15 min a 3 h. Fluorovany analog vykazoval zvySenou akumulaci v
nadoru. Vintervalu 15 min i 3 h byla hladina fluorovaného PC v klZi niZsi nez u
hydrofobnéjsi latky. Vysledky ukazuji, Ze amfifilni charakter Pc zlepSil jeho vlastnosti

pro vyuziti ve PDT (Pucelik et al., 2016).

V dalsi studii byly vyvinuty PS zaloZené na konjugaci Pc s foldtovou skupinou.
Byly porovnavany dva derivaty, kdy jeden vorganové distribuci vykazoval lepsi
vysledky nez druhy, protoze v ¢ase 3 h po podani byla koncentrace v nddoru velmi
vysokd, zatimco koncentrace v jinych organech (véetné jater, sleziny, srdce, ledvin a
plic) byla rychle snizena. Po 7 h od podani byl PS nahromadén jen v nadoru a
z ostatnich orgdnl byl eliminovdn. Takto syntetizovany PS vykazoval zvySenou
rozpustnost ve vodé s vysokou selektivitou, protoze hydrofilita glycerolovych skupin
muZe mit schopnost vyrazné snizit nespecifickou afinitu Pc ke zdravym bunkam (Li et

al., 2015).

V roce 2016 byla publikovana studie porovnavajici distribuci volného hlinitého

Pc (AIPc) a AlIPc v kombinaci s nanocasticemi, a to s kopolymerem polyethylenglykol-
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polykaprolaktonem. Tato studie vSak byla omezena pouze na distribuci PS u zdravych
mysi. Ex vivo vySetfeni orgdnl ukdzalo zvySenou koncentraci u AlPc v kombinaci
s nanocasticemi v plicich, jatrech a sleziné v porovnani svolnym AlPc. Celkové
zhodnoceni distribuce ukdzalo, Ze se modifikovany AlPc nejvice hromadil v plicich. Dalsi
zkoumani in vivo navic ukdzalo, Ze lék byl schopen projit hematoencefalickou bariérou

a dostat se v mensi mife az do mozku (Asem et al., 2016).

Farmakokinetika nové lipozomadlni formy Photosens® na bazi hlinitych
sulfoftalocyaninovych soli byla studovdna ve srovnani s nemodifikovanym Photosens®.
Ze studie vyplynulo, Ze kumulace PS v k(zi byla pro oba typy PS po dobu trvani 1é¢by
podobna. Ve vsech ¢asech byla koncentrace modifikovaného PS v téle vyznamné vyssi,
také selektivita kumulace modifikovaného Photosens® byla v nddoru vyrazné lepsi.
Photosens® se prevazné kumuluje v jatrech a sleziné bez ohledu na lékovou formu

(Smirnova et al., 2005).

Publikovana studie, zabyvajici se derivatem bakteriochlorinu, ktery je znamy pod
nazvem padoporfin (WST09, TOOKAD®), ukdzala, Ze se tento PS nehromadi v kizi,
svalech, ani v nadoru v zadném case. Vysledky ukazaly, Ze je tento PS vhodné vyuzivat
vramci VTP. Navic by se mélo, vzhledem k rychlé eliminace z plazmy, ozafovani
provadét bezprostfedné po i.v. aplikaci, aby bylo moiné vyuzit maximalni
intravaskuldrni koncentrace PS. Zpocatku jsou vysoké hladiny PS ptitomny v jatrech,
kde dochazi k nasledné postupné eliminaci. Tato afinita k retikuloendotelovému
systému je typickd pro lipofilni PS. Koncentrace TOOKAD® byla v ledvinach podstatné
nizsi neZ u jater, coz ukazuje, Ze je z téla pfednostné eliminovan Zlu¢ovymi cestami.
Relativné rychla eliminace z jater a ledvin snizuje riziko systémové toxicity (Brun et al.,

2004).

Dalsi latkou, kterd se vyuziva v ramci VTP, je také derivat bakteriochlorinu zvany
padeliporfin (WST11, TOOKAD® Soluble). Diky své rozpustnosti ve vodé vykazuje
mnohem lepsi vysledky nez TOOKAD®. Ddle bylo prokazano, ze ke zvysSeni ucinnosti
VTP je vhodnd jeho soubéind kombinace s dalSimi metodami (Kawczyk-Krupka et al.,

2015).

Z nasich provedenych experimentl vyplyva, Ze se latka P44 nejvice kumuluje

v jatrech a ve sleziné. Tato skutecnost odpovida studii Smirnové et al. (2005), kde byl
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studovan Photosens®, ktery ma podobné vlastnosti jako nami studované latky. Na
druhou stranu, nas PS nebyl z jater eliminovan béhem 24 h, coz m(zZe naznacdovat, Ze
byl jatry vylu¢ovan. Takovato kumulace PS v jatrech by také mohla byt pro organismus
koncentrace PS byly v organech, jako jsou srdce, kosterni svalstvo, oko a mozek.
Naopak, nejvyssi koncentrace PS byla vétSinou zjisténa v jatrech (Castano et al., 2005),
coz se potvrdilo také v nasich experimentech. V nadoru, plicich a svalu byly dokonce
hodnoty HK22 pod limitem detekce. Ani P44 se v nadoru neukladala ve vétsich
koncentracich. Selektivni ukladavani v nadoru je hlavnim predpokladem pro Uspésny
PS, a proto tyto latky pravdépodobné nebudou moci byt v ramci PDT vyuzivany. Na
druhou stranu, studie provedené s TOOKAD® a TOOKAD® Soluble davaji nadéji, Zze by

nami predpokladané vyuziti latek P44 a HK22 ve VTP mohlo byt Uspésné.

Casovy profil v plazmé ukdzal, 7e obé sledované latky dosahuji maximalni
koncentrace ihned po aplikaci, coz Ize predpokladat vzhledem k faktu, Zze jde o i.v.
podani latky. Poté dochazi k jejich eliminaci z krevniho fecisté béhem ndslednych osmi
hodin. Méfeni koncentrace PS vmodi je dllezité k zhodnoceni celkové moznosti
toxického plsobeni latky na organismus, protoze ¢im rychleji odchazeji PS z organismu,
tim rychleji se mlZe sniZit toxicita pro ostatni organy. Z ¢asového profilu v moci, lze
usuzovat, ze po 8 h od podani nebyly oba PS vmodéi témér pritomny. Celkova
koncentrace PS v modi byla vSak nizkd, takZe je pravdépodobné, Ze latky byly z téla
vylucovany jinou cestu. A ani vledvindch nebyly nasSe latky pritomny ve vyssich
koncentracich. Dalsi cestou vylucovani PS je skrze jatra do Zluéi a Zluéovymi cestami do
stfeva s naslednym odstranénim z téla stolici. Proto by mohlo byt pfinosné méreni

koncentrace PS nejen v moci, ale i ve stolici.

| kdyZz oba PS vykazovaly vramci PDT slibnou ucinnost vin vitro podminkach
(pfedevsim P44) (Kollar et al., 2020), tak v in vivo podminkach tomu tak byt nemusi.
Z vysledkl experimentl vyplyva, Ze ve vodé rozpustné aniontové latky P44 a HK22
nejsou z hlediska farmakokinetiky ptilis vhodné pro pouziti ve PDT, a to predevsim diky
faktu, Ze se ani jedna latka se nedeponovala ve vyssich koncentracich v nadoru (v

pripadé HK22 ji nebylo ani mozné detekovat. Studované PS ale diky svym vlastnostem
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maji potencial byt vyuzivany ve VTP, coZ také potvrzuji dosud nepublikované vysledky

z in vivo experiment(l provadénych nasi védeckou skupinou.
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10.

ZAVER
Celkovy priibéh aniontovych fotosensitizér(i P44 a HK22 ze skupiny ftalocyanint
byl sledovan v mysim modelu kmene BALB/c v ¢asech 30 s, 5 min, 15 min, 30

min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 12 h a 24 h po i.v. podani. Ldtka P44 byla pfitomna

v jednotlivych organech ve vétsich koncentracich nez latka HK22.

Sledované latky v plazmé dosahovaly maximadlni koncentrace ihned po podani
(vcase 30 s — nejkratSi interval odbéru). Poté byly postupné zplazmy
eliminovany. Prabéh P44 a HK22 byl vplazmé podobny. V moci doslo
k rychlému narlstu koncentrace u obou latek po i.v. podani s maximem
v prvnich hodinach a naslednym sniZzenim. Maximalni koncentrace P44 v moci

byla v porovnani s HK22 nizsi.

Z ¢asovych profill latek v jednotlivych orgdnech bylo mozné zjistit, v jaké dobé
byly latky detekovany v nejvyssich koncentracich. Tyto ¢asy se v rdmci organ( i
latek lisily.

Latka P44 se nejvice ukladala v jatrech a poté ve sleziné. Z jater nebyla béhem
24 h eliminovéna, coz naznacuje, Zze by se zde latka P44 mohla akumulovat.
V ostatnich orgdanech byla pfitomna v nizkych koncentracich. HK22 se nejvice
deponoval také v jatrech — v porovnani s P44 v3ak v minimalnim mnozstvi. Ve

svalu, nadoru a plicich byly hodnoty koncentrace HK22 pod limitem detekce.

Studované aniontové latky P44 a HK22 nejsou zfejmé zhlediska
farmakokinetiky pfilis vhodné pro pouziti ve PDT, protoze se P44 minimalné
deponoval v nddoru a hodnoty HK22 zde byly pod limitem detekce. Maji, ale

potencial byt dale zkoumany v ramci VTP.
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