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1.Teoreticka ¢ast

1.10VOD

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy PDT) je diagnostickd a 1é¢ebna
metoda vyuzivand zejména pii 1écb¢ tumort. Je zaloZena na podani fotosenzitivni latky, jez
se po aplikaci hromadi prednostné v nejrychleji proliferujicich bunkach a po ozafeni
svétlem urcitého spektra zpusobi smrt odpovidajicich bunék. Diky svému stimula¢nimu
efektu se metoda pouziva také v kosmetice.

PDT je zalozena na spoluptsobeni slozek, jez samy o sob& nejsou toxické a
neprojevuji zadné biologické efekty. Jedna se o kombinaci fotodynamicky aktivni
slouceniny, svétla a molekularniho kysliku. Svétlocitliva latka tzv. fotosenzitizér je
aplikovan v zasad¢ trojim zpisobem. Bud’to masti, obsahujici ptislusnou latku, nebo je
zaveden intraven6zné ¢i intralezionalné (piimo do mista novotvaru). Koncentrace
fotosenzitizéru v postizenych bunkéach dosahuje optimalni hodnoty v riznych ¢asech od 5
minut az po 72 hodin v zavislosti na zptsobu aplikace a druhu pouzité latky. Jeho kumulace
a koncentrace v tkanich spolu s davkou ozafeni, je hlavnim faktorem urcujicim a¢inek PDT.
Intracelularni lokalizace PS a jeho naslednd PD aktivita z4visi predevSim na jeho struktuie,
lipofilité, substituentech a jeho naboji.

Utinnost PDT je dana oOsvicenim tumoru svétlem vhodné vlnové délky, kdy
molekuly fotosenzitizéru absorbuji fotony a pfechazi do singletového a nasledné
tripletového excitovaného stavu. Dale dochazi nejcastéji k prenosu energie z molekuly
fotosenzitizéru na molekulu kysliku. Takovato excitovana molekula kysliku je asi 1000 krat
reaktivnéj$i nez jeho zakladni molekularni stav. Singletovy kyslik (a ostatni formy
aktivniho kysliku, napf. superoxidovy radikal, hydroperoxidovy a hydroxylovy radikal) pak
reaguje s bunéénymi membranami za vzniku lipidperoxidového radikélu a nasledné nekrozy
¢1 apoptozy bunck. Na destrukci maligni tkdn€ a nadorovych bunék se podili také cévni
poskozeni, které znemoziiuje zasobeni tkan€ krvi a zivinami nasledujici ischemii tumoru,
fagocytarni imunita a zanét. Fotosenzitizér se béhem celého fotodynamického procesu ve
tkani zpétné€ regeneruje, a proto jedna molekula fotosenzitizéru mlize zptisobit vznik vétsiho
mnoZstvi reaktivniho singletového kysliku. Uginek PDT na nadorovou tkan se diky této

regeneraci PS znasobuje. Pomér apoptotické a nekrotické smrti bunék zavisi na typu



nadoru, ale predevSim na koncentraci fotosenzitizéru a déavce ozareni. Niz§i davky
fotosenzitizéru a zéareni zpusobuji apoptdzu, vyssi nekrdzu, ovsem pii kazdé aplikaci
dochazi k obéma typtim smrti bunsk™.

Vyhodou fotodynamické terapie je témét nulova toxicita pouzité latky, bez piistupu
svétla, takze je mozno ji (narozdil napiiklad od chemo- ¢i radioterapie) v kratkém case
mnohokrat opakovat. Dalsi vyhodou u nékterych PS je uréitd pomérné piesna selekce
nadorovych buné¢k, ktera je zaloZena na rozdilu v koncentraci senzitizéru mezi normalni a
cilovou tkani. Metoda tedy zni¢i predevsim nadorové bunky a okolni zdravé zlistanou
neporuseny. Za zminku také stoji asi nejzfejmé&j$i vyhoda, a totiz ze se fadi mezi
neinvazivni metody.

Mezi nevyhody patii omezend moZznost pouZiti, nebot’ svétlo pouzivané k aktivaci
fotosenzitizéru proniké nejvyse lem do tkané a PDT lze tedy pouZit pouze na povrchu téla
pripadné na ¢asti organt dostupné pomoci endoskopt a katetri. Metoda vpichu optického
vlakna s aktivizujicim svétlem piimo do tkané se zatim pfili§ nepouzivd. Nevyhodou pfi
nitrozilni aplikaci fotosenzitizéru je n€kolik hodin az tydnu trvajici fotosenzitivita kiize po
1é¢bé; pacient se tedy musi vyvarovat pobytu na slunci a vystaveni silného svételného
zafeni.

Nejvyznamnéjsi uplatnéni naléza fotodynamicka terapie pii 1é¢be riznych druhd tumort, a
to jak malignich (zhoubnych) tak benignich (nezhoubnych). VétSinou se zatim jednd o
lécbu paliativni nebo dopliikovou, nejcastéji chirurgického zasahu. Jak jiz bylo zminéno
vyse, nejvétsim omezenim fotodynamické terapie je prachod aktivizujiciho svétla nejvyse
Icm do hloubky tkéné. Piesto byla s uspéchem pouzita pro 1é€bu nadort zaludku, tlustého
stteva, hlavy a krku, Gstni a nosnich dutin, hrtanu, hltanu, jicnu, plic, mo¢ového méchyte,
jater, prsu, genitalii i mozku. Nejcastéji se ovSem pouziva pro 1é¢bu nejriznéjSich koznich
tumort a lézi; za vSechny zmifime napi. aktinickou keratozu, basaliom ¢&i T-lymfom.
V koznim I€kaftstvi se pouziva také k 1écbé lupénky, bradavic, nebo v estetické mediciné k
vyhlazeni jizev po akné ¢i vrasek, kdy aktivuje fibroblasty k novotvorbé kolagenu. Vyuziti
nachazi metoda také pii 1écb€ senilni degenerace makuly (AMD). Velmi nadé&jnou aplikaci
je cisténi kostni dfené od leukemickych bunék, kdy se pacientovi odebere kostni dien,

vycisti se metodou fotodynamickeé terapie a coby autologni §tép vrati zpét pacientovil.



1.2 HISTORIE A SOUCASNOST PDT

Jiz starovéké civilizace, zahrnujici Egypt, Indii a Cinu vyuZivaly potencialu svétla
k 1é¢bé nekterych koznich onemocnéni, jakym je vitiligo ¢i psoriézaz. V dob¢ antiky byly
tyto znalosti rozsifovany, napi. helioterapie. Jiz v této dobé lidé znali pozitivni efekty
slune¢niho zéfeni i jeho $kodlivy potencidl.

V priabehu 19. stoleti se objevilo mnoho zajimavych praci, majicich vyznam pro
budouci vyzkum PDT: objev struktury, funkce a vlastnosti krevniho barviva hemu a
strukturni zéklady budoucich klinicky vyznamnych fotosenzitizérti. Dal§im krokem
némeckych védcl bylo odstranéni zeleza z hemu a nasledna modifikace struktury, jejimz
vysledkem byl hematoporfyrin.** . Vyznamnym byl také objev fluorescence, byt v dané
dobé zlstal nedocenén. Zajimavym krokem ve vyzkumu PDT byla 1é¢ba nestovic pouzitim
¢ervencho svétla a kozni tuberkulézy UV zafenim popsana v roce 1901 danskym fyzikem
Nilem Finsem®, ktery za tento objev ziskal v roce 1903 Nobelovu cenu.

Milnikem v PDT byla buné¢na smrt vyvolana interakci chemikélie a svétla popsana
Oscarem Raabem. V roce 1900 popsal smrtici efekt ¢erveného akridinu a IC zafeni
aplikovaného na trepce rodu Infusoria®. Soudasné s Raabovym objevem ohlasil
fotosenzibilizaci sluncem exponovanych mist epileptickych pacientii, ktefi byli 1éCeni
parenteralnim eosinem, francouzsky neurolog Prime’.

Roku 1903 Jesionek a von Tappeiner provedli na kozni klinice v Mnichové topickou
16&bu kozniho tumoru eosinem a svétlem®. Nésledné von Tappeiner s JodIbauerem dokazali,
ze kyslik je zakladnim prvkem ve fotosensitické reakci. Oni také stanovili termin
,.fotodynamicky efekt“(1907) **°

V prubéhu let 1908-1911 Hausmann zjistil, ze kombinace hematoporfyrinu a svétla
zabiji prvoky rodu Paramecium a ¢ervené krvinky.

Myslenka k pouziti heamtoporfyrinu jako fotodynamického agens vyvstal z vykladu
onemocnéni zv. porfyrie (porucha metabolizmu porfyrinu-vrozena vada syntézy hemu).
Tento typ onemocnéni je doprovdzen znacnou fotosenzitivitou. Pacienti s timto
onemocnénim produkovali velké mnozstvi riznych typt porfyrini, nékteré se chovaly jako
endogenni fotosenzitizéry, kumulujici se v tkénich, nej€astéji v kiizi.

Moznost pouziti porfyrinu v PDT odhalil Fischer, nebyla vSak jesté¢ pouzita pro
klinické tcely. Tento krok udélal az Meyer-Betz v roce 1913, kdy si zamémé aplikoval
potencidlné efektivni davku hematoporfyrinu a po nasledném ozateni zkousel uc¢inky PDT

reakce’. Bohuzel klinicky vyznam tohoto riskantniho experimentu nebyl po dalsi desetileti



ocenény. V praci Fischera a Meyera-Betze pokracovali Schwartz s Lipsou. Jejich tispéchem
byl vyvoj ¢istsich a aktivnéjsich forem hematoporfyrinu, ktery byl nazvan ,,hematoporfyrin
Derivate* (HpD) a pouzity jako prvni pro diagnostické metody lidskych nadoru. Tato latka
se pozdgji stala zdkladem pro v soucasné dob& nejrozsifen&jsi fotosensitizér - Photofrin®,
pouzivany K terapii nadoru mocového méchyte. Experimentalni studie provedené roku 1970
potvrdily hypotézu von Tappeienera, ze singletovy kyslik je hlavnim cytotoxickym
Cinitelem ve fotodynamické 168b&™. Cerpajice z piedeslych znalosti a zkusenosti roku 1975
Dougherty a spol demonstrovali, ze HpD a svétlo v Cervené oblasti svételného spektra
mohou selektivné ni¢it nadorové bunky bez poskozeni okolni zdravé tkané. Také provedli
prvni rozsahlejii studii s 25 pacienty se 113 primarnimi i sekundarnimi nadory kize™. Z
nich se 98 zhojilo Gplné, u 13 byla pozorovéna ¢astecnd odpovéd’ a 2 lozZiska se ukazala byt
k 1é¢be rezistentni. Od té doby se rozb&hly dalsi studie na pouziti PDT nejen k 1é¢bé nadora
ktze, mocového méchyte, ale i dalsich, napt. rakoviny plic, jicnu, kone¢niku a mozkovych
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. Z nich vychazejici objevy a znalosti nastartovaly éru moderniho vyvoje
PDT realizovanou zavedenim HpD jako standardu 1é¢ivého piipravku Photofrin® do
klinického pouziti. AvSak pro jeho znaény pocet vedlejsSich u¢inkti a pro PDT nezadoucich
vlastnosti, se dal$i vyvoj a vyzkum zamétfuje na nové typy PS. Rozvoj PDT bude tedy
vyzadovat nové ucinné fotosenzitizéry s absorpci v dalekém cerveném a blizkém
infracerveném spektru a vykazujici minimalni kozni fototoxicitu. K posileni vyvoje novych
latek a lepSimu porozuménti jejich farmakokinetiky a biodistribuce je potieba objevit cilené

specifické fotosenzitizéry (tzv. ,targeting®).



1.3 PRINCIP PDT

Zakladni mechanismus fotodynamické terapie zahrnuje tfi zékladni komponenty
(obr. 1). Prvnim je fotosenzitizér — svétlo absorbujici molekula, ktera se aktivuje druhym
elementem, svétlem odpovidajici vinové délky. Tteti slozkou je molekularni kyslik, ktery je
vyuzivan v prubéhu fotochemické reakce k vytvoreni singletového kysliku — cytotoxického
agens, které nasledné zni¢i neoplastickou tkan. Tyto agens napadaji okolni biomolekuly,
porusuji jejich biologickou funkci a v kone¢ném dusledku vedou ke smrti buiiky. Vinova
délka svétla aktivujiciho PS je pro pouziti v PDT velice dalezitad. Svétlo o nizsich vinovych
délkach pronikd Zivymi tkdnémi jen do hloubky nékolika milimetril, pfitom zasazena oblast
je velice mald a dochdzi také k pohlcovani svétla endogennimi chromofory (napf.
hemoglobinem). Jak jiZ bylo zmin&no, pivodné do terapie zavedeny HpD - napf. Photofrin®
ma velice nizkou maximalni vlnovou délku vhodnou pro aktivaci (630 nm). Optimalni
rozpéti vinovych délek pro PDT se pohybuje v oblasti 680-800 nm. Nad 800 nm ma zateni

’ .o cen ’ v ’ v ’ . . 18
nizkou energii a jiz nemusi dostacovat k G¢inné aktivaci PS™.

Fotosenzitizér (PS) se obvykle podava intravendzné a rychle se distribuuje do
télesnych tkani. Asi za 48-72hod po podani mohou fotosenzitizujici latky dosdhnout
znatelné vyS$i koncentrace v tumor6zni tkdni neZ v okolni zdravé tkani. Ackoliv pfesny
mechanismus selektivniho vychytavani fotosenzitizéru neni dosud zcela pochopen, Ize tento
proces alespon ¢aste¢né objasnit. Je pravdépodobné, ze diivod tkvi v abnormalni fyziologii
samotného nadoru, jako je napf. nedostate¢na lymfaticka drendz, zvySena fagocytdza, vétsi
propustnost cévni stény v nadorové tkani, kyselejsi pH v oblasti nadoru. K selektivnimu
vychytavani PS také pfispiva zvySené mnozstvi receptori pro LDL (low-density
lipoproteiny) na bunéfné membrané, které jsou schopny navazat fotosenzitizér a
V neposledni fad¢ také abnormalni slozeni stroma nadorové tkans™.

Selektivné absorbovany fotosenzitizér je nasledné ozafen svétlem odpovidajici
vinové délky, ¢imz se excituje do vyssiho energetického stavu (PS*), coz vede k produkci
cytotoxického agens a nekréze tumoru. Tento mechanismus lze popsat nasledujicim
schématem:

PS — PS* — Cytotoxické agens — Biologické poskozeni — Bunééna smrt



Obecné mechanismus PDT je zalozen na fotofyzikalnich a fotochemickych
vlastnostech fotosenzitizéru a jeho schopnosti produkovat cytotoxicka agens, ktera nasledné

pusobenim na exponovanou buiiku vyvolavaji biologickou odpovéd’20 :

Fotosenzitizér
(excitovany stav)
Tkéanovy
kyslik
svétlo .,
Fotosenzitizér
(zékladni stav) ROS
Bunécéna
toxicita

Obr. 1. Zjednoduseny princip PDT

Fotofyzikalni zaklad PDT

Zakladem PDT neni nic jiného neZ pienos absorbované energie z PS na dalsi slozky,
pfeméné na vysoce reaktivni cytotoxické radikaly. Energie absorbovana po ozafeni svétlem
potiebné vinové délky excituje PS ze zakladniho singletového stavu (SO —elektrony
s opaénym spinem ) na excitovany singletovy stav (S1) s velice kratkou dobou zivota
(fadove nanosekund). Tento stav je velice kratky na to aby umoznil efektivni interakci PS
s okolnim prostiedim, proto ovliviiuje fotodynamickou aktivitu jen zanedbatelné. Z této
energetické hladiny se muze PS uvolnit né€kolika zplisoby a to jak procesy radia¢nimi (emisi
svétla - fluorescenci), tak i neradia¢nimi (vnitini pfeménou (VP). V piipadé vnitini
konverze dojde k uvolnéni energie ve formé tepla v dusledku srazek PS a rozpoustédla. Je
mozné, Ze tento d¢j je dalezity pfi vlastnim U€inku na bunky. VétSina PS je fluorescenéni,
diky ¢emuz lze stanovit jejich mnozstvi v buiikach ¢i tkanich a umoziuje sledovat piimo in

vivo farmakokinetické déje a distribuci PS u pacientt a zivych zvifat.
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Velky vyznam pro PDT predstavuje proces pfemény excitovaného fotosenzitizéru tzv.
intersystémovou pfeménou (,,intersystem crossing® - ISC). Tento proces vyzaduje inverzi
spinu jednoho elektronu, ¢imz pfeménuje fotosenzitizér do relativné dlouho trvajiciho
(fadové mikrosekundy) excitovaného tripletového stavu 3PS*. Dlouh4 Zivotnost PS
V tripletovém stavu je vysvétlovana faktem, Ze ztrata energie emisi svétla (fosforescenci) je
»spinem-zakdzany“ proces, protoze fotosenzitizér by m¢l pifimo pfejit z tripletového do
singletového stavu. Kazda takova ,,nepovolena® cesta je méné preferovana nez cesta
»povolena®, ale dobry fotosenzitizér prochazi ,,nepovolenou ISC cestou s vysokou
pravdépodobnosti, coZ je podstatné pro vlastni fotodynamickou aktivitu®.

102 -

'PS* —— typ 11
Yf / (pFenos energie) , o \
2 —
oxida¢ni
produkty
fosforescence typ | H /

(vodikovy nebo
elektronovy pienos) *OH

VP

ENERGIE

AB

fluorescence

P
<«
&
<«

ps

cytotoxicita

Obr. 2: Mechanismus PDT cytotoxicity (fotofyzikalni reakce zndzornénd upravenym Jablonského
diagramem), kde AB je absorpce svétla, VP je vnitini preména a ISC je ,,intersystem crossing“.

Z tripletového stavu se fotosenzitizér muze uvolnit nékolika zplsoby. Vyzéaifenim
fotonu ve formé fosforescence (tzv. triplet-singlet emise) anebo dal$imi cestami jiz bez
vyzatovani, coz reprezentuji dva procesy, které jsou jiz vlastnim zakladem PDT. Lze je
rozdélit na fotoproces typu I a II. Oba fotoprocesy se objevuji souasné a pomér mezi nimi
je dan povahou pouzitého PS, koncentraci substratu a kysliku ve tkéni. VSeobecné se
piijima, Ze fotoproces typu II je zvlasté odpoveédny za vlastni fotodynamicky ucinek, nebot’

pravé pii ném vznika singletovy kyslik?!,
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Fotochemicky zaklad PDT

Relaxaci excitovaného triplexového stavu PS* mutzeme rozdélit na dva typy:
fotoproces I a II. Typ I zahrnuje atom vodiku nebo elektron pfeneseny mezi excitovanym
PS* a nékterou okolni molekulou produkujici radikaly. Energeticky pfenos mezi PS* a
kyslikem, ktery zahrnuje mechanismus a tvorbu singletového kysliku, je typ II. Oba
fotoprocesy se obvykle objevuji obvykle soubézné. To, ktery pfevazi a jakym stylem dojde
k usmrceni bun€k zalezi na koncentraci kysliku, typu PS a polarité prostiedi. Fotoproces 11,
pfi kterém je produkovan vysoce reaktivni singletovy kyslik, je obecné pfiijiman

odpovédnym za vlastni fotodynamicky ucinek.

Fotoproces |

Je zalozen na pienosu elektronl z excitovaného PS* a produkci reaktivniho kysliku
zahrnujici superoxidovy anion (O, *), hydroxylovy radikal (OH*) a peroxid vodiku (H,O5).
PS* muze reagovat také s PS v zékladnim stavu. Vysledkem této reakce je tvorba radikald,
kterymi jsou redukovany anion PS™ a oxidovany kation PS™(rov.1). PS* mohou redukovat i
nékteré okolni molekuly (donory elektrontt — NADH, vitamin C, cystein). Vysledkem je PS
a oxidovany substrat (rov.2). Anion radikaly PS™ nasledné podstupuji elektronovou vyménu
reakci s kyslikem za vzniku superoxidového anionu (O;)(rov.3). Teoreticky muze
excitovany PS( 3PS)* také piimo poskytovat superoxidovy anion(O;) (rov.4). Avsak
energeticky pfenos vedouci ke vzniku singletového kysliku je vyhodnéjsi. Superoxidovy
vodiku redukujiciho Fe** a naslednd tvorba hydroxylového radikalu (HO-) (rov.5, 6).
Uplatni se hojné v biologickych systémech, protoze fada bun¢k obsahuje zelezo, méd’ nebo
jiné kovové prvky, které¢ katalyzuji tuto reakci. HOe snadno ptechazi pifes bunécné
membrany a zpusobuje diky své vysoké reaktivité dal§i oxidativni zmény. Reaguje
s organickymi substraty (R), za tvorby dalSich reaktivnich radikald. Ty mohou reagovat i
s molekulou kysliku v zdkladnim stavu za vzniku dalS§iho opét vysoce reaktivniho
peroxidového radikdlu (ROOQOe), ktery reaguje S jinymi dal$imi molekulami organického
substratu v nésledné fetézové reakci. Tento typ fetézové reakce je obvykly u oxida¢niho
poskozeni mastnych kyselin a ostatnich lipidd a to vysvétluje, pro¢ radikaly jako

hydroxidovy radik4l miZou zplsobit takove rozsahlé poskozeni.
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3pS* +pS — PS™ + PS*™ (1)

pS*+D —PS” +D" (2)
PS* +0, — PS + 0, (3)
%pS* + 0, — PS* + O, (4)

20,7+ 2H"— 0,+ H,0; (5)

Fe** + 0, — Fe** +0, (6)

Fotoproces 11

Singletovy kyslik produkovany timto typem fotoprocesu je vysoce reaktivni a vétSina
u¢inklt PDT je spojena s smrticimi oxida¢nimi ucinky zptisobenymi touto molekulou.

Souhrn jeho vlastnosti a charakteristik miZeme nalézt v praci Langa a spol?,

(excitovany
tripletovy stav [P , . . .
fotosenzitizéru) ; O,™ (singletovy kyslik — excitovany stav)
PS*
fosforescence
3()2 (tripletovy kyslik — zakladni stav)
svétlo

1PS (singletovy stav fotosenzitizéru — zakladni stav)

,»Spinem — povoleny“ energeticky pienos

Obr. 3:  Detailnéjsi zobrazeni prenosu energie u fotoprocesu typu I1
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Zakladni stav kysliku je triplet (*0,). Tato vlastnost pro vétsinu molekul neni velmi obvykla
a objevuje se jen u omezené¢ho poctu (vitamin A). Excitace zakladniho stavu kysliku vede
ke zméné spinu jednoho z vné¢jSich elektronii a tim vzniku singletového kysliku(log).
Jednou ze zajimavych charakteristik PS je kvantovy vytézek singletového kysliku, ktery
muzeme definovat jako mnozstvi molekul vytvoieného absorbci kvanta energie. Singletovy
kyslik ma velmi kratkou Zivotnosti 3-4ps ve vod&®??*, v lipidech 50-100 ps, kdezto
Vv biologickém prostiedi jen okolo 0,04-0,6 us kvili jeho vysoké reaktivité s biologickym
materidlem. Vzhledem k jeho kratké zivotnosti v tomto prostiedi je pozorovani obtizné.
Nejnovejsi naméfend hodnota 3us byla naméfena v zivych buiikach, coz je hodnota blizka
méfeni ve vod&®, v organickych rozpoustddlech 19ps (oktanol). Nasledkem tak kratké
zivotnosti mize difundovat do vzdalenosti pouhych 10nm?®, podle jinych autort 45nm?’.
Pro srovnani, tloustka bunééné membrany je 7-10nm, pramér lidské bunky 10-100um. To
je divodem, pro¢ je ucinek singletového kysliku striktné limitovan na misto vzniku a
nepusobi na okolni bunky a diky selektivni kumulaci PS v nemocné tkani a jejimu
pozd¢jSimu ozafeni je umoznén piesny a lokalizovany zdsah. Reaktivni singletovy kyslik je
tedy to skuteCné cytotoxické agens, nebot rychle reaguje s okolnimi bunécnymi
komponenty, piedev§im s molekulami pfitomnymi v membranach, cholesterolem,
nenasycenymi mastnymi kyselinami a DNA. Ter¢em jsou i aminokyselinové zbytky
Vv proteinech a to pfedev§im aminokyseliny cystein, methionin, tyrozin, histidin a tryptofan.
Aktivovany kyslik reaguje s biologickym substratem nckolika zplsoby, napt. oxidaci nebo

cykloadici (obr. 4). VSechny tyto reakce razantné poSkozuji biologické procesy.
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NHR NHR

HN \ CO,R o COR

Tryptofan

Obr. 4: oxidace a cykloadice biologického materidlu

Ackoliv se v priibéhu fotodynamické reakce vyskytuji oba typy soucasné, ptevlada vliv
typu Il. Fotoproces typu II je preferovany V okyslicenych tkdnich a vV lipofilnéjSim
prostiedi, kde je delsi Zivotnost singletového kysliku, rovnovaha je posunuta smérem k typu
I v hypoxickém stavu a tyto reakce podstatné prispivaji k smrti bun¢k v tkanich s nizkou
koncentraci kysliku. Tento mechanismus je také preferovan V polarnéj$im prostiedi.
Fotoreakce mohou probihat i v hypoxické tkani, piitomnost kysliku je vSak absolutnim
pozadavkem pro Gspésnou fotodynamickou aktivitu. Proto je fotodynamicky ucinek piimo
umérny koncentraci kysliku v tkani a zadné rakovinné buiky nelze znicit v anoxickych
podminkéach?®,

Nedostatek kysliku v lidské tkdni mlze nastat ze dvou divodi:

Prvnim je rychla spotieba kysliku pfi fotoreakci po osvétleni malé oblasti. Z toho vyplyva,
ze fotodynamicky ucinek miZze limitovat sam sebe v dalsi bunééné destrukci. Tento
problém muzeme obejit pouzitim nizsi prostorové intenzity ozafeni, kdy kyslik nebude tak
rychle spotfebovan a dosahneme tak lepSich klinickych vysledkd pro stejné kvantum
Druhy diivod vyplyva z niz§iho stupné okysli¢eni v cilové tkani. Nadorové buiiky jsou
obecné spofe zasobeny kyslikem, coz vede K mistni hypoxii. Samotny fotodynamicky
uc¢inek zpisobuje cévni poskozeni a jesté vice tak snizi dodavku kysliku.

Tyto pti¢iny limituji pouziti PDT u nadorti, kde se musi s hypoxii pocitat. Na druhé strané
zdoladni nadoru. Spolu srozvojem zanétu a imunitni odpovédi je zasazena tkan zcela
zni¢ena pouze s malym nebo viibec Zadnym postiZzenim okolni zdravé tkané. Nador je tedy
zniCen relativné rychle a jakékoliv ptipadné poskozeni okolni tkané se zhoji v nasledujicich

6-8 tydnech po terapeutickém zasahu a to obvykle bez jizev3*3.
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Biologicka odpoveéd

Akumulace PS a ozafeni pfisluSného mista neni jedinou pfi¢inou zplsobujici regresi
nadoru. Zname tfi hlavni mechanismy, které vedou ke zniceni naddorové tkang. Jsou jimi
pfimy ucinek singletového kysliku, PDT zprostredkovany cévni uzavér zplsobujici
snizenou dodavku Zzivin a kysliku a v neposledni fadé¢ PDT aktivuje imunitni odpovéd’

namifenou proti nadorovym buikam.

Ptimy ucinek
Jelikoz dosah toxickych latek produkovanych PDT je limitovan, bunécna smrt je proto

nasledkem poskozeni subcelularnich struktur. Absorbovany PS je lokalizovan uvnitt bunky,

h32,33 h34,35

piedevsim v lysozomec , mitochondriic , n¢které studie uvadéji i1 piipady

pritomnosti v endoplazmatickém retikulu & Golgiho aparatu®**’. V plazmé je vyskyt PS
zpravidla pouze béhem prvnich minut inkubace™®. Fragmentace DNA po PDT 1é¢bé je
spiSe nasledkem indukované apoptézy nez piimym PDT efektem na bunécéné jédrogg.
Zpravidla neni mozné stanovit pouze jednu cilovou organelu zodpovédnou za bunécnou

1041 v riiznych organelach®. Po

43,44

smrt. Aplikovany PS mize mit rGznou inkubacni dobu

ozafeni mohou byt uvolnéné molekuly redistribuovany do intracelularnich prostor nebo

45,46

difunduji do cytoplazmy™ ™. Hydrofobni PS majici dva a méné negativnich nabojii mohou

difundovat plazmatickou membranou a poté presidlit do dalsich intracelularnich prostor®” .
PS méné hydrofobni majici dva a vice negativnich nabojli jsou pfili§ polarni k prestupu
membranou pasivni difuzi, proto jsou pfenaSeny endocytozou a nalezeny v lysozomech®.
Kationaktivni barviva jsou akumulovana v mitochondriich®®***? a patii k nejfototoxictéjSim

molekulam.

Vaskuléarni odpoveéd’

Cévni poskozeni zasazené plochy siln€ piispivda ke konecnému zniceni néadoru.
Zivotaschopnost nadoru je zavisla na kysliku a dal§ich Zivinach, kterymi nador zasobuje
krevni fecCiSté. Jeho destrukce vede k lokalni hypoxii, anoxii a depleci zivin. Zakladni
mechanismus je zavisly na pouzitém PS. Dochazi bud’ ke konstrikei, tvorbé trombu ¢i cévni
propustnosti. Akutni cévni UCinky byly charakterizovany jako vazokonstrikce, ¢i
dlouhodoby cévni uzavér (tvorba trombu). Nejvetsi cévni efekt nastane aktivaci kratce po

aplikaci injekce PS. Cévni pusobeni PDT muze byt efektivnéjsi nez pfimy ucinek.

16



Imunitni odpoveéd’

Aktivace imunitni odpovédi cilené oblasti po 1écbé PDT neni primdrnim divodem
vedoucim k bunécné smrti, ale mize pomoci pii dlouhodobé 1écbé nadoru. Aktivace
zahrnuje uvolnéni cytokinini, zanétlivé a chemotaktické signaly z poSkozenych tkani

r I4 . I4 o o o . 14 O 53
nasledovanych invazi neutrofill, mastocyt, monocyti a mikrofaga .

1.4 FOTOSENZITIZER

Fotosenzitizéry jsou latky schopné absorbovat svétlo specifické vinové délky a pietvaret jej
na uzite¢nou energii. Jak jiz bylo vySe zminéno, kliCovym piedpokladem jakéhokoliv PS je
jeho schopnost preferen¢ni kumulace v nemocné tkdni s naslednou produkei cytotoxickych
agens a indukci pozadovanych biologickych efekti. VétSina fotosenzitizéra dnes
pouzivanych nebo testovanych v PDT vychazi z porfyrinového cyklu. Dosud nejrozsitené;si

a nejpouzivan&jsi PS je Photofrin®

, ale z divodu vyskytu velkého poctu nezadoucich
ucinki a vlastnosti se vyzkum zaméfil na nové typy PS.

Postupem casu se tfidily a formulovaly urcité vlastnosti idealniho PS a je pochopitelné, ze
zadnou z dosud znamych a pouzivanych latek nemizeme povazovat za idedlni. Pfesto se

4

nov¢jsi latky alesponl tomuto idealnimu PS v mnohém pftiblizuji.

1.4.1VLASTNOSTI IDEALNIHO FOTOSENZITIZERU >°*°

vvvvvv

e Chemicka Cistota se znamym konstantnim sloZenim a stabilitou — u diivéjSich latek
byl problém, nebot se jednalo o smési Spatné separovatelnych mono-, di- a
oligomert (napf. u derivatizovaného hematoporfyrinu). Nové&jsi latky jsou jiz
obvykle 1épe charakterizovatelné.

e Optimalni spektralni vlastnosti — silnd absorpce v ¢ervené oblasti viditelného spektra
(650-800 nm), kdy je penetracni schopnost svétla maximalni a pfitom ma dostacujici
energii pro u¢innou excitaci PS. Svétlo nizsich vin. délek mén¢€ pronikéd do tkén¢ a
zvySuje se také pravdépodobnost vyskytu koZzni fotosenzitivity. Naopak fotony
svétla vyssich vinovych délek (>800 nm) nedodaji dostate¢nou energii tripletovému
stavu PS, aby pfenesl svou energii zakladnimu stavu molekuly kysliku k jeho

excitaci na singletovy stav.
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e Minimdlni toxicita ve tm¢ — jak u ¢loveéka, tak i u pokusnych zvirfat ma byt PS
toxicky jen po ozafeni svétlem odpovidajici vinové délky vedouci k aktivaci PS.
Fotosenzitizér by nemél ani vykazovat zprostfedkovanou toxicitu (napt. hypotenzi,
alergickou reakci).

e Vyhovujici fotochemické vlastnosti — ma byt produkovano velké mnozstvi
tripletového stavu PS, ktery ma mit tak dlouhé trvani, aby doslo k dostatecné
produkeci singletového kysliku (hlavniho cytotoxického agens).

e Idealni rozpustnost ve vodé nebo ve smési hydrofilnich rozpoustédel. PS by také
nem¢l nadmérné agregovat v biologickém prostiedi, protoze by se tim snizila jeho
fotochemicka G¢innost.

e Selektivni kumulace PS v naddorové tkani.

e Rychla eliminace z téla pacienta — je zadouci, aby zbyly PS nezistaval dlouho v Krvi
a nezpusobil systémovou toxicitu. Pokud je PS eliminovan do jednoho dne po 1é¢be,
nehrozi problém dlouhodobé kozni fotosenzitivity a pacient se nemusi chranit pied
svétlem.

e Snadna piiprava — syntéza PS by méla byt relativné snadna popf. fotosenzitivni latky
jednoduse modifikovatelné (z&mény postrannich fetézct).

e (Cenova dostupnost a snadné aplikace do primyslové vyroby.

e Fluorescence PS pro moznost vizualni kontroly.

Kratky interval mezi podanim PS injekci a osvicenim umoziuje ambulantni provedeni
zakroku, coz je jak pfijemné pro pacienta tak i financn€ vyhodné. V dnes$ni dob¢ jeSté neni
dofeseno, zda je lepsi vyhradit jeden konkrétni PS jen pro jednu specifickou indikaci a pak
mit mnoho jinych PS pro dalsi rozmanité nemoci nebo kategorie pacientli, nebo se snazit
hledat jeden PS, ktery by ptsobil proti vétSiné nemoci*

VétSina fotosenzitizérlh uzivana v klinické nebo experimentdlni praxi je odvozena z
tetrapyrrolového aromatického jadra obsaZzeného v mnoha pfirozené¢ se vyskytujicich
pigmentech(hem, chlorofyl, bakteriochlorofyl). Tetrapyrroly maji relativné silny absorpcni
pas v oblasti kolem 400 nm, znamy jako Soretiv pas a sadu postupné se sniZujicich
absorpc¢nich pasti ve sméru do Cervené oblasti spektra nazyvanych Q-pasy.

Tetrapyrrolové jadro casto obsahuje koordinovany atom kovu a zjistilo se, Ze pouze
diamagnetické kovy (Zn, Mg, Pd, In, Sn, Lu) umozni tetrapyrrolu zachovat si svou

fotosenzitivni schopnost, zatimco paramagnetické kovy (Fe, Cu, Gd) to neumozfiuji*,
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1.4.2 ROZDELENI FOTOSENZITIZERU

Podle vySe zminénych kritérii mohou byt PS rozdéleny do tfech generaci. Prvni generace
obvykle absorbuji zafeni nizkych vlnovych délek (okolo 630nm), maji dlouhy biologicky
poloCas rozpadu a zlstdvaji v kozni tkani nékolik tydnli, n¢kdy 1 mésici. Jedinym
reprezentantem této generace je porfimer a jednoduché hematoporfyrinové derivaty. Druha
generace PS je excitovana po pouziti svétla delSich vinovych délek (670-800nm), které
prostupuji do hloubky 2-3cm. Jejich absorpce je silnd, proto Ize pouzit mensi mnozstvi
latky . Interpretace vztahu davky a odpovédi je snadnd protoze se nejedna o smes
jednotlivych slozek jako u porfimeru. Selektivita cilené 1écby tumoru tak jeSté neni stale
uplna. Proto kombinace druhé generace PS s monoklondlnimi protilatkami nebo napf.

steroidy v nékterych vyzkumech nazyvame tfeti generaci.

1.4.2.1 1. GENERACE PS

Porfimer sodium- hematoporfyrin derivate , HpD, Photofrin, Photogen, Photosan

Porfimer sodium je nazvem pro smés slozek - hematoporfyrin derivat(HpD). Nejedna se o
jednoduchou slozku, ale smés monomert, dimerld a oligomert s neptesné¢ definovanou
velikosti slozek spojenych etherovymi nebo esterovymi vazbami. Hematoporfyrin je silny
PS, ale postrada selektivitu k nddorovym tkanim. Bylo zjiSténo, ze oligomerni frakce
ziskané v pribshu izolace hematoporfyrinu z krve®*, jsou zodpovédné za selektivitu
k nadorovym tkanim a proto je jimi HpD obohacovan. Hematoporfyrin je ziskavan z hemu,
ktery je samotny fotodynamicky neucinny, pisobenim kyseliny borité v kyselém prostiedi.
Dalsi reakci Hp s kyselinou sirovou a naslednou hydrolyzou s hydroxidem sodnym a
neutralizaci ziskdme HpD. Jedna se o surovou smés, ktera je ¢ist¢tna HPLC nebo gelovou
chromatografii. Maximum absorpce je 630nm. Pro dosazeni terapeutické davky je proto
tteba vysokych davek PS i svétla. HpD je rozpustny ve vod¢, aplikovany i.v. v davce
2mg/kg s polo¢asem 17-22 dni. Nejvyssi vychytani nadorem je 45-50 hodin po ozafeni.
Nevyhodou je dlouha fotosenzitivita kiize (az 6-8 tydnit). Také vychytavani v nadorech neni
prilis selektivni a jeho vysoké koncentrace 1ze nalézt v jatrech, ledvinach, slezin€ a zejména
kazi.

I pres veskeré vySe uvedené nezddouci vlastnosti piesto stale ziistava nejrozsirenéjsim PS a
byl uZ zaveden v mnoha zemich k 1é€bé prekancerdznich stavli (Barrettiv jicen, cervikalni
dysplazie) i vlastnich kancer6z (karcinom cervixu, jicnu, mo¢ového méchyie, zaludku a

bronchialni karcinom)™.
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1.4.2.2 2. GENERACE PS

Jedna se o latky, které jsou jiz jednotné a snadnéji charakterizovatelné s absorpcnim
maximem ve vinovych délkach 650-800nm. Aktivuji se svétlem pronikajicim hloubéji do
tkani. Patfi sem latky fazené do skupiny porfyrini (630nm), chlorini (650-690nm),

benzoporfyntl, etiopurpurini, ftalocyant a dalsi slouceniny.

5-aminolevulinova kyselina -(5-amino-4-0x0-pentanova kyselina ), 5-ALA

5-ALA je prekurzorem syntézy hemoglobinu.V eukaryotickych buiikach je produkovana
enzymem ALA synthasou z glycinu a sukcinyl CoA. Pii biosyntéze hemu existuji dva
limitujici kroky: syntéza 5-ALA a konverze PpIX na hem enzymem ferochelatazou %,
5-ALA molekula je sama o sobé neaktivni. Produkovand v buiikdch je plynule
konvertovana na porfobilinogen a ptes dalsi biosyntetické kroky na hem. Koncentrace hemu
je regulaénim mechanismem inhibujicim endogenni tvorbu 5-ALA. Pokud je tedy 5-ALA
dodana exogenné dochédzi k pomérné rychlé tvorbé protoporfyrinu IX(PpIX), ktery se
hromadi v bunikdch ve vysokych koncentracich a funguje jako ucinny PS. Inkorporaci
atomu zeleza enzymem ferrochelatdzou vznika ptirozenou cestou z PpIX fotodynamicky
neaktivni hem.

5-ALA je pouZivana k lécbé lupénky, akné, bradavic a plistiovych infekci. Selektivita je
dana vice faktory napf. zvySenou permeabilitou keratinu, snizenou koncentraci Zeleza a
sniZenou aktivitou ferrochelatazy (nedochazi k pfeméné PpIX na neaktivni hem®” 8290,
Vyhody: pfirozeny puvod snizujici toxicitu, relativné nizka a kratka koznifotosenzitivita,
neakumuluje se v kozni tkani (24-48hodin) **

Nevyhody:Je silné¢ hydrofilni, coz omezuje penetraci hlavné ptfes vrchni vrstvy kiliZze
bunééné membrany, nestabilita v roztocich s fyziologickym pH, absorpce 630nm, proto
pouziti pouze pro vrchni vrstvy klize.

I ptfes tyto nevyhody je pouziti v humanni PDT relativné casté. PouZivaji se prevazné
estery, které lépe pronikaji do tkani a po hydrolyze uvolni 5-ALA (napf. hexylester,

benzylester, methylester)

Porfyriny jsou latky pfirodniho ptvodu, které maji ve své struktuie Etyfi konjugovana
pyrrolova jadra a jednotlivé slouceniny se pak vzajemné liSi typem postrannich fetézct.
Jejich vinova délka se pohybuje okolo 630 nm®. Porfyriniim jsou velice p¥ibuzné chloriny a

bakteriochloriny, které maji o jednu (chloriny), piipadné¢ dvé (bakteriochloriny)
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konjugované vazby v makrocyklickém systému mén¢ (obr. 11). To znamena, Ze vlnova
délka chlorinti je posunuta do oblasti 650-690 nm. U bakteriochlorint pak dochazi k posunu

vlnovych délek az do Cervené Casti spektra.

Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin
Obr.5  Rozdil mezi porfyriny, chloriny a bakteriochloriny

Veterporfin (benzoporfyrin derivate monoacid ring A, BPD-MA, Visudyne®)

Je tazen do skupiny chlorinti, je derivatem protoporfyrinu, tézce rozpustny ve vodé
s absorpénim maximem 690nm. Verteporfin je velice rychle absorbovan nadorovou tkéni,
avsak také velice rychle vylucovan jak z téchto tkdni, tak z téla. Velkou vyhodou je proto
skuteCnost, ze verteporfin nezplisobuje generalizovanou kozni fotosenzitivitu trvajici déle
nez 24 hodin®. Nejlepsi pomér mezi nadorovymi a ostatnimi tkdnémi je dosaZen piibliznd
po 30-150 minutach a pak koncentrace v tumorech opét velice rychle klesa.

Byl zkouSen na lécbu nadord, nejveétsi pouziti vSak ziskal v terapii makularni degenerace
Vv oftalmologii. Je ucinny samostatn®®, ale zkousen i v kombinované terapii s dalSimi
latkami napf. ranibizumabem, pegaptinidem a steroidy. Klinické studie stale probihaji,
aviak jiz ted’ jsou k dispozici pozitivni vysledky této kombinaéni terapie®®°. Veterporfin se

ukazal prospésny také v dermatologii pii 1é¢bé nemelanomatickych nadora®
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Lemuteporfin (diethylene glykol benzoporphyrin derivate, QLT0074)

Jedna se o derivat verteporfinu i svymi fotofyzikalnimi vlastnostmi(absorpéni maximum
690nm), ale jeho farmakokinetické vlastnosti jsou odlisSné. Ma rychlejsi clearence,
neakumuluje se v kazi®®® a tedy méa nizkou fotosenzitivitu. Test na buiikdch ukézal
moznost imunomodulaéni odpovédi po aplikaci lemuteporfinu. Subletalni davka ma za
nasledek zménu v modifikaci bunééného povrchu, uvolnéni cytokinii a ovlivnéni chovani
bunky. Zda se, ze ptisobi aktivaci T-lymfocytﬁm. Probihajici studie se zabyvaji 1écbou

benigni hyperplazie prostaty”.

Temoporfin (m-tetrahydroxyphenylchlorin, m THPC, Foscan®)

Jde o plné synteticky chlorin s absorpénim maximem a nizkou rozpustnosti ve vodé, 1épe ve
smé&si voda-etanol-PEG. Nejlepsi selektivity k nadoru je dosazeno po ¢tyfech dnech, proto
dlouhé rozmezi mezi podanim a ozarenim. Je velice t€innym PS podavanym v davce pouze
0,15mg/kg. Ma nizkou clearence a vysokou fotosenzitivitu (15dni). Poprvé byl schvalen pro
1é¢bu nadort hlavy a krku (r. 2001) a je stale jedinou PDT latkou schvalenou pro tento druh
nadoru’, Dobrych vysledkil bylo dosaZeno také pro 1écbu bazalniho bunééného karcinomu
ve tieti klinické fazi zkouseni. Vyhodou v 1é¢bé karcinomu bazalnich koznich bunék (BCC)
je hlubsi penetrace svétla. Bylo provedeno 1 nékolik dalSich klinickych zkousek

s presvéd¢ivymi vysledky napt. fotodetekce mozkovych nadora’® a prostaty e
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Talaporfin (mono-L-aspartyl chlorin e6, Npe6, LS11, Mace or LAserphyrin®)

Talaporfin je polysyntetickym derivatem chlorinu e6. Je dobfe rozpustny ve vod¢, s
absorpénim maximem 664nm, aplikovany i.v. v ddvee 40mg/m? Osvit nadoru po 15-60
minutach po aplikaci latky. V Japonsku je dokoncena tfeti faze klinickych zkousek pro
lécbu casného stadia rakoviny plic. V USA se zkousSi vyuziti v terapii pokrocilych stadii
rakoviny prostaty, slinivky a plic, ale i v jinych protinadorovych indikacich (oftalmologii,

kardiologii)™®.

Rostaporfin —(tin etiopurpurin, SnEt2, Purlytin™, Photrex™)

Je polysyntetickym derivatem pfipravenym r.1988 s absorpénim maximem 659nm. Je
hydrofobni, proto se podava s emulgatory v davce 1,2mg/kg. Ozatovani aplikované 24hod
po podéani. Byl vyvinut pro 1écbu AMD. FiniSuje ttfeti faze klinickych zkousek a byl jiz
piedlozen FDA ke schvéleni. Pozitivni vysledky se ukdzaly u 1€¢by koZnich metastatickych

(1 o7778 279
nadoril a prostaty u psu .
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Padoporfin —( WST09,Palladium bacteriophepphorbide a, Pd-BPheid, TOOKAD®) Jedna se
o priklad polysyntetické modifikace ptirodniho PS z rodiny bakteriochlorinti s absorbanci
posunutou k 763nm. Je nerozpustny ve vodé, musi byt podavan s Cremophorem jako
nosicem ve kterém je agregovan, ale po podani in vivo dochazi k rychlé deagregaci.
Padoporfin je podavan v davce 2mg/kg, neakumuluje se v kuzi, nema tutiz Zadnou
fotosenzitivitu. Ozafovani je aplikovano spolu s podanim. Terapeuticky efekt je cileny
predevsim na cévy. Je testovan jako ptipadny PDT na rakovinu prostaty. U¢inek zaloZeny

na vaskularnim efektu skryva vysoky potencial k 16&b& cévni neovaskularizace™.

Ftalocyaniny jsou syntetickd barviva pozivana v mnoha primyslovych odvétvich™.
Strukturdlné se podobaji tetraazaporfyrinim se Ctyfmi pfemosténymi uhliky,
vV mezopozicich nahrazenymi dusikatymi atomy. Maji posunuté absorpéni maximum
k Cervené oblasti spektra (670-700nm). Pro ucinek PDT je dilezitda piitomnost
chelatovanych centralnich kovli a polokovii (Zn, Al, Si)", které zvySuji jeji G&innost
prodlouzenim triplexového stavu PS. Jsou S$patné rozpustné ve vod€ i organickych
rozpoustédlech a snadno agreguji. ZlepSeni jejich vlastnosti dosdhneme napt. sulfonaci na

periferii nebo inkorporaci do micel ¢i lipozom?.
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Naftalocyaniny jsou ftalocyaninovymi derivaty s pfidanym benzenovym kruhem
pfipojenym na periferii. Diky prodlouzenému chromoforovému systému absorbuji pii 740-
800nm. Protoze svétlo, potfebné k jejich aktivaci penetruje hloubéji do tkan¢ a jelikoz jejich

absorpCni maxima jsou vysSi nez absorpcni pas melanint, lze je s vyhodou pouzit na

82,83 - - 84,85,86,87,88
T

pigmentované 1éze 1 dal$i druhy nado . Jejich nevyhodou je pomérné nizka
chemicka a fotochemicka stabilita, také vyssi tendence k agregaci nez u ftalocyant, i horsi
rozpustnost®®. Relativné velkd molekula miize byt také limitujicim faktorem pro postup

biologickymi membranami.

Ftalocyanin Naftalocyanin

Zinc phtalocyanine CGP55847 — Zn Pc

Je nejjednodussim ftalocyanem v klinickych zkouskéch s nizkou rozpustnosti.

/o

Photosens ( Aluminium tetrasulfophtalocyanine, Al-PcTs, Al PcS4, Aluminium

phtalocyanine tetrasulfonate)
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Znacné pozornost je vénovana sulfonovanym ftalocyanlim. Tento typ periferni substituce
snizil agregaci a zvysil jejich rozpustnost. Sodnd sl smési di-az tetrasulfonovaného
chlorohlinitého komplexu ftalocyaninu (676nm)je v Rusku pro PDT pouzivana od r.2001
k 16ebe *%'akoviny ustni dutiny, kiéiZe. Aplikuje se 0,2% roztok v davee 0,5-0,8mg/kg

systémovym podanim. Photosens vykazuje velkou fotosenzitivitu az 4-6 tydnt.

Pc4 — (Si Pc IV)
Je tfetim ftalocyanem jdoucim do klinické terapie PDT. Jedna se o kiemicity komplex Pc4.

Je zkousen pro topickou 1é&bu malignit a premalignit kiize®.

Ostatni fotosenzitizéry

NejvyznamnéjS§imi PS jsou jiz zminéné PS porfyrinové struktury, avSak fotodynamickou
aktivitu po ozafeni vykazuji i dalsi slougeniny, napf. fenothiazininova barviva **a xantheny.
Jejich pouziti jako PS podporuje vice faktori zahrnujicich dobrou rozpustnost, relativné
nizkou cenu, dobrou dostupnost, vyhovujici produkci singletového kysliku. Hlavni
nevyhodou fenothiazininové struktury je metabolicka nestabilita zpisobena enzymatickou

inaktivaci na leukoformu, kterd je fotodynamicky neaktivni. Proto je jejich pouZiti
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limitovano hlavné na topické pouziti v dermatologii ¢i lokalni 1é¢bé po intratumoralnim
podani. Siln¢ polarni charakter fenothiazininovych soli je dals$im omezenim pro prichod
membranami. Limitujici je 1 vysoka toxicita omezujici systémové klinické podémig4. Jak jiz
bylo zminéno, fenothiazininové PS mohou byt pouZivany k zevni nebo vnitini lokalni
aplikaci. Jejich dalsimi uginky jsou antimikrobni® a antifungalni®® piisobeni.

Nejpouzivangj$imi z této skupiny jsou methylenova a toluidinova modr.

Methylenova modr (3,7-bis (dimethylamino)phenothiazinylium chloride, methylthioninium
chloride)

Je nejpouzivangjsi fenothiazininové barvivo primarné pouzivané v histologii pro barveni
s absorpci 550-700nm maximem 664nm, Vv roztocich o vysoké koncentraci a kyselém
prostiedi 590nm. Pouziva experimentaln¢ k 1écbé basalniho bunééného karcinomu,
Kaposhiho sarkomu, melanomu, onychomykoz a bradavic”’. Zda se byt v této 16cb&
efektivngjsi nez 5-ALA & HpD. Dokaze inaktivovat patogeny z krve ex vivo®™®. In vivo

pouziti je limitovano redukci enzymil na leukoformu jez je fotodynamicky neaktivni.

Toluidinova  modr  (3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenothiazinylium  chloride,
polonium chloride)

Je druhym nejpouzivanéj$im fenothiazininovym barvivem s absorpénim maximem pouze
kolem 625nm, i tvorba singletového kysliku je niz§i neZ u methylenové modfi 0104102,
Byla testovana i1 na jiné pouZiti, napf.cystyckou fibrozu'®, plisiiové infekce v ustech.

Nejlepsich ~ vysledki  bylo dosazeno pifi  odstraiovani  bakteridlniho  plaku
V (stech104105.106,107,108,109

Rhodaminy

Jsou to substituované iminoxanthenové derivaty c¢asto pouzivané v mikrobiologii a
molekularni biologii jako fluorescenéni barviva. Jsou vychytavany s vysokou selektivitou
do neoplastickych tkani*'®. Fluorescence je pro PDT neZadoucim jevem, tento problém lze
Castecné vyiesit halogenaci zakladni molekuly, zaroven dochazi i k posunu absorpce
k Cervené oblast coz je také velice dilezité. Rhodaminy bez substituce maji maximum
kolem 500nm. Jako nejslibn€j$i latka s dobrou stabilitou a nizkou toxicitou byl objeven
metyl ester 4,5-dibromrhodaminu s absorpénim maximem ve vodném roztoku 540nm.
Pouziva se pro autotransplantacni 1é¢bu myeloidni leukémie ex vivo, kdy dochazi ke zniceni

nemocnych bunék kostni dfené, normalni pieZiji a jsou poté pouzity k autotransplantaci
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methylenova modi bromovany rhodamin

Porfyceny

Jejich absorpéni maximum se pohybuje v oblasti vinové délky 600-650 nm. Modifikaci na
periferii 1ze dosahnou velice dobrych farmakokinetikych vlastnosti a derivat se ¢tyfmi -
methoxyethylovymi skupinami, jez urychluji vstup do buiiky, a jednou acetoxy skupinou
zvysujici hydrofilitu (9-acetoxy-2, 7, 12, 17-tetrakis-(3-methoxyethyl)-porfycen, ATMPn,
patii mezi nejrychleji vychytavané PS v in vitro studiich vibec. Latka se aplikuje pouze

topicky k 16&b& koznich onemocnéni (psoriaza, nemelanoticky karcinom kiize)™.

Hypericin

O této piirodni latce (izolované z Hypericum perforatum — téezalky teckované) se vi, ze
funguje jako ucinny PS, nebot zplsobuje hypericismus (vede ke koznimu drazdéni a
zvySenym teplotdm po ozatfeni) u zvifat konzumujicich veétsi mnozstvi rostlin obsahujicich

tuto latku'*?

. Hypericin je pro terapeutické vyuziti ve fazi vyzkumu k 1€¢b¢é proliferativni
retinopatie '* a lze jej vyuZit pro ex vivo fluorescenéni cytologickou detekci bunék nadoru

. v 1 v-114
mocového méchyie v moci™™.

H3C\o O/CH3
O\H/CH3
o]
0 0.
H,C CH, Hypericin

Porfycen (ATMPn)
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V soucasné dob¢ jsou do klinické praxe ve svété zavedeny (viz. Tab. 3) tfi klasické PS
(HpD, verteporfin, temoporfin) a ALA (a jeji methylester), avSak fada dalSich je jiz
Vv pokrocilych fazich klinického testovani. I pfes své nevyhodné vlastnosti ztstava HpD
stale dosud nejrozsifenéjSim a nejpouzivanéj§im PS, vzhledem k tomu, Ze je dosud
nejprozkoumangjs$i. Do popiedi se ovSem dostdvaji i nov¢jsi PS druhé generace a
do budoucnosti se da predpokladat, ze diky svym vyhodné&jSim vlastnostem a ¢asto nizsi

toxicitou postupné vytladi HpD z terapie a zaujmou jeho misto™.
1.4.2.3 3.GENERACE

Jako latky tfeti generace se oznacuji konjugaty fotosenzitizéri s riznymi biomolekulami

(protilatkami, steroidy, cukry, mono- a polynukleotidy)™*.

1.5 SOLUBILIZACE

1.5.1 Micely

Pochod, pii némz jsou do micel surfaktantu v¢lenovany molekuly dalsi latky solubilizatu
(latka, v€lenénd do asociativni micely). Zprostfedkovanym rozpousténim neboli solubilizaci
malo rozpustné latky rozumime podstatné zlepSeni rozpustnosti pfidanim dalsi latky
(solubilizatoru) do roztoku. Jedna se hlavné o zlepSeni rozpustnosti ve vodé, o zpiisoby, jak
piipravit vodné roztoky latek, které se samy ve vod¢ nedostatecné rozpoustéji nebo se

prakticky nerozpoustéji.

Micela asociativni

Utvar, ktery vznika agregaci antipatickych molekul nékterych nizkomolekularnich latek
Z jejich pravych roztokli po dosazeni urcité koncentrace roztoku, oznacované jako kriticka
micelarni koncentrace. Asociativni micely se od lyofobnich micel li§i tim, Ze nepotiebuji
umélou stabilizaci, jejich velikost a koncentrace je urCena okamzitymi stavovymi
veli¢inami, nikoliv minulosti systému. Tyto systémy jsou termodynamicky stabilni.

Ve vodném prostredi tvofi jaddro micely navzajem propletené uhlovodikové fetézce molekul
povrchove aktivni latky (PAL); jejich polarni skupiny jsou rozmistény na vnéj$im povrchu

micely. Tim je dosazeno minimalniho styku mezi molekulami vody a hydrofobnimi ¢astmi
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molekul PAL. Jde-li o ionogenni PAL, polarni skupiny disociuji. Vznikaji nabité micely
obklopené elektrickou dvojvrstvou tvofenou disociaci vzniklymi protiionty.

Ve zredenych roztocich (nad kritickou micelarni koncentraci) vznikaji malé, kulovité, tzv.
Hartleyvovy micely (obr. 6), jejichz polomér je piiblizné¢ roven délce molekuly PAL.
Asociacni ¢islo roste s délkou uhlovodikového fetézce a klesa s velikosti plochy, kterou na
povrchu micely zaujima jedna poldrni skupina; pohybuje se nejcastéji mezi 50 a 150 a

zavisi 1 na fyzikalnich podminkach.

+ disociovana molekula
povrchove aktivni latky
protiion

Obr. 6: Model malé¢ (Hartleyovy) ionogenni micely

A4

Pii vyssich koncentracich roztoku se zvétSuje rozmér micel a uhlovodikové fetézce se
zacinaji orientovat navzajem rovnobézné, vznikaji valcovité atvary (obr.7), které mohou pti
vyssSich koncentracich vytvafet hexagonalni kapalné krystaly (obr.8); pii jesté vétsich
koncentracich lamindrni, tzv. McBainovy micely (obr.9), slozené ze dvou vrstev PAL, které
jsou k sobé¢ obraceny uhlovodikovymi fetézci a polarni skupiny smétuji ven. V dasledku
tvorby laminarnich micel a jejich charakteristického uspofdddni mohou dostatecné

koncentrované roztoky prechazet v gel.

Obr. 7: Vilcovité micely

Obr. 8: Hexagondalni kapalné krystaly
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Obr. 9: Schéema McBainovych laminarnich micel

V nékterych ptipadech se micely mohou tvofit i v nevodném prostiedi - vznikaji tzv.

obracené micely

uhlovodikovy fetézec

- polarni skupina

Obr. 10a obrdcend micela

1.5.2 Solubilizace

Prima solubilizace

e Nepolarni latky, které jsou v Cistém vodném disperznim prostiedi nerozpustné nebo
slabé& rozpustné, vstupuji do jadra micely (obr. 6)

e Polarné-nepolarni organické latky (alkoholy, aminy, tzv. ko-surfaktanty — povrchoveé
aktivni latky jejichZz uhlovodikovy fetézec neni dost dlouhy na to, aby mohly
samostatné asociovat v micely, ale muze vstupovat do struktury micel asociativnich
koloidii; povrchové napéti systému se tim dale snizuje. Pfikladem mohou byt alkoholy
o stiedni délce fetézce (napf. hexanol), které se rozmist'uji v micelach tak, ze jejich
uhlovodikové fetézce sméfuji dovniti micel a polarni skupiny do vodné faze (obr. 11b).

e Polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micely nebo v tésné blizkosti povrchu

(obr. 11c).
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e V laminarnich miceldch vstupuji molekuly nepolarni latky mezi uhlovodikové fetézce
molekul a tim se vrstvy molekul surfaktantu od sebe oddaluji (obr. 11d).

e U micel neionogennich surfaktanti, které obsahuji polyoxyethylenové skupiny, se
molekuly solubilizatu rozmist'uji v okrajovych castech micel mezi zohybanymi
oxyethylenovymi fetézci(solubilizace v rovin¢ hydrofilnich fetézcli), molekuly
nepolarni povahy blize jadru micely(obr. 11e).

Pfi solubilizaci roste hmotnost micel surfaktantu nejen v disledku zabudovani molekul
solubilizatu do micely, ale také proto, Ze solubilizaci se zvétsi objem hydrofobniho jadra a
musi se tedy zvétsit i pocet molekul surfaktantu tvoticich micelu.

molekula povrchové aktivni
latky s dlouhym fetézcem

molekula ko-surfaktantu

Obr. 10b

polaré-nepolami iatka
(ko-surfaktant) "

. 4 P ,'-f" 000000 neionogenni povrchové
) ( 3 §§§%§§§ §§ aktivni latka
@ o (b) ¢ : IANL
: ; ,f %% % %%i% nepolami
700 2 20C 0 solubilizat
nepolarm ‘OO ¢ .( v £
solubilizat ionogenni povrchové aktivni Ia?ka 4 %
(protiionty nejsou zakresleny) mmekuly zg § %i
Y polarni
%;%%i iig solubilizat
polarni
()

;;/olubuza. . d
. (e)

Obr. 11: Prima solubilizace (a) nepolarnich latek, (b) poldrné—nepoldrnich latek, (c)

polarnich latek v malych ionogennich micelach, (d) nepoldrnich latek v McBainovych

micelach, (e) nepolarnich a polarnich latek v neionogennich miscelach

Obracena solubilizace

nastava v systémech s nepolarnim prostiedim, kde vznikaji obracené micely (vznikaji
Vv nevodném prostiedi; jejich jadro tvofi polarni skupiny, zatimco uhlovodikové fetézce
sméfuji ven do nepolarniho prostiedi). Asociacni ¢islo obracenych micel nebyva vétsi nez
10; KMK byva obtizn¢ definovatelnd, nebot’ pfechod z pravého roztoku na koloidni nastava

v pomérné Sirokém intervalu koncentraci. Silné polarni jadro snadno solubilizuje vodu, a
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umoziuje tak koloidni rozpousténi vody v oleji v pfitomnosti PAL, coz ma vyznamné

uplatnéni zvlasté v potravinaiském prumyslu).

Kriticka miceldrni koncentrace (KMK)

Koncentrace, pfi niz se v pravém roztoku micelarniho koloidu zac¢inaji tvotit micely. Neni

vysokad, pro riizné latky kolisa v rozmezi 10° az 10 mol/dm™. Pod touto koncentraci je

micelarni koloid v systému pouze ve form¢ unimernich molekul, nad ni vSechny ptfidavané

molekuly asociuji do micel.

Kriticka micelarni koncentrace zavisr:

Na délce a struktufe uhlovodikového fetézce: hodnota KMK s rostouci délkou
uhlovodikového fetézce klesd. V homologické tadé¢ ionogennich miceldrnich
koloidi maze byt zavislost KMK na poctu uhlikii nc vyjadiena vztahem
InKMK=A-B-n.
kde A je pro danou homologickou fadu konstanta zavisla na teploté, povaze a
mnozstvi hydrofilnich skupin a na substituentech v uhlovodikovém fetézci.
Konstanta B se méni s poctem iontovych skupin. Rozvétveni uhlovodikového
fetézce, pfitomnost dvojnych vazeb, poldrni substituce v alkylovém fetézci a
premisténi iontové skupiny od konce do stiedu fetézce vedou ke zvySeni KMK,
zatimco pfipojeni benzenového jadra k alkylovému fetézci vede ke snizeni KMK.
Na vlastnostech hydrofilni skupiny:Vliv hydrofilni skupiny na KMK je dan jeji
povahou a zejména nabojem. Pii stejné délce uhlovodikového fetézce je KMK
neionogennich PAL niZ§i neZ ionogennich. Hodnoty KMK neionogennich PAL
znacné zavisi na rozmérech a povaze hydrofilni skupiny, u ionogennich PAL jsou
mezi riznymi hydrofilnimi skupinami malé rozdily.
Na vlastnostech protiiontd vzniklych disociaci(u ionogennich micelarnich koloidi)
Vliv protiiontti vzniklych disociaci na hodnotu KMK zavisi ptedev§im na jejich
mocenstvi. KMK klesa se zvySujicim se nabojem protiiontd.
Na ptitomnosti dalSich latek v roztoku:Jednoduché anorganické elektrolyty snizuji
hodnotu KMK a to tim vice, ¢im vyssi je koncentrace elektrolytu a ¢im vyssi je
mocenstvi opacn€ nabitého iontu. Vliv elektrolyti na KMK neionogennich

micelarnich koloidd je méné vyrazny neZ u ionogennich typd. Pritomnost
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neelektrolytii se projevuje rizn¢. Napt. linearni alkoholy s dlouhym fetézcem snizuji
KMK tim vice, ¢im vétsi je koncentrace alkoholu a délka alifatického fetézce.
Nepolarni latky maji na KMK vétSinou maly vliv. Siln¢ polarni latky (dioxan,
mocovina) maji komplexni Gc¢inky.

e Na teploté a tlaku:S rostouci teplotou se hodnota KMK muize zvySovat(obvykle u
kationogennich micelarnich koloidii)nebo snizovat(obvykle u neionogennich typua) a
teplotni zavislost KMK mize vykazovat i zietelné minimum.Vliv tlaku na KMK je

pomérné maly i v oblastech velmi vysokych tlakd.

1.5.3 Mikroemulze

Termin mikroemulze byl poprvé uveden Hoarem a Schulmanem r.1943°. Tento systém
vypadé jako transparentni a muze byt definovan jako systém vody, oleje a amfifilnich
sloZek, ktery je jednoduchy, izotopicky a termodynamicky staly. Je obvykle stabilizovany
surfaktanty a kosurfaktanty a tvofen Casticemi mens$imi nez 0.1um. Mikroemulze lze od
makroemulzi rozlisit tim, Ze makroemulze maji vétsi Castice, nejsou prithledné a vyzaduji
zna¢nou energii k tvorbé. Ackoliv mikroemulze V/O miZe byt povazovdna za podobnou
reverznim misceldm, ve vztahu k orientaci polarni a nepoldrni ¢asti surfaktantu jsou
charakterizované ptitomnosti vody, micely ji nemaji. DalSim rozdilem je velikost: reversni
micely maji 5Snm, pfi¢emz Castice mikroemulze jsou mnohem vétsi, je to dano pfitomnosti
volné vody. Tvorba ME je zavisla na koeficientu olej-voda, surfaktantu a oblast existence je
déna fazovym diagramem.

Za termodynamicky zajimavou lze povazovat sty¢nou plochu ME, ktera je tvofena velkym
mnozstvim kapek. Tento termodynamicky staly systém se tvofi spontann¢é protoze nizka
hodnota povrchového napéti zptsobuje difuzi surfaktantu na mezifazi, kontribuce je zavisla

k', Nizké mezipovrchové

na michani jedné faze v druhé a tvorbé velkého mnozstvi kape
napéti v tomto systému dava vzniknout fadé struktur jako pravé emulze, hexagonalni nebo
kubické ttvary.

Struktura a vlastnosti mikroemulzi poskytuje mnoho vyhod k farmaceutickému pouziti.
Jejich termodynamicka stabilita dovoluje snadnou pfipravu. Pfitomnost znacného mnoZstvi
surfaktantl a kosurfaktantli miize byt problémem biokompatibility, ale souasné¢ umozinuje
vznik ME pro rozdilné latky, dokonce 1 ty, které jsou jinak nemisitelné s hydrofilnimi 1

hydrofobnimi rozpoustédly. Strukturalni rozmanitost, skladba a pH prostfedi, ma vliv na
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uvoliovani 1éCivych latek. DalSi pozitivni vlastnosti jsou nizkd viskozita, snizeni
autooxidace, moznost sterilizace filtraci na rozdil od klasickych emulzi **®. ME nabizeji i
dalsi vyhody pii Gstnim podani, zvySuji biologickou dostupnost zvySenim rozpustnosti
Spatné rozpustnych latek ve vode v olejové fazi. Zavisi na druhu oleje, ktery miize zvysit
koncentraci v miznim systému a vyhnout se first pass efektu v jatrech.

Uvolnovani 1éCivé latky z ME ovliviiuje vice parametrl, napt. hydrofilita/lipofilita, zptisob
podani, objem. RozliSuji se dva hlavni mechanismy. Olejova faze je rezervoar v piipadé
emulzi o/v. ME v tomto pfipad¢ predstavuje retardovanou formu. Na druhé strané, pfi
ustnim podani muize byt latka diky kapkdm oleje rychleji fagocytovéana ze struktur. Toto
muze modifikovat farmakokineticky profil zahrnujici biodostupnost ve vodé tézko
rozpustnych latek 119, Lipofilni 1é¢ivo musi projit pifed prostupem do tkédni vodnym
prostfedim a tento krok zpomaluje transport 1é€ivych latek se sniZenou rozpustnosti ve

vodé.

1.5.4 Nanoemulze

Nanoemulze se fadi mezi emulze s velikosti &astic mezi 20 — 500nm™?°. Jsou stabilizovany
standardnimi emulgatory. Na rozdil od mikroemulzi nejsou tvofeny spontanné, ke vzniku je
potfeba dodani energie. Jejich vlastnosti zdvisi na termodynamickych podminkéch,
pfipravnych metoddch a dalSich pfidanych komponentach. Nanoemulze na rozdil od
mikroemulzi, nejsou rovnovazné systémy, coZ je zasadni rozdil mezi nimi**,*?>. Mohou mit

vysokou kinetickou stabilitu a transparentnost podobnou mikroemulzim'®. PouZivaji se i

jako mikrosoucasti kontrolujici velikost pfipravenych monodisperznich ¢astic.
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2. Cil prace

Cilem prace byla optimalizace solubiliza¢nich systému pro lipofilni fotosensitizéry typu
azaanalogi ftalocyaninii. Na zaklad¢ piedchozich zkuSenosti na katedie byly pouzity
triglyceridy se stfedni délkou fetézce (MCT) jako lipofilni biokompatibilni rozpoustédlo pro
fotosensitizéry. Cilem prace bylo solubilizovat MCT formou nanoemulzi, piipadné
mikroemulzi tak, aby bylo dosazeno stability solubiliza¢niho systému a provést
vyhodnoceni nékterych fyzikalné-chemickych a biologickych vlastnosti vybranych systému

(méfeni absorpcnich spekter, velikosti ¢astic a cytotoxicity).
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3. Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast 1ze rozdélit do dvou ¢asti :
Nejprve jsem snazila piipravit stabilni ¢irou emulzi bez pfidanych barviv.

Poté jsem dvé z vybranych emulzi pouzila k solubilizaci jednotlivych barviv a hledani

koncentraci pii kterych jsou rozpustény a nedochazi k jejich agregaci.

3.1 EMULGATORY A SOLUBILIZATORY

Veskeré emulgatory a solubilizatory byly pouzity ve stavu, v jakém byly komer¢né

zakoupeny.

CREMOPHOR® RH-40

Cremophor® RH-40 je neionogenni solubilizator a emulgator ziskdvany reakci
hydrogenovaného ricinového oleje s ethylenoxidem. Jedna se tedy o PEG-40
hydrogenovany ricinovy olej. Pii teplotd 20 °C je Cremophor® RH-40 bild az nazloutla
pruhledna pasta s charakteristickym mdlym zapachem. Ve vodé a ethanolu tvoii ciré
roztoky, pficemz se zvySujici se teplotou se tyto roztoky zakali. Pti vysSich teplotach tvofi
s mastnymi kyselinami a mastnymi alkoholy ¢iré smési. Hodnota HLB (hydrofilni-lipofilni
rovnovaha) je 14 — 16.

Cremophor® RH-40 se pouziva k solubilizaci esencialnich a vonnych olejii ve vodé & ve
smési vody a alkoholu. Ve srovnani s jinymi solubilizatory mlZe byt pouzivan v pomérné
nizkych koncentracich. Je téz velmi vhodnym emulgatorem — uziva se k emulgaci Sirokého
mnozstvi hydrofobnich sloucenin jako jsou mastné kyseliny, mastné alkoholy, vitaminy ¢i
dal$i aktivni latky (napf. digoxin — farmakokineticka interakce mezi digoxinem a
emulgatorem Cremophor” RH-40 totiz zvy3uje koncentraci digoxinu v buiikich myokardu
tim, Ze inhibuje Cinnost membranového transportéru P-glykoproteinu, ktery zapfticiiuje

efflux digoxinu z bungk'?1?4),
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CAPRYLIC-CAPRIC TRIGLYCERIDES (MCT) CL 2002

Jedna se o smés triglyceridu stiedni délky fetézce (medium chain triglycerides, MCT)
rostlinného ptivodu. MCT (CAS registraéni &islo: 65381-09-1, CL 2002 — Triglycerida
saturanta media) je ¢ird az mirné nazloutla kapalina s nepatrnym a charakteristickym
zapachem, prakticky nerozpustna ve vodé. Je velmi polarni s hustotou 0,955 glcm3 pii
20°C. Svymi vlastnostmi se podoba vyS$im pfirodnim triglyceridim, avSak oproti nim
zanechava na pokozce pfijemny pocit. Pouziva se jako rozpoustédlo pro aktivni lipofilni
slouceniny a UV filtry. Slouzi téz jako univerzdlni zmékcovadlo vSech typt krémi,
pletovych vod a olejt, koupelovych olejti, balzdmt na rty, Sampont ¢i ruznych prostredka

na opalovani, ptficemz méa velmi dobry vliv na pokozku

PROPYLENGLYKOL

Propylenglykol (1,2 — propandiol, CAS 57-55-6) je bezbarva, bez zapachu lehce nasladla
viskozni, siln¢ hygroskopicka kapalina plné misitelna s vodou, methanolem, ethanolem,
acetonem, chloroformem a rozpustny v benzenu. Pouziva se jako zvlhcovadlo 1éCiv,

kosmetiky a potravin a rozpoustédlo

GLYCEROL

Glycerol (syn. 1,2,3-propantriol, CAS: 56-81-5, CL 2005 — Glycerolum) je bezbarva
viskozni kapalina misitelnd s vodou, bez charakteristického zapachu, sladké chuti, pH
neutralni, s teplotou varu 290°C , bodem tani 18°C a hustotou 1,262g/cm3. Je rozpustny ve
vod¢ a alkoholu, malo rozpustny v etheru. Pouziva se jako rozpoustédlo, nemrznouci
prisada a plastifikator, pi1 vyrobé kosmetiky, tekutych mydel, barviv a maziv, k vyrobé

nitroglycerinu, maziv a expektorancii.

POLYSORBAT 80
(TWEEN 80, CL 2005 — Polysorbatum 80)

Je neionogenni surfaktant vykazujici znacnou povrchovou aktivitu a relativné nizkou

toxicitu, HLB 15. PouZziva se jako solubilizacni nebo stabiliza¢ni ¢inidlo bézné uzivané ve
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farmaceutickém primyslu u cetnych zdravotnickych a farmaceutickych produkti (napf.
vitaminovych olejii, ockovacich a protinddorovych latek), masti, krémii, roztokd, také jako
piisada v tabletach a velké uplatnéni naléza i v potravinaistvi. Polysorbat 80 je vyuZzivan
dale ke zlepSeni absorpce 1éCiv po ordlnim podani nebo pfi transdermalnim neinvazivnim
pruniku kizi. V soucCasnosti se feSi zdvazny problém tykajici se vyvolani anafylaktické
reakce po podani pripravki stimto solubilizatorem. Tento surfaktant slouzi také
k solubilizaci 1é¢iv Spatné rozpustnych ve vod¢. Kdyz je surfaktant pfidan do vody

v koncentraci nad KMK, rozpustnost hydrofobniho 1é¢iva znaéné vzroste.

CREMOPHOR®™ EL

CREMPHOR" EL (Polyoxyethylenglyceroltriricinoleat 35) je neionogenni emulgator. Jeho
hlavnimi komponentami jsou glycerol, polyethylenglycol, ricinoleat. Estery vyssich
mastnych kyselin polyethylenglykolu tvoti hydrofobni ¢&ast, hydrofilni je tvofena
polyethylenglykolem a glycerolem. Jedna se o Zlutou olejovitou kapalinu se slabym
charakteristickym zépachem s teplotou tani 26°C, rozpustny ve vodé, etanolu,
isopropylalkoholu, chloroformu, toluenu, xylenu. S rostouci teplotou vody se rozpustnost
Cremophoru® EL sniZuje, proto se za uréité teploty roztok zakali. PouZiva se jako emulgator

VvV mnoha odvétvich.

GLYCEROL MONOOLEAT

(TEGIN ® O, GMO)
Je neionogenni emulgator. Pouzivd se pievdzné na pfipravu emulzi V/O. Jedna se o

olejovitou kapalinu s HLB-3.

Vyrobce:Franken-Chemie Nuremberg Germany

TEGO CARE" 450 (Polyglyceryl-3 methylglucose distearate)
Neionogenni emulgator pro pfipravu emulzi O/V jasné bilé barvy ve formé& pelet. Je vysoce
stabilni s HLB- kolem 12. Pouziti v kosmetice na ptipravu krémt a mlék.

Vyrobce: Evonik Goldschmidt
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POLYSORBAT 20 (CL 2005 — Polysorbatum 20)
Jedna se o neionogenni emulgator, smés esterti mastnych kyselin, zv1asté kyseliny laurové.
Olejovitd az zlutohnéda Cird nebo opalizujici kapalina, dobie rozpustna ve vod¢, ethanolu,

methanolu a nerozpustna v parafinu

HYDROXYPROPYLCELULOZA (CL 2002 — Hydroxypropylcellulosum)
Je bily nebo nazloutly prasek nebo granule. Ve vysuSeném stavu je hygroskopickd dobie

rozpustna ve studené vod¢, ethanolu, methanolu, prakticky nerozpustna v horké vode¢.

LECITHIN
Sterncithin, 62% fosfolipidi nerozpustnych v acetonu.
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3.2 POUZITE FOTOSENZITIZERY

P2Zn

Relativni molekulova hmotnost = 1288,32g/mol

Molekularni vzorec = C56H72N16832n

P9Zn

Relativni molekulova hmotnost = 1280,36g/mol

Molekularni vzorec = CgsHggNgSgZn
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MUZ21Zn

Relativni molekulova hmotnost = 1488,38g/mol

Molekularni vzorec = C72H30N16832n

3.3 PRISTROJE

Absorpéni spektra byla méfena na spektrofotometru Shimadzu UV-2401PC.

Homogenizator pouzity na pfipravu emulzi: IKA T10 basic homogenizer (IKA Werke,
Ger., Staufen)

Velikost Castic byla méfena na: Zetasizer Nano 2S A model ZEN 3600 (Malvern
Instruments, GB, Maker)
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3.4 PRIPRAVA EMULZI

34.1

Pozité suroviny: MCT, LECITHIN, TWEEN 80, GLYCEROL, VODA

Vzorek | MCT(g) | Lecithin(g) | Tween 80(g) | Glycerol(g) | Voda(g)
LE-1 4 0,52 0,4 0,5 14,6
LE-2 3 0,52 0,4 0,5 15,6
LE-3 2 0,52 0,4 0,5 16,6
LE-4 1 0,52 0,4 0,5 17,6

Ptipravila jsem si oddélené olejovou (lecitin, MCT) a vodnou fazi (Tween 80, glycerol,
voda). Ob¢ zahfaté na 50°C smichala a homogenizovala pomoci IKA T10 Basic
homogenizatoru 2 minuty pii postupném zvySovani otacek az na 30tisic/min. Vzorek LE-4
po tomto postupu jesté zahtala na 80°C a opét homogenizovala.

Vysledky: VSechny emulze byly zakalené a po delSim stani se faze rozdélily.

3.4.2

Pouzité suroviny: MCT, LECITHIN, GLYCEROL, TWEEN 80, VODA

Vzorek | MCT(g) | Lecithin(g) | Glycerol(g) | Tween 80(g) | Voda(g)
LE-0,25 0,2 0,25 0,25 0,2 4,1
LE-0,125| 0,1 0,125 0,125 0,1 4,55
LE-0,160 | 0,09 0,160 0,160 0,128 4,46

Emulze byly pfipraveny stejnym postupem(viz.1), pouze pii vyssi teplote¢ 80°C a
homogenizovany 1min pomoci IKA T10 Basic homogenizatoru pfi zvySujicich se otackach
do 30tisic/min.

Vysledky: VSechny emulze se po delSim stani rozdélily na jednotlivé faze.

3.4.3

Pouzité suroviny: HYDROXYPROPYLCELULOZA 4000, MCT, VODA

Nejdiive jsem si pfipravila 2,5% vodny roztok hydroxypropylcelulozy 4000, ktery jsem
nasledné pouzila jako vodné faze K ptipravé emulzi s obsahem 10% MCT a 5% MCT. Obé¢
slozky jsem zahtala oddélené v kadinkach na 30°C a homogenizovala jiZz popsanym
postupem (viz.3.3.2)

Vysledky: po delSim stani se faze nerozd¢lily, ale emulze méla pomérné vysokou viskozitu.
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34.4

Pouzité suroviny: MCT, TEGO CARE" 450, VODA

vzorek | MCT(g) | Tego Care®450(g) | Voda(g)
TEG-P1 1,36 0,2 3,82
TEG-P2 0,45 0,05 4,5
TEG-P3 0,45 0,1 4,45

Zaht4la jsem vodu na 80°C a rozpustila v ni Tego Care®, poté jsem homogenizovala zv1ast
vodnou fazi (viz.3.3.1). Po homogenizovani jsem piidala MCT, které jsem také zahiala a
celé mnozstvi opét homogenizovala (viz.3.3.1). To jsem opakovala Ctyfikrat, nebot’ po
prvni homogenizaci zustaly faze odd¢lené.

Vysledky: Vzniklé emulze byly zakalené a po delSim stani se rozdélily.
345

Pouzité suroviny: CREMOPHOR®™ RH-40, PROPYLENGLYKOL, MCT, VODA

vzorek | Cremophor® RH-40(g) | Propylenglykol(g) | MCT(g) | Voda(g)

CRE-25 10 4 4 22

CRE-20 8 4 4 24

Nejdfive jsem postupn& smichala v kadince propylenglykol, MCT a Cremophor® RH-40 a
poté za stalého michani po velmi malych ¢astech (1ml) ptidavala vodu. Jednotlivé slozky
jsem nezahtivala, misily se pfi obycejné teploté pouze mechanickym ruénim michanim bez
pouziti homogenizatoru. Pfidanim ur¢ité ¢asti vody (2ml) doslo k pfechodnému zvyseni
viskozity. Dal$im michanim a pfidavanim vody jsem ziskala pozadovanou emulzi.

Vysledky: emulze byly zakalené, ale neoddélily se.

3.4.6
Pouzité suroviny: CREMOPHOR® RH-40, MCT, GMO, VODA

vzorek | Cremophor® RH40(g) | MCT(g) | GMO(g) | Voda(g)
G-1 10 5 5 80
G-2 12 5 5 78
G-3 8 5 5 82
G-4 9 5 5 81
G-5 10 7 3 80
G-6 10 3 7 80
G-7 10 6 6 78
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Navazila jsem si do kadinky MCT a GMO, které pomoci tyCinky fadné¢ smichala, potom
pridala CRE RH-40 a opét promisila. Poté po velmi malych ¢astech ptidédvala vodu a za
stalého michani homogenizovala (viz.3.3.5).

Vysledky: Ze vSech zkousenych poméru se nejlépe podaril vzorek G-1, ktery byl bez zakalu

i po del$im stani. Faze se nerozdélily u zadné emulze, ostatni v§ak vykazovaly zakaleni.

3.4.7

Pouzité suroviny: MCT, POLYSORBAT 20, GLYCEROL, GMO, VODA

vzorek | MCT(g) | Polysorbat 20(g) | Glycerol(g) | GMO(g) | Voda(g)
P20-1 5 20 5 70
P20-2 5 15 5 75
P20-3 5 20 5 5 65

Nejdiive jsem postupné smichala MCT, GMO a polysorbat (ty¢inkou za obycejné teploty) a
S postupnym pomalym piidavanim destilované vody homogenizovala.
Vysledky: Vzniklé emulze byly zakalené, ale faze se neoddélily. Ani pfidanim glycerolu se

nevycefily.

3.4.8

Pozité suroviny: MCT, POLYSORBAT 80, GMO, VODA

vzorek | MCT(g) | Polysorbat 80(g) | GMO(g) | Voda(g)
P80-1 5 10 5 80
P80-2 5 12 5 78
P80-3 5 15 5 75

Postup pfipravy viz.3.3.7

Vysledky: Emulze se nepodatilo zhomogenizovat, faze se nespojily, zlstaly rozd€leny.
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3.4.9

Pouzité suroviny: MCT, CREMOPHOR®™ EL, PROPYLENGLYKOL, VODA

vzorek MCT(g) | CREMOPHOR® EL(g) | Propylenglykol(g) | Voda(g)
CREEL-1 1 2 7
CREEL-2 1 2 0,5 6,5
CREEL-3 1 2,5 6,5

Vysledky: Vzorky CREEL-1 a CREEL-2 se nepodaftilo homogenizovat, byly zakalené a

faze rozdélené. Emulze CREEL-3 zistala Cirad s nerozdélenymi fazemi i po delSim stani.

Byl pouzit pii dalsi praci.

3.4.10

Pouzité suroviny: MCT, CREMOPHOR® RH, PROPYLENGLYKOL, VODA

vzorek MCT(g) | CREMOPHOR® RH(g) | Propylenglykol(g) | Voda(g)
CRERH-1 1 2 7
CRERH-2 1 2 0,5 6,5
CRERH-3 1 2,5 6,5

Vysledky: Vzorky CRERH-1 a CRERH-2 se nepodatilo homogenizovat, byly zakalené a

faze rozdé€lené. Emulze CRERH-3 zistala Cird s nerozdélenymi fazemi i po delSim stani.

Byl pouzit pti dalsi praci.
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3.5 PRIPRAVA EMULZI S BARVIVY

351
P2Zn 1,3mg (100 umol/l) v emulzi (1g P2Zn/MCT(1 mmol/l) + 2,59 CREMOPHOR® EL
+ 6,59 H,0)

Do suché banky jsem si navazila 1,3mg P2Zn, které jsem rozpustila v potfebném mnozstvi
chloroformu, poté ptidala MCT a chloroform odpafila na vakuové odparce. Nasledné jsem
ptidala CREMOPHOR®™ EL a za stalého michani tyginkou po malych &astech doplnila
vodou. Vysledna koncentrace P2Zn v mikroemulzi byla 100pmol/I.

Vysledky: Absorbance v této koncentraci byla piili§ vysoka, proto jsem vzniklou emulzi
nafedila vodou na roztok 0 koncentraci barviva pfiblizn¢ 10pumol/l a 1umol/l. Emulze

Vv téchto koncentracich jsem poté meftila na spektrofotometru.

P2.1741
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Graf P2.1741: roztok P2Zn 10umol/l méfeny ihned po piiprave
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P2.1743

«< 1,5 -

0,5 A \

O T T T T 1
300 400 500 600 700 800
nm

Graf P2.1743: roztok P2Zn ¢=10pumol/l méteny 14dni po ptipravé

3.5.2

P9Zn 1,2mg (50 pmol/l) v emulzi (2g P9Zn/MCT(500 pmol/l) + 59 CREMOPHOR® EL +
13g H,0)

Do banky jsem si navazila ptfislusné mnozstvi barviva (1,2mg), rozpustila ho
Vv chloroformu, ptidala MCT a odpafila chloroform na vakuové odparce. Poté jsem ptidala
CREMOPHOR® EL a za stalého michani doplnila vodou. Vyslednad koncentrace P9Zn

v mikroemulzi byla 50pmol/l.

Vysledky: Absorbance v této koncentraci byla opét vysoka, emulzi jsem proto natedila na

roztok o piiblizné koncentraci Sumol/l a zméfila na spektrofotometru.
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Graf P9.1741: roztok P9Zn c=5umol/l méfeny ihned po ptipraveé

P9.1742

1,6

14 n

1,2 -

0,6 -

0,4 -
0,2 -

300 400 500 600 700 800

Graf P9.1742: roztok P9Zn c= 5umol/l méteny 14 dni po piipravé
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3.5.3

MUZ21Zn 1,5mg (50 pmol/I) v emulzi (2g MUZ21Zn/MCT(500 umol/l) + 5g
CREMOPHOR" EL + 13g H,0)

Nejprve jsem si do banky navazila 1,5mg barviva, rozpustila ho v chloroformu, pfidala 2g
MCT a odpaftila chloroform ve vakuové odparce. Poté za stilého michani ptidala
CREMOPHOR® EL a po malych &astech doplnila vodou. Vysledna koncentrace MUZ21Zn

Vv mikroemulzi byla 50 pmol/I.

Vysledky: Ptipravenou emulzi jsem poté nafedila vodou na roztok 0 ptiblizné koncentraci
Sumol/l, v této koncentraci jiz absorbance nebyla vysokd. Néasledn¢ jsem meéfila na

spektrofotometru.
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Graf MUZ 21.1741: roztok MUZ21Zn c¢=5umol/l m&feny ihned po piipravé
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Graf MUZ 21.1742: roztok MUZ21Zn c= 5umol/l méteny po 14dnech od piipravy
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3.6 MERENI VELIKOSTI CASTIC

Pripravila jsem si dvé emulze sptidanym barvivem P2Zn, kde jeho koncentrace ¢ =
100umol/l. Ve spolupraci s Katedrou farmaceutické technologie byla u téchto

mikroemulzni méfena velikost ¢astic. Méteni probihalo po dobu 6 mésict.

ME 1: 59 P2Zn/MCT (Immol/l) + 12,5 CREMOPHOR® RH-40 + 32,5 H,0

Méfreni velikosti ¢astic emulze ME1

1200

1000

800

600

velikost ¢astic (nm)

400

200

16.6 6.7 26.7 15.8 4.9 24.9 14.10 3.11 23.11 13.12

Datum

Primérna velikost ¢astic na poc¢atku méteni: 664nm

Primérna velikost ¢astic na konci méfeni: 914nm
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ME 2: 5g P2Zn/MCT (Immol/l) + 12,59 CREMOPHOR® EL + 32,5g H,O

Méreni velikosti ¢astic emulze ME2

500

450 -
400 -
350 -
300 -
250
200

Velikost ¢astic (nm)

150 -
100 -
50 -

16.6 6.7 26.7 15.8 4.9 24.9 14.10 3.11 23.11 13.12
Datum

Primérna velikost ¢astic na po¢atku méteni: 174,5nm

Prumérna velikost ¢astic na konci méfeni: 443nm

3.7 MERENI CYTOTOXICITY

Pro méteni cytotoxicity byly vybrany mikroemulze, které vykazaly nejvyssi fyzikalni
stabilitu. Vzorky byly testovany pod nésledujicimi kody:

2.4.6. G-1: ME-26

2.4.9. CREEL-3: CR-EL

2.4.10. CRERH-3: CR-RH

Cytotoxicita byla méfena v laboratotich firmy Generi Biotech na Hep2 (Human Negroid
cervix carcinoma) burkach, ziskanych od European Collection of Cell Cultures (ECACC,;
Salisbury, UK). Bunky byly kultivovany v Eagle mediu modifikované dle Dulbecca
(DMEM; Cambrex, Walkersville, MD) s L-glutaminem a glukézou, doplnéném 10%
hovéziho plodového séra (FBS; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) a
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gentamicinem (50 pg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), pfi teplot¢ 37 °C v atmosfére
obsahujici 5% CO,. Bunécna linie byla testovana na kontaminaci mykoplasmami.
Testované vzorky byly piipraveny za pouziti fosfatového pufru (PBS). A fedény na
testované koncentrace stejnym pufrem.
Buiiky byly napipetovany na 96 jamkovou desti¢ku v mnozstvi 1 x 10* bungk do 1
jamky. Druhy den byly pfidany testované vzorky. Zivotnost bunék byla pozorovana po 24 h
inkubace pomoci =zafizeni Cell Counting Kit-8 (ALEXIS Corporation, Lausen,

Switzerland). Vse bylo provedeno 3x s kazdou testovanou koncentraci.

Vysledky testovani cytotoxicity:

vzorek | EC50 (fedéni*) | netoxické Fedéni*
(pFeZiti bunék 95%)

ME 26 127 x 2450 x
CR-EL 75 X 145 x
CR-RH 23 X 1349 x

*Vzhledem k charakteru testovanych systému (neni mozné vyjadiit koncentraci definované
slouCeniny) jsou vysledky cytotoxicity vyjadfeny pomérem fedéni zakladni dodané

mikroemulze do testovaciho media.
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4. Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo vyhledat solubilizacni systémy vhodné pro solubilizaci
vybranych fotodynamicky aktivnich latek.

Nejprve jsem se zaméfila na pfipravu nanoemulzi pomoci homogenizatoru IKA T10 Basic.
Snazila jsem se o vytvoreni emulzi s co nejmensimi Casticemi a minimalnim mnozstvim
emulgatoru, vzhledem K jeho pfipadné cytotoxicité. Nanoemulze ve smyslu standardnich
emulznich systémt o/v S velikosti castic Vv oblasti stovek nanometrit se mi vytvorit
nepodafilo, pfipravené vzorky byly nestabilni a dle vizualniho hodnoceni nedosahovaly
potfebnych velikostnich parametri. Pfi¢inou pravdépodobné bylo, Zze pouzity
homogenizator byl k jejich vzniku nedostacujici. Pro pfipravu nanoemulzi bychom
potiebovali vysokotlaky homogenizator, ktery jsme ale neméli k dispozici.

Daéle jsem se tedy zaméfila na piipravu mikroemulzi. Vzhledem k tomu, ze se jedna o
termodynamicky stabilni systémy, vznikaji bez pouziti homogenizatoru, pouhym ru¢nim
michanim. ZkousSela jsem ruzné poméry a druhy solubilizatort, ze kterych jsem vybrala
k dalsim experimentalnim postupum tii systémy (CREEL-3, CRERH-3, G-1). Tyto
spliiovaly nami pozadované vlastnosti transparence a stdlosti. Po nasledném méfeni
cytotoxicity jsem systém G-1 jako nejvice cytotoxicky z dalSich experimentt vytadila. Ze
dvou dalsich CRERH-3 vykazal ptiznivéjsi hodnotu EC50, ale na druhou stranu vyrazné
vys§i fedéni (a tedy vyssi cytotoxicitu) pii preziti 95% bunék nez CREEL-3. Proto jsem oba
systétmy pouzila k solubilizaci vybranych fotosenzitizéri a meéfeni velikosti ¢astic
mikroemulzi. K méfeni UV-vis spekter byl pouzit pouze systtm CREEL-3. Vzhledem
k tomu, Ze v obou ptipadech jsou fotosensitizéry v mikroemulzi rozpustény v MCT jako
vnitini fazi, neni pravdépodobné, ze by vysledky s CRERH-3 byly jiné.

Pro méteni UV-vis spekter byly fotosensitizéry rozpustény v MCT v koncentraci piiblizné 1
mmo/l v piipadé P2Zn a 500 umo/l pro P9Zn a MUZ21Zn. Tyto koncentrace v MCT byly
Vv pritbéhu dalsi operaci ptipravy a fedéni mikroemulzni stejné, 1 kdyz vysledné koncentrace
barviv v mikroemulzich celkové byly niz§i. To je ovSem dusledkem mnozstvi
(,,koncentrace*) kapének mikroemulze v systému, nikoli zménou koncentrace v MCT. Ze
zméfenych UV-vis spekter je ziejmé, Ze i v uvedenych pomérné¢ vysokych koncentracich
jsou fotosensitizéry v MCT ve zcela neagregované formé, coz je dobrym ptedpokladem pro

testovani na bunéénych systémech, ptipadné pro fotodynamickou terapii.
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Me¢fteni velikosti ¢astic mikroemulzi ukazalo, Ze jsou dlouhodobé¢ stabilni, i kdyz zpocatku
dochazi ke zvétsovani Castic a unifikaci jejich velikosti. Vzhledem ke vzhledu mikroemulzi
nas prekvapila velikost ¢astic. Obvykle se uvadi, ze mikroemulzni systémy jsou
transparentni do velikosti castic 60 — 100 nm. Nase mikroemulze, piestoze byly témét zcela
transparentni, dosahovaly podle méfeni primérné velikosti ¢astic ptiblizné 450, resp. 900

nm.
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5. Zavér

Ze vSech zkouSenych systémi byl nasledné¢ pouzity pouze 3.4.9 CREEL-3 a 3.4.10.
CRERH-3 lisici se pouze se zménou solubilizatoru (CREMOPHOR EL za CREMOPHOR®
RH-40). Z ostatnich vykazovaly nami hledané vlastnosti (Cirost a stalost) jesté soustavy
3.4.6 G-1 a 3.4.3., ale nebyly pouzity pro vysokou cytotoxicitu, resp. viskozitu.

Vybrané systémy jsem nasledn¢ pouzila k emulgaci vybranych fotosenzitizéru a sledovala,
zda v nich budou stalé, nevysrazi se a neagreguji.

Nakonec byla u vybranych systémti métena velikost ¢astic.

e Meéfeni cytotoxicity

Byla provedena méfeni cytotoxicity, kterymi se zjistilo, ze z tohoto hlediska jsou
zZ piipravenych systémt nejvyhodnéjsi 3.4.9. CREEL-3 a 3.4.10. CRERH-3.

e Systémy s barvivy

1) P2Zn (100 pmol/l) v emulzi CREEL-3
(1g P2Zn/MCT(1 mmol/l) + 2,59 CRE EL + 6,59 H,0)
2) P9Zn (50 umol/l) v emulzi CREEL-3
(29 P9Zn/MCT(500 pmol/1) + 5g CRE EL + 13g H,0)
3) MUZ21Zn (50 umol/l) v emulzi CREEL-3
(2g MUZ21Zn/MCT(500 pmol/l) + 5g CRE EL + 13g H,0)

U viech mikroemulzi jsem zméiila UV-vis spektra. Zadny nevykazoval agregaci nebo

vysrazeni fotosenzitizéru.

e M¢éreni velikosti ¢astic

Velikost ¢astic jsem méfila u dvou systému s barvivem P2Zn:
ME 1 (CRERH-3): 5g P2Zn/MCT(1 mmol/l) + 12,5g CRE®RH-40 + 32,59 H,0

Meéfieni probihalo v pribehu Sesti mésicii. Béhem prvnich dvou tydni od ptipravy se Castice

zvetSovaly, poté se jejich velikost ustalila.
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ME 2 (CREEL-3): 5g P2Zn/MCT(1 mmol/l) + 12,5 CRE®EL + 32,5 H,0

Velikost ¢astic byla zméfena dvakrat (na zacatku a konci Sestimési¢niho obdobi).
Z vysledku vyplyva, ze ¢astice se podobné jako v piipadé ME 1 zvétsily a jejich velikost se

stabilizovala, a to pfiblizné na polovi¢ni hodnot¢ oproti ME 1.
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6. Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva hledanim solubiliza¢nich systémt pro potencidlné
fotodynamicky aktivni latky. Cilem bylo ziskani systémid s co nejmenSimi Gasticemi,
transparentnich ¢i mirn€ opalescentnich S co nejmensi cytotoxicitou. Podafilo se vytvofit tfi,
které splnovaly pozadavky na transparentnost, ale jen dva byly pouzity dale, k solubilizaci
fotosenzitizéra, treti nevyhovoval zkouskam na cytotoxicitu. DalSim cilem bylo hledani
systémt pro vybrané fotosenzitizéry, ze kterych se nevysrazi a nebudou agregovang, tudiz
pouzitelné v testech na bunécnych kulturach. Z vyhledanych systémi, které spliovaly testy
na cytotoxicitu, se ukéazaly pouzitelné oba. Fotosenzitizéry v nich emulgované
nevykazovaly agregaci ani se ze systémi nevysrazely. Nakonec bylo provedeno méfeni

velikosti ¢astic systéml i s emulgovanymi fotosenzitizéry.

59



Abstract

This graduation thesis is engaged in searching for solubilisation systems for potentially
photodynamically active substances. The effort was focused on fading of systems with the
smallest particles, transparent or modestly opalescent with the acceptable cytoxicity. Three
systems satisfying the requirements for transparency (and so the particle size) were found
but only two systems were used further for the solubilization of the photosenzitizers, the
third one did not conform to the cytotoxicity tests. Another aim was to find, whether the
photosensitizers, while solubilized using the selected systems, will not precipitate and will
not be aggregated and therefore they would be usable in cell culture tests. Both the systems
complying with the cytotoxicity tests proved to be usable. Photosenzitizers emulsified in
them did not embody the aggregation or precipitation of the system. Finally measurements
of the particles size of the systems with emulsified photosenzitizers were performed.
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