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1 TEORETICKA CAST

1.1 UVOD

Fotodynamickd terapie (photodynamic therapy ~ PDT) je slibné se rozvijejici,
relativné nova perspektivni terapeutickd metoda urena k cytostatické 1é¢b& mnoha druhti
solidnich tumorl. Kromé toho je mozné ji vyuzit i pii 1é¢bé daldich nekanceréznich
onemocnéni.’

PDT je zaloZena na spoluplisobeni tf sloZek, jeZ samy o sob& nejsou toxické a
neprojevuji Zadné biologické efekty. Jedna se o kombinaci fotodynamicky aktivni slougeniny
(fotosenzitizér), svétla a molekuldrniho kysliku. Z toho se pak vytvati reaktivni formy kysliku
(zejména singletovy kyslik), jeZ napadaji okolni biomolekuly, porusuji jejich biologickou
funkci a v koneéném diisledku vedou ke smrti buiiky. Na konedném zni¢eni nadoru se oviem
nepodili pouze primy efekt na zni€eni bundk, nybrZ i indukovany cévni uzavér v ozéfené
oblasti vedouci k depleci Zivin a kysliku, a také aktivace imunitni odpovédi.2

Uéinnost PDT zavisi na kumulaci fotosenzitizéru v cilové nemocné tkani nasledované
ozafenim svétlem vhodné vinové délky. Tato vinové délka musi korespondovat s absorpénim
spektrem fotosenzitizéru. K tplnému porozumé&ni mechanismu PDT — zprostfedkovanému

v

znifeni nadorovych bunék, kieré by vyustilo ve vyssi G&innost tohoto zplsobu 163by, je viak
jesté daleko.!

Predpokladd se, Ze PDT vytvofenim reaktivniho kysliku rezultuje v oxidativni
poskozeni bun&nych organel. Tento typ poskozeni podporuje kombinaci biochemickych,
genetickych a molekuldrnich zmé&n, které maji na normalni bwiiku destruktivai Gdinek.
Nekréza a apoptéza jsou také vyznamnou soudasti PDT-vyvolaného procesu usmrceni
butiky.! Fotosenzitizér se béhem celého fotodynamického procesu ve tkani zpétné regeneryje,
a proto jedna molekula fotosenzitizéru muZe zplisobit vznik v&t§iho mnoZstvi reaktivniho
singletového kysliku.? Uginek PDT na nédorovou tké se diky této regeneraci PS zndsobuje.

Hlavnim cilem kazdé protinddorové terapie je selektivita zaméfend na znienf nebo
poskozeni nemocnych bunék, zatimeo zdrava tkan zistava nedotéena. Tradiéni protinadorova
terapie zahrnujici chirurgickou 1é¢bu, ozafovéani a chemoterapii se jiz od podatku sna?{ docilit

Jemné rovnovahy mezi destrukci tumoréznich bunék a zachovinim bungk zdravych.




Ve vétsing piipadi se nedaii dosahnout této rovnovahy a lé¢ba je provazena fadou vedlejsich
1éinkd (zejména co se tyfe chemoterapie a ozafovéani) nebo neni schopnd odstranit loZisko
Gplng (chirurgie).”

PDT ma tedy nékolik mozZnych vyhod oproti chirurgii a radioterapii: je ve srovnani
s témito dvéma metodami zcela neinvazivni metodou, jeji uéinek mizZe byt pfesn& zacilen
na postiZzenou tkdn, opakované davky mohou byt podavany bez omezeni celkovou limitni
davkou, b&znou pii radioterapii, a 1édebny proces zanechéva pouze malé & Zadné jizvy.?

Ur¢itou nevyhodou PDT je viak skuteCnost, Ze tuto metodu nelze pouzit pro 1é¢bu
pokrocilych a generalizovanych onemocnéni, protoZe ozafeni celého t&la dostateénymi
ddvkami svétla neni v soucasnosti mozné. Nicméné i pfesto mize PDT u téchto pokroéilych
onemocnéni zlepSit kvalitu Zivota a prodlouzit pfeziti u pacienti. Pro ¢asné ¢i lokalizované
nemoci viak PDT miZe znamenat selektivni a velmi G¢innou terapii s mnoha potencidlnimi
vyhodami oproti ostatnim terapeutickym alternativam. Samostatna 1é¢ba pomoci PDT miiZe
zcela eradikovat dané onemocnéni s pom&mé vybornym kosmetickym vystedkem.?

PDT je v soudasnosti novou perspektivni metodou zavedenou jiz do klinické praxe,
jeZz kombinuje vysokou tuéinnost na nadorové buriky se selektivnim zdsahem na postiZené
misto a s minimélnim vyskytem vedlejdich neZadoucich G&inka.? ZvySené selektivity v zasahu
na cilové buiiky je dosaZeno jednak zlepSenou kumulaci fotosenzitizéru v nadorové tkani,
jednak ozéfenim pouze uréenych oblasti. Jednotlivé slozky PDT jsou totiZ bez piitomnosti

ostatnich netoxické.*



1.2 HISTORIE PDT A VYUZITI SVETLA V TERAPII

Pogatky vyuZiti svétla jako terapeutického agens lze vysledovat nékolik tisic let zpét.
Jiz stafi Egyptfané, Indové nebo Cifiané pouzivali svétlo k16¢b& nékterych koznich
onemocnéni (napf. psoriasis, vitiliga nebo dokonce i rakoviny), infekei ricketsiemi nebo
nékterych psychoz. Také zndmy fecky lékai Hérodotos, zvany téZ ,otec helioterapie®,
zdfiraziioval vliv svétla na obnovu zdravi.

Aviak roziifeni se této 1é¢b& dostalo a¥ na konci 19. a po&itkem 20. stoleti.
Fototerapii (&ili pouZiti pouze svétla k 1é¢bé riznych onemocnéni) rozvinul na pfelomu 19. a
20. stoleti dansky lékaf Niels Finsen, ktery popsal, Ze ozéfeni &ervenym svétlem zabrariuje
praskéani nedtovicovych pustul. Pokracoval v praci dal a za pouZiti ultrafialového svétla 1€cil
ko¥ni formu tuberkulézy, za coZ obdr¥el v roce 1903 Nobelovu cenu.?

Dal3i formou lécby vyuZivajici svétlo je fotochemoterapie. Jedna se o kombinaci
podani fotosenzitizujici latky (,,fotosenzitizér”, photosensitizer (PS)) nasledované ozafenim
tkané, ve které je PS pfitomen. JiZz Stafi Egyptané pouzivali peroralné podavané rostliny
obsahujici psoraleny a sluneéni svétlo k 1écbé vitiliga. Ale az od sedmdesatych let 20. stoleti
doznala 1é¢ba lupénky pomoci psoralend aktivovanych UVA svétlem (PUVA terapie)
rozvoje. V soudasnosti se pouzivda PUVA také pro 1é¢bu vitiliga a v imunoterapii.

Vlastni fotodynamickou terapii lze povaZovat za podskupinu fotochemoterapie.
Kromé svétla a PS je dal3i dilezZitou sloZkou G&inku jesté kyslik, bez néhoZ by G¢innost PDT
byla taktka nulova. PDT pracuje na principu piedani energie absorbované PS molekularnimu
kysliku, z n¢hoZ vytvafi reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS) jako napf.
volné radikaly a singletovy kyslik. ROS nasledné napadaji okolni biomolekuly, dochézi
k jejich oxidaci a porugeni funkce v buiice, coZ vede ke smrti buriky takto zasazens.”

Moznost indukce bunééné smrti interakei svétla a chemikalii je znama vice nez 100
let. Prvni pozorovéani provedl Oscar Raab, student mediciny, jiz v roce 1900. Dal$imi byli
Von Tappeiner a dermatolog Jesionek, ktefi v roce 1903 aplikovali topicky eosin a bilé svétlo
pii 1é¢b& koZniho nadoru. Von Tappeiner zjistil, Ze pro aéinny efekt je zapotiebi také kyslik a
nasledné v roce 1907 poprvé pouzil vyraz ,fotodynamicky efekt*.

v poloving 19. stoleti. Prvni pozorovani provedl vroce 1911 Hausmann, ktery zjistil, Ze

kombinace hematoporfyrinu a svétla zabiji prvoky rodu Paramecium a Servené krvinky.




V roce 1955 byl pfipraven z hematoporfyrinu jeho derivét (hematoporfyrin derivate —
HpD), jez se vyznadoval daleko vy$8i uéinnosti. Tato latka se pozdéji stala zdkladem pro
v soutasné dobé nejrozdifenéjsi fotosenzitizér - Photofrin®, pouZivaného k terapii nadoru
mo&ového méchyte.”

Prvni experiment v moderni éfe vyuZiti fotosensitizace pro 1édeni rakoviny se objevil
vroce 1972.° Richard Lipson, ktery se zabyval hematoporfyrinovymi derivaty (HpD)
vyuzitelnymi pro detekei tumort, byl prvni, kdo skuteéné vylé€il pacienta (metastaticky nador
prsni strany hrudniku).® V roce 1975, Dougherty a kol. demonstrovali, Z¢ HpD a svétlo
z Cervené oblasti svételného spektra mohou selektivng niit nddorové buiiky bez poskozeni
zdravé tkand.” Dougherty také provedl prvni rozsdhlejsi studii s 25 pacienty s celkem 113
primarnimi i sekunddrnimi nadory kiize. Z téchto 113 loZisek se 98 zhojilo uplné, u 13 byla
pozorovana pouze &asteEnd odpovéd’ a 2 loZiska se ukazala byt k 1é¢bé rezistentni.?

Od té doby se rozbéhly daldi studie na uziti PDT nejen k 1é¢bé nadori kize a
modového méchyfe, ale i dalgich, napf. rakovina plic, jicnu, konedniku.?

Problémy s Gistotou derivati hematoporfyrinu (HpD) pfipravenymi Schwartzem v 50.
letech 20. stoleti®, jejich absorpéni vinovou délkou a opozdénou fototoxicitou, vedly v 80.
letech 20. stoleti ke hledani novych sloudenin slep§imi vlastnostmi jak z hlediska
farmakokinetiky, tak z hlediska fotodynamickych vlastnosti.” Tak se dospélo k PS tzv. ,druhé
generace”. Také nékteré znich uZ byly zavedeny do praxe (kyselina aminolevulinova,
verteporfin, temoporfin) a to nejen k 1é¢bé rakoviny, ale i napf. v oftalmologii (zatim jedinou
oftalmologickou aplikaci je 1é¢ba senilni makularni degenerace).” V dnesni dobg rozlifujeme
tfi generace fotodynamicky aktivnich latek, o nichZ bude pojednano déle.

V souc¢asné dobé je naprosta vét§ina PS momentalné pouZzivanych nebo testovanych
v PDT zaloZena na tetrapyrolech® (porfyriny, chIériny, bakteriochloriny a ftalocyaniny) a zdd
se, Ze porfyriny obecné budou i nadale v této oblasti dominovat.

Vzhledem ktomu, Ze doposud nejroziifengjdi a nejpouzivangjdi PS zaloZeny |
na porfyrinovém cyklu — Photophrin® - ma znagny potet vedlej$ich Géinkd a pro PDT
nezadoucich vlastnosti, byl vyzkum zaméfen na nové typy PS. Byly formulovany urdité
vlastnosti idedlniho PS (viz. dale), a i kdyZ je ziejmé, Ze Zadna z latek se nemiZe za idedlni
povaZovat, Ize u nov&jsich latek hovofit o uréitém piibliZeni se onomu idedlnimu ps.t

Rozvoj PDT bude tedy vyzadovat nové (i¢inné fotosenzitizéry s absorpci v dalekém
gerveném a blizkém infraderveném spekiru a vykazujici minimalni koZni fototoxicitu.
K posileni vyvoje novych litek a lepimu porozuméni jejich farmakokinetiky a biodistribuce

je potfeba objevit cilend specifické fotosenzitizéry (tzv. , targeting™).




1.3 FOTODYNAMICKA TERAPIE

Mechanismus PDT

Zékladni mechanismus fotodynamické terapie zahrnuje tfi zakladni komponenty
(obr. 1). Prvnim je fotosenzitizér — svétlo absorbujici molekula, kterd se aktivuje druhym
elementem, svétlem odpovidajici vinové délky. Treti slozkou je molekuldmi kyslik, ktery je
vyuZivan v pribéhu fotochemické reakce k vytvoreni singletového kysliku — cytotoxického

agens, které nasledng zni&i neoplastickou tkasi,'®

Fotosenzitizer
(excitovany stav)
Tkafovy
T kyslik
svétlo -
> Fotosenzitizér
(zékladni stav) ROS
Bunééna
toxicita

Obr. 1. Zjednoduleny princip PDT

Fyzikalnim zakladem PDT je aktivace PS svétlem vhodné vinové délky. Vinova délka
svétla aktivujiciho PS je pro pouZiti PDT velice limitujici. Svétlo o°niz3ich vinovych délkéach
pronika Zivymi tkdnémi pouze do hloubky nékolika milimetrii a zasaZena oblast je velice
mala, PH niZ8ich vinovych délkach dochazi k pohlcovani svétla endogennimi chromofory,
jako je naptiklad hemoglobin. I toto je jeden z divodd, proé se pfipravuji nové PS. Plvodng
do terapie zavedeny HpD (Photofrin®) totiz kromé jinych nezidoucich vlastnosti ma také
velice nizkou maximalni vinovou délku vhodnou pro aktivaci — 630 nm. Optimalni rozpéti
vinovych délek se pohybuje v oblasti 630 — 800 nm. Daldi zvySovani nad 800 nm pak jiZ neni

piili§ iéelné z hlediska nizké energie zafeni, jeZ nemusi dostadovat k u€inné aktivaci PS?



Po absorpei svételného kvanta se PS transformuje ze zakladniho singletového stavu
(PS?) do velice kritce trvajictho (v jednotkich nanosekund) excitovaného singletového stavu
(PS*)’, ktery vede k produkei cytotoxického agens a nekréze tumoru. Tento mechanismus

miize byt popsan nasledujicim schématem:*

PS — PS® — Cytotoxické agens — Biologické poSkozeni — Bunééna smrt

Fotosenzitizér + svétlo — Aktivovany fotosenzitizér
Aktivovany fotosenzitizér + kyslik — Fotosezitizér + aktivovany (singletovy) kyslik
Aktivovany kyslik + cilova tkii — Oxidovana (znicena) tkai

Obr. 2: Mechanismus vyuZiti energie svétla v PDT k biologickému poskozeni a néasledné bun&éné smrti

nadorovych bungk

Zatimco prvai a posledni krok jsou zndmy pomémé dobie a je jasné, Ze excitace
fotosenzitizéru povede k bunétné smrti, mezikroky nejsou tak zfetelné a je to smés dohadu a
nepfimych dikazi. Obecné vSak mechanismus PDT zahrnuje dvé &asti — fotofyzikalni a
fotochemické vlastnosti fotosenzitizéru a jeho schopnost produkovat cytotoxické agens je

prvni, druhou pak biologicka odpovéd buiiky vystavené plisobeni cytotoxického agens.'®

Fotosenzitizér (PS) se obvykle poddvd intravenézné a rychle se distribuuje
do télesnych tkani. Zjistilo se, Ze zhruba za 48-72 hod. po podéni je moZno zaznamenat
znatelny vzestup koncentrace fotosenzitizéru v tumorédzni tkdni v porovnani s okolni zdravou
tkani.!' I piesto, Ze se jednd o intravendzni (systémové) podani fotosenzitizéru, je presné
lokalizace G¢inku fotodynamické terapie dosazeno diky precizni aplikace svétla na postiZenou
tkdn — véidinou je totiz zdrojem svétla laser a tudiz lokalni Uinek pievazuje
nad systémovym.’

Nékteré PS jsou schopné dosahnout vy3Sich koncentraci v nadorové tkdni neZ
v okolnich zdravych tkdnich. PfestoZe nenf pfesny mechanismus, ktery tento fakt zapfi¢iiuje,
v soucasné dobé plné zndm, je selektivita takového vychytavani (,,uptake®) fotosenzitizéru
pravdépodobné dana abnormdlni fyziologii tumordzni tkdné - napf. niZ$i intratumordlni pH,
snizené lymfatické odvodnéni, zvySend fagocytéza, zvySend propusinost cévni stény
v tumorozni tkani, zvySené mnoZstvi receptort pro bunééné proteiny (napf. lipoproteiny)

na bun&né membrang, které jsou schopny navézat fotosenzitizér.»'*"3
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Targeting a selektivita PDT je umoZnéna pomoci fady faktorli, znichZz tim
nejdiileZitéj$im je v podstaté aplikace svétla vhodné vlnové délky pfimo na postiZenou tkai.
S pouzitim modernich optickych vldken a riznych typh endoskopt miize byt adekvatni davka
svétla pfesné aplikovana v jednotlivych €astech organismu. Reaktivni formy kysliku vzniklé
ptsobenim PS v nadorové tkdni maji velmi kratky polofas existence, a tudiZ se deaktivuji
diive, nez by se stadily uvolnit z bunék, ve kterych byly vyprodukovany, a ovlivnit tak okolni
buiiky zdravé tkans.’

K ozafeni niddorové tkané vSak nedochazi ihned po aplikaci vlastniho PS, nybrz aZ po
uréitém Casovém useku, ktery se oznacuje terminem ,,drug-to-light” interval. Jedna se o dobu
potfebnou pro distribuci PS v organismu a jeho selektivni kumulaci v postizené tkéani. Po

cileném ozafeni nadorové tkané je astedné zasaZena i okolni zdrava tkan, kterd se viak

bhem 6-8 tydnii zp&tn& regeneruje, zatimco nadorova tkad je po zasahu PDT znidena.’

11




Fotofyzikalni zaklad PDT

Fyzikdlnim zékladem PDT je aktivace fotosenzitizéru svétlem vhodné vinové délky.”
Svétlo deldi vinové délky penetruje hloubgji v ozdfené tkdni, proto by idedlni fotosenzitizér
mél byt latkou, kterd absorbuje svétlo vinovych délek blizkych infraervené oblasti spekira
(obr. 3)." Pokud by totiz PS vykazoval absorpéni maximum v oblasti nizkych vinovych
délek, nedoslo by k jeho aktivaci kvili minimalni prostupnosti svétla s nizkou vinovou délkou
tkdngmi. A navic by tato skuteCnost mohla zpisobit vyssi koZni fotosenzitivitu. Naopak
u fotosenzitizéru, ktery by vykazoval absorpéni maximum pfi vysokych vinovych délkach
(A>800 nm), by nemé&lo svétlo dostatednou energii pro aktivaci tohoto fotosenzitizéru
ze zékladniho singletového stavu do excitovan¢ho singletového stavu. Proto se optimalni

rozpéti vinovych délek pohybuje v oblasti 630 — 800 nm."?

nm 800700
kN membrina
Y e
krev ;
i i
1cm et P
arterie N
X

Obr. 3: Zavislost prostupnosti svétla do tkané na vinové délce

PDT je z4visla na pfitomnosti molekuldrniho kysliku, To pfedpokladd, Ze singletovy
kyslik tvofeny v prilbéhu fotosenzitizace z molekuldrniho tripletového kysliku je hlavnim
toxickym agens plisobicim v pribéhu PDT. Modifikovany Jablonského diagram typického

fotosenzitizéru vysvétluje princip fotofyzikalniho procesu (obr. 4)."
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Ahsorpce svétla
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7. Vodikovy nebo elektronovy
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ENERGIE

0Obr. 4: Modifikovany Jablonského diagram chovani typického fotosenzitizér.

Jak uz bylo fedeno, PS se po absorpci svételného kvanta dostivid ze zdkladniho
singletového (v tomto stavu obsahuje PS dva elektrony s opaénym spinem v orbitalu s nizkou
hodnotou energie) do excitovaného singletového stavu (jeden z téchto elekirond se dostava do
orbitalu s vy33i energii, ale stdle si zachovava sviij spin). Z této energetické hladiny se PS
miZe uvolnit n€kolika zplsoby zahmujicimi jak procesy radia¢ni (fluorescence — vyzareni
svétla), tak neradiaCni (vnitfni konverze — vyzdfeni tepla, a tzv. ,intersystem crossing® —
1SC).1

U vnittni konverze dochdzi ke srazkdm s molekulami rozpoustédla a k uvolnéni energie
ve formé tepla. Néktefi autofi povazuji tento proces také za jeden z dilezitych pii vlastnim
uéinku na buiky.

Zvlastni vyznam pro PDT md proces pfemény excitovaného fotosenzitizéru
intersystémovou pfeménou (cesta 4 na obr. 3). Procesem ,,intersystem crossing® (ISC) se PS
dostava do svého tripletového stavu (T;). Vzhledem k tomu, Ze pii ISC dochdzi k inverzi

spinu jednoho elektronu (Cili je to proces ,,spinem-zakdzany; elektrony ziskavaji totozny
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spin), je daleko méng preferovany nez tzv. ,,povolené™ procesy. Oviem dobry PS prochazi
timto procesem s vysokou pravdépodobnosti, coZ je podstatné pro vlastni fotodynamickou
aktivitn. Molekula pak miZe relaxovat z tripletového stavu T} dvéma zpiisoby: vyzifenim
fotonu ve formé& fosforescence (cesta 5) a bez vyzafovani spinovou vyménou s jinou
molekulou v tripletovém stavu.”

Druhy zptisob je jiz viastnim zdkladem PDT. Zahrnuje dva procesy, které miZeme
rozdélit na tzv. fotoproces typu I a II. Oba fotoprocesy se objevuji soutasné a pomér mezi
nimi je silné ovlivnén pouZitym PS, substrdtem a koncentraci kysliku, Vieobecné se piijim4,
ze fotoproces typu II, pfi némZ vznika singletovy kyslik, je zejména odpovédny za vlastni

fotodynamicky u&inek.?

Oxidované produkty PS Oxidované produkty
0, hv | Substrat
Radikaly, ionty «—— PS* ———» !0, 14
FOTOPROCESTYPU I FOTOPROCES TYPU II

FOTOPROCES TYPU I - je proces odstépeni vodiku nebo transfer elektronu mezi

excitovanym stavem fotosenzitizéru a substratem, rozpoustédlem nebo jinym fotosenzitizérem

a vytvofeni radikald a radikalovych iontd. Tyto radikdly jsou velmi reaktivni a mohou
interagovat s molekularnim kyslikem a vytvofit reaktivni druhy kysliku, jako je napf.
superoxidovy anion, nebo zptlisobit neopravitelné poSkozeni. Tyto reakce zpisobuji oxidativni
poskozeni a mohou eventuelné vést k cytotoxickému efektu pozorovanému v pribéhu PDT. '
K tomuto fotoprocesu dochazi hlavné za podminek sniZené€ koncentrace kysliku. Pii Gplné
anoxii totiZ reaguje excitovany fotosenzitizér pfimo s okolnim biologickym substratem.?
FOTOPROCES TYPU II — je proces prenosu energie z tripletového stavu

fotosenzitizéru na zakladni stav molekuldrniho kysliku vedouci k vytvofeni excitovaného
stavu kysliku zndmého jako singletovy kyslik ('0,).'"° Tento singletovy kyslik nema

schopnost penetrovat hloubé&ji, nez je pfiblizné Sitka lipidové bunécné membrany. Tim je
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prakticky zaruéeno, Ze pfimym t¢inkem PDT budou usmrceny pouze bufiky obsahujici PS.
Spoledné s urditou selektivitou kumulace v nddorové tkani a ozafenim pouze specifikovaného
mista toto umoZiiuje velice pfesné lokalizovany zasah. Tento typ fotoprocesu prevazuje

pii vy§8ich koncentracich kysliku (obr. 5).2

Reakee IL typu  *0; T

A Intersystem crossin/’ (pfenos energie)
102 N
—— ‘ps*

Absorpce | |Fluorescence

'

Obr. 5: Podrobny mechanismus PDT cytotoxicity: poddni fotosenzitizéru je nasledovéno fotofyzikalni reakei

Oxidované

produkty =9

{(pienos elektronu

Fosforescence Reakee L. typu { ‘H
- &i vodik)

‘OH

e e K O=EQ =D

mazornénou pomoci modifikovaného Jablonského diagramu'®

Singletovy kyslik je velmi reaktivni agens s polofasem existence ve vodé okolo
4 mikrosekund, které napadd okolni biomolekuly (zejména molekuly obsaZené
v membranach, cholesterol, nenasycené mastné kyseliny a aminokyseliny tryptofan,
methionin a histidin a DNA) bud’ oxidaci (obr. 6) nebo cykloadici (obr. 7). Takto
modifikované pak piestdvaji plnit svou biologickou funkci a dochédzi k poskozeni buiiky,

ptipadné az k jeji smrti.>"’

HO

OO0H

Cholesterol

Obr. 6
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Tryptofan
Obr. 7

Role kysliku v PDT

vvvvvv

Tumordzni butiky jsou Spatné zasobeny krvi, coZ vede k lokalni hypoxii. Navic je hladina
kysliku ve tkdni v prib&hu ozafovani ovlivnéna PDT-zplsobenym vaskularnim poskozenim a
produkei reaktivnich druhfi kysliku. Tyto efekty velmi limituji potencidl PDT proti solidnim

tumortim v mistech, kde musi byt zohlednéna hypoxie.'® 1*

Biologicks odpovéd’

Na koneéném zniCeni nadoru se nepodili, jak se zpoédtku predpokladalo, pouze
destrukce ka?dé jednotlivé builky, kterd akumulovala dostate¢né mnozstvi fotosenzitizéru a
byla ozifena dostateCnym mmoZstvim svétla pottebného k produkei reaktivni formy
singletového kysliku. Celkovy PDT efekt je vysledkem spolupiisobeni nékolika mechanismu.
V soulasnosti se pfedpokladaji tii hlavni mechanismy, které umozZiuji kratkodobou i
dlouhodobou kontrolu nadoru a podili se na jeho koneéném zni¢eni. PDT pomoci reaktivniho
singletového kysliku ni¢i bud’ pfimo maligni buiiky v nadoru, zpiisobuje zmény v cévnim
zasobovani nadorové tkang, nebo diky cytokiniim a dal§im mediatorim zan&tu uvolnénym
z napadenych bunék vede k aktivaci imunitniho systému. Obecné se da fict, Ze hydrofobni PS
pisobi spise pfimym efektem na buiiky, kdeZto hydrofilni PS spiSe poskozuji cévy a brani tak
piisunu Zivin. Jednotlivé slozky oviem nelze od sebe navzajem oddélovat a vysledek je vidy
kombinaci viech faktord, jejichZ vliv se méni v zavislosti na pouZitém PS, typu nadoru a

zplisobu ozafeni.”
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Lokalizace PS v burikach zavisi na n&kolika faktorech, pfiemzZ t&mi nejdilezit&jsimi
jsou chemicka povaha PS (molekulova hmotnost, lipofilita, amfifilita, iontovy ndboj, vazba na
bilkoviny), koncentrace PS v burice, inkubaéni &as, sérova koncentrace a fenotyp
zasahovanych bungk."”

Fotosenzitizéry, které jsou méné hydrofobni a maji vice nez dva negativni niboje,
maji tendenci byt polarni a pfestupovat pfes plasmatickou membrinu a jsou tudiz
vychytdviny pomoci endocytézy. Neékteré PS se distribunji velmi rozsahle v riznych
intracelularnich membranach. Mezi nejéast®jsi cile PS vbuikach patfi lysozomy,
mitochondrie (napf. benzoporfyrinové derivaty; tyto PS maji totiz tendenci navozovat
apoptézu v burice pomoci destrukce mitochondrii po ozafeni), plasmatickd membrana (je
méné Castym cilem pro PS, piesto se napf. deuteroporfyrin IX a jeho monobrom- a
dibromderivaty preferenéné kumuluji pravé v plasmatické membrang), endoplasmatické

retikulum a Golgiho aparat."

PDT je komplexni metoda, jejiZz G¢innost zavisi na celé fadé faktori zahrnujicich
chemické a fotochemické vlastnosti PS, velikost podané ddvky PS a typ transportniho
vehikula, ,,drug-to-light” interval, vinovou délku, celkovou energii a pulzni strukturu svétla a

stav oxidace/mnozstvi kysliku pitomného v ozafované tkani.”

Mechanismy bunééné smrti vyvolané PDT

Koncentrace, fyzikalné—chemické vlastnosti a subcelularni lokalizace PS, koncentrace
kysliku ve tkani, vinova délka a intensita svétla a specifické vlastnosti daného typu bun&k

mohou ovliviiovat zplsob a rozsah bunééné smrti.

Typy bunécné smrti

J. F. Kerr byl prvni, ktery pfedlozil diikaz, Ze buiiky mohou podstoupit nejméné dva
odliSné zpisoby bunééné smrti — nekroza a apoptoéza.

Nekroza je prudka a rychla forma degenerace postihujici rozsdhlé bunééné populace.
Je charakterizovand zv&tSovanim cytoplasmy, destrukci organel a roztrzenim plasmatické
membrany, coZ v koneéném disledku vede k uvolnéni intraceluldrniho obsahu bunék,
na ktery reaguje okolni tkafi zpravidla vznikem zanétlivé reakce. Nekroza je oznadovéna jako

nihodnd (neprogramovand) smrt buiiky, kterd je vyvoldna fyzikdlnim nebo chemickym
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poskozenim né€které ze zakladnich bunédnych funkei - toto poSkozeni je nevratné
(irreverzibilni) a nesluditelné s dal$im Zivotem buiiky.”*?'

Apoptdza je oznatovand jako programovand smrt buiiky, pro niZ je typicky vyskyt
pouze Vv jednotlivych burikach, pficemZ okolni tkafi zlstdva nepoSkozend. Béhem apoptozy
dochdzi k ndpadnym zméndm na jadfe, buitka zmen3uje svij objem, vnitrobunéiné
membranové systémy zlstavaji v podstaté dlouho zachoviény, ale odstépuji se od buriky jako
tzv. apoptotickd t€liska. Nakonec se celd buitka zméni v apoptotickd téliska, kterd jsou
fagocytovana okolnimi buiikami. Jedna se tedy o zpisob bunééné smrti, ktery nevyvolava
zéanétlivou reakci okolni zdravé tkang a ta tudf? ziistiva neposkozena. 2**!

Faktory, které rozhoduji o typu bun&cné smrti (apoptéza ¢i nekroza) nasledované
po pouZiti PDT, jsou: typ ozafovanych bunék, subceluldrni lokalizace PS a velikost pouzité
davky svétla potfebné pro efektivni aktivaci PS. Vieobecné se da fici, Ze niZ8i davky PDT

W

vedou spise k apoptéze, zatimco vy$§i davky zptsobuji ve v&tsi mife nekrézu buiiky.”®
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1.4 ZDROJE A PRIVOD SVETLA

Zdroje svétla

Plivodng se pro ozafovéni tkani vrimci PDT uZivalo konvenénich lamp, hlavnd
pfi°léche koznich tumord (obr. 8). Svétlo emitované klasickou lampou bylo nutné filtrovat
zdivodu zahfivani tkdn¢ zpisobené infralervenou oblasti svételného spektra. Dal$imi
nevyhodami t&chto zdrojii svétla bylo jejich komplikované zavadéni na nepfistupna mista,
slozité ovladani a intenzita osvétleni (typicky S0mW/cm?).22

Pfedstaveni laseru kombinovaného s optickym vldknem zvysilo aplikovatelnost PDT.
Pomoci této techniky je moZné ozéfit prakticky kteroukoliv &ast lidského t&la, vietn& pojiva &
kosti, Jako vhodny se jevil helium-neonovy laser, ale nizkd energie emitovaného zafeni
omezuje jeho vyuZiti v PDT. Proto se pouZiva laditelny argonovy laser na béazi barviva. Tento
systém miiZe produkovat zafeni v rozpé&ti vinovych délek od 350 do 700 nm. Nanet&sti jsou
argonové lasery velmi drahé a néroéné na obsluhu. Laser vyuZivajicf pary zlata je jednoduss
a levngj3, ale produkuje pouze svétlo fixni vinové délky 628 nm.

Jednim 2 hlavnich pokroki v oblasti zdrojit svétla pro PDT je dosaZitelnost diodovych
laserd, které jsou pomémé malé, snadno pienosné, velmi spolehlivé a finanéné dostupné

(okolo 20.000 liber ¢i méng) ve srovndni s dfive pouZivanymi lasery.’
Privod svétla

Pro povrchové nidory (zejména koZni tumory) nebo pro nadory dutiny dstni lze pouzit
jednoduchou &o¢ku v kombinaci s optickou m¥izkou. Vysledkem je jednotné ozafeni (obr. 8).
Pro solidni nebo hluboko uloZené tumory se uZiva optické vldkno zavadéné dutou jehlou,
popiipadé navadéné ultrazvukem (obr. 8). Pro intraluminalni a intrakavitdlni ozafovani
nddort napf. v bronsich, ezofagu ¢i modovém méchyti se pouziva flexibilni kiemenné viakno
umisténé v nastrojovém kandlku standardniho endoskopu (obr. 8). Modifikaci konce vidkna®*
nebo umisténim vldkna do svétlorozptylujictho media® mize byt dosaZeno prostorové

distribuce svétla v cilové tkani,
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Obr. 8; Rizmé formy Iifeni svétla poutivané ve fotodynamické terapii. Povrchové ozédteni
konvenéni lampou (I) a laserové svétlo vedené optickym vldknem (II). Intersticialni ozafeni
s cylindrickou (1} a sférickou (IV} rozptylovaci ¢ogkou. Intralumindlni a intrakavitalni ozafeni s
cylindrickou (V) a sférickou (VI) rozptylovaci izotropni &odkou. Sipky zndzoriiuji svétlo
emitované laserem. Pferuiovand ¢ara zobrazuje oblast penetrace svétla.

Tab. 1: Potencialni oblasti aplikace pro PDT’

Cilovy organ Onemocnéni, oblast aplikace
Oko AMD
Kize psoriasis, akné, Kaposiho sarkom, bazaliom
Krev antivirotika, antiparazitika
Imunomodulace artritis, arterialni restenéza, endometrialni ablace
Ostatni

karcinom jicnu, plic, mo¢ového méchyte, prostaty, tlustého stieva

Pozn. AMD = Age-related Macular Degeneration (Senilni degenerace makuly)
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1.5 PROFIL IDEALNIHO PDT-LECIVA

Profil idealni latky pro PDT miiZe byt sestaven za pouZiti obecnych principd PDT a
obecnych zdsad syntézy a marketingu jakéhokoliv 1é¢iva. Jak se ukdZe na nasledujicich
piikladech, n€které aspekty profilu, jako tieba vinovou délku absorpéniho spektra, lze
piedpovédét pom&mé snadno, zatimco jiné, napf. farmakokineticky profil, je mnohem t&23
odhadnout.’

Vlastnosti idealnibo fotosenzitizéru

«Chemicka &istota (zjednodusuje uréeni zavislosti davka-ginek, doby mezi podanim lé¢iva a

ozafenim stejné jako celkové mnoZstvi zafeni) — PS by mél byt chemicky &isty a
znamého sloZeni. Toto je problém u HpD (hematoporphyrin derivative), kde se jedna
0 smés mono-, di- a oligomerd derivatizovaného hematoporfyrinu. U novéjiich PS se

jedna jiZ v&tinou o dobfe charakterizované latky.*

«Jednoduché piiprava fotoaktivni latky
»Snadné syntéza z béZné€ dostupnych vychozich latek; snadnd aplikace do primyslové vyroby
sFotoaktivni latka by méla fluoreskovat kviili vizualni kontrole. Vhodné latky by za pouZiti

fluorescenéni mikroskopie mohly byt vyuZity ke znaden{ subceluldrnich struktur’® %’

-Minimélni toxicita ve tm€ — PS by mél byt toxicky pouze po ozdfeni svétlem vinové délky
vhodné pro jeho aktivaci. Bez této aktivace jsou jeho jiné biologické udinky
povazovany za nezadouci.

sSelektivni kumulace ~ PS by mél vykazovat vyrazné zvySenou kumulaci v nadorové tkani

oproti jinym tkdnim. Jedna se zejména o ukladani PS v kiZi, kdy jeho piitommost
zpiisobuje napf. u HpD néslednou dlouhodobou (aZ 6 tydni) koZni fotosenzitivitu, coz
je pro pacienty velice omezujici.

*Rychla exkrece — Zbyly PS, jeZ ziistava v krevnim feéisti po kumulaci v cilové tkani, by

mohl zplsobovat systémovou toxicitu, a proto je jeho rychla exkrece z téla #adouci.
Tento fakt souvisi s kratkym biologickym polodasem fotoaktivni latky v téle.

*Kvalitni fotochemické vlastnosti — Pro PS jsou Zidouci vysoky ,,triplet state quantum yield*

(®1) a dlouhy ,triplet state lifetime™ (tr), umoifiujici nasledné vysokou produkei
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hlavniho cytotoxického agens singletového kysliku®. Zadouci je tedy velké mnoZstvi
produkovaného tripletového stavu fotosenzitizéru (energie tripletu vy3$i nez
94 kJmol') a velké mnoZstvi produkovaného singletového kysliku (toto splfiuji
hlavné porfyriny, proto také vétdina latek v preklinickém zkou$eni pochazi pravé
z této skupinyzs)

»Dobré spektralni vlastnosti — Zivé tkéné jsou pro elektromagnetické zafeni prostupné pouze

v omezené mife, pfiemZ hloubka dostupnosti se zvySuje se zvySujici se vinovou
délkou. Proto je potfebnd silnd absorpce s vysokymi extinkénimi koeficienty
pfi®delSich vlnovych délkach (v oblasti 650 — 800 nm), kde penetraéni schopnosti
svétla jsou maximalni a energie je stale dostadujici pro u¢innou produkei singletového
kysliku.

*Cena, dostupnost, modifikovatelnost — Nezanedbatelnymi vlastnostmi PS je taé jejich cena,

snadnd dostupnost a pfipadné jednoduchd moZnost modifikace pro zlep3eni

farmakokinetickych parametris.*

Pro hodnoceni kvality fotosenzitizéru byly vypracovany dvé metody, které maji téz

vést k hodnoceni latek potencialng vyuZitelnych p#i fotodynamické terapii.?

Jednou z obecnych vlastnosti barviv, a tudiz i PS, je tzv. ,photobleaching™ neboli
vyblednuti, coZ je definovano jako zirdta intenzity absorpce ¢i emise zplisobena svétlem.
U barviv dochazi plisobenim svétla k chemickym zménam (at’ uz fotoadici, fotocyklizaci,
ireverzibilni fotoredukei nebo nejéast&ji oxidaci), v jejichZz dasledku dochdzi k naruSeni
chromoforu. Jsou zndmy dva typy ireverzibilnich chemickych zmén, fotomodifikace (kdy
dochazi ke ztraté absorpce nebo fluorescence pfi urité vinové délce, aviak chromofor ziistava
zachovan v modifikované formé), a tzv. ,pravy photobleaching® (kdy je chemicky zasah
hluboky a chromofor se rozpadd na malé fragmenty, jeZ nemaji vyznamné&jsi absorpci
ve viditelné oblasti).

Diisledkem pro PDT (dochézi vétsinou k pravému photobleachingu) je to, Ze PS poté
uZ neabsorbuje svétlo, kterému je tak umoZnéno proniknout do hlubdich vrstev. Na druhou
stranu ov3em rozloZeny PS je jiZ neaktivni a nemiZe vykazovat Zidné cytotoxické viastnosti.
Photobleaching se miiZe také podilet na rychlej§im vylu€ovani PS z téla diky jeho rozkladu

vkazit
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1.6 GENERACE FOTOSENZITIVNICH LATEK

Fotosenzitizéry jsou latky schopné absorbovat svétlo specifické vinoveé délky a
transformovat jej na uZite€nou energii. V pfipadé PDT toto zahrnuje v koneéné fazi produkei
letalnich cytotoxickych agens. Existuji stovky pfirodnich i syntetickych barviv, jez mohou
fungovat jako PS v PDT. Klicovou charakteristikou kteréhokoliv PS je jeho schopnost
preferenéni kumulace v nemocné tkani s naslednou produkei cytotoxickych produkti a
indukei poZadovanych biologickych efekti, i kdyZ v posledni dobé se da problém cilené
distribuce PS do pozadovanych tkani obejit n&kolika zplsoby (lipozomy, konjugace
s biomolekulami aj.)."

Obecné se da fict, Ze naprosta vétSina PS momentaln€ pouZivanych nebo testovanych
v PDT je zaloZena na porfyrinovém cyklu. Vzhledem k tomu, Ze doposud nejroziifengjii a
nejpouzivandjii PS - Photophrin® - mé4 znany podet vedlejdich G&inkii a pro PDT
nezadoucich vlastnosti, byl vyzkum zaméfen na nové typy PS,

V soudasné dobé lze znamé PS rozdélit asi do tii generaci. Prvni generaci tvoii
pravdépodobné pouze HpD a vyznaduje se nékterymi nevyhodnymi vlastnostmi, kviili nimz
byly pfipraveny latky generace druhé. Kromé latek odvozenych od porfyrint sem patii i latky
jinych chemickych struktur. Tieti generaci tvoif PS generace druhé spojené s nékterymi

biomolekulami, umozfiujicimi tak cilen&j$i biodistribuci v t3le.*

23




1.6.1 PRVNi GENERACE

Typické latky této generace jsou derivaty hematoporfyrinu (HpD), popt.
protoporphyrinu  IX (Pp IX, obr. 9). Piipravuji se plisobenim kyseliny sirové
na’hematoporfyrin (obr. 10) v prostfed{ kyseliny octové, Jednim z nich je napf. Photofrin 1®
ptipraveny Doughertym™, ktery se po dalsich upravach dostal do klinické praxe jako
Photofrin®.?' Je to oligomer hematoporfyrinu, ale délku oligomerniho fetézce je t&zké presnd
urtit. Photofrin® byl ale piesto pijat zdravotniky USA, Kanady, Japonska a Evropy. Touto
latkou se PDT etablovala na poli 1é¢by zhoubnych nddort hned vedle chirurgie, chemoterapie
a radioterapie.

Prvni generace fotosenzitivnich latek ma ale nékolik zdvaznych nedostatkd, které dale
vedly k hledani létek jinych typd. Jednim z nedostatki je jejich farmakokineticky profil.*?
V ptipadé Photofrinu® je to velice nizka vinové délka vhodna pro aktivaci — 630 nm, a proto
je potfeba vysokych davek jak PS, tak svétla. Déle i po vy¢isténi stale sestava ze smési asi 60
latek, a tudiZ je velice sloZité reprodukovat pfesn& jeho sloZeni. Také vychytavani v nddorech
neni pfili§ selektivni a jeho vysoké koncentrace lze nalézt v jatrech, ledvinach, slezing a
zejmeéna kizi. V kiiZi pak pfetrviva aZ 6 tydni, coZ zptsobuje dlouhodobou fotosenzitivitu a
pacienti nesmi pfijit do kontaktu s ostrym svétlem.*

Photofrin® i pies veskeré vySe uvedené nezadouci vlastnosti pfesto stale zlistava
nejroz3ifendjSim PS a byl uZ zaveden v mnoha zemich k1é&b& prekanceréznich stavi
(Barrettiv jicen, cervikdlni dysplazie) i vlastnich kanceréz (karcinom cervixu, jicnu,
mocoveho méchyie, Zaludku a bronchialni karcinom).

Pouzivaji se také derivaty Photofrinu®. Naptiklad v Rusku byl akceptovan Photohem®
k 1é¢beé rakoviny kiiZe, prsu, jicnu, plic, hrtanu a Zaludku. Také se pouZiva k 1é¢bé psoriazy a

jako profylaxe zékalu kornedlniho §tépu.’

OH

HOOCH,CH,C CH,CH,COOH HOOCH,CH,C CH,CH,COOH

Protoporfyrin 1X Hematoporfyrin
Obr. 9 Obr. 10
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1.6.2 DRUHA GENERACE

Latky druhé generace jsou jiZ chemicky jednotné a snadno charakterizovatelné. Maji
téZ posunuto absorpéni maximum k vlnovych délkam kolem 650 — 800 nm a tudiz je lze
aktivovat svétlem pronikajicim hloubé&ji do tkani. Tyto latky jiz vstoupily do IL a III. faze
klinického zkouSeni nebo jsou jiZz pouZivany v terapii. Patii sem latky zafazené do skupiny
porfyrind, chlorind, benzoporfyrinovych derivatli, etiopurpurind, ftalocyanint a nékteré dalsi
slouéeniny.4

Porfyriny jsou latky pE{rodniho plivodu, které maji ve své struktufe &étyfi konjugovana
pyrrolova jadra a jednotlivé sloudeniny se pak vzajemng li3i typem postrannich fetzet. Jejich
vlnova délka se pohybuje okolo 630 nm."” Porfyrindm jsou velice pfibuzné chloriny a
bakteriochloriny, které maji o jednu (chloriny), pfipadné dv& (bakteriochloriny) konjugované
vazby v makrocyklickém systému méng (obr. 11).* To znamena, Ze vinova délka chlorini je
posunuta do oblasti 650-690 nm. U bakteriochlorinil pak dochézi k posunu vlnovych délek az

do Zervené &asti spektra.'”

. . "
v 4

Porfyrin Chlorin Bakteriochlorin

Obr. 11  Rozdil mezi porfyriny, chloriny a bakteriochlt:ariny4
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Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™)

Zikladni skelet této latky (obr. 12) je blizky porfyriniim (zkratka BPD-MA pochézi
z anglického benzoporphyrin-derivative monoacid ring A), je to derivat benzoporfyrinu. Jeho
absorpéni maximum je posunuto az k vlnové délce 690 nm, pfi niZ pronika svétlo pfiblizné
dvakrat hloub&ji nez pii 630 nm. Verteporfin je velice rychle absorbovan nédorovou tkani,
aviak také velice rychle vyludovan jak z tdchto tkéni, tak z téla* (velkou vyhodou je proto
skute¢nost, Ze verteporfin nezpisobuje generalizovanou koZni fotosenzitivitu trvajici déle nez
24 hodin).” Nejlepsi pomér mezi nidorovymi a ostatnimi tkdnémi je dosaZen pfiblizné
po 30-150 minutéch a pak koncentrace v tumorech opét velice rychle klesa.

I pfesto, Ze selektivita k nadorim neni idealni, je tato latka v po€datecni fazi klinickych
zkousek pro 1é¢bu karcinomu bazilnich bungk kize. Také se dostala do druhé faze klinickych
zkouSek pro nemelanotické koZni nadory, pro 1é€bu psoridzy a psoriatické a revmatoidni
artritidy. V rozvoji jsou téZ studie pro autotransplantaéni léCbu nadorovych onemocnéni
kostni dfené. Od uvedeni na trh v prosinci roku 1999 je dnes tato latka registrovana jiz v 71
zemich (mimo jiné i v CR) pod obchodnim nazvem Visudyne™ a pouziva se k terapii senilni

makularni degenerace (angl. age related macular degeneration, AMD) v oftalmologii.*

Temoporfin (nTHPC, Foscan®™)

Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mTHPC), zastupce skupiny chlorind,
byl syntetizovan jiz v roce 1989 jako souast série porfyrind, ze které se pozd&ji ukazal byt
neji¢inngj§i (obr. 13). Jeho absorpéni maximum sice neni piili§ posunuté k dervené oblasti
(652 nm), ptesto je asi 100x G¢inngjsi nez Photofrin® (stad{ velmi malé davka PS i svétla) a da
se povaZovat za jeden z nejvice fototoxickych PS v soucasnosti zkoumanych.

Farmakokinetické parametry ovSem jiZ nejsou tak pozitivni. Selektivita vychytavani
mezi nadorovou a zdravou tkani je pomémé malé a optimalni ¢as mezi injekénim podanim a
ozafenim se v riznych studiich 1131, 1 kdyZ nejc¢ast&)i se uvadi ¢as 3-4 dny. Tato skuteénost
souvisi s pomérnég dlouho pretrvavajici koZni fotosenzitivitou (cca 2-3 tydny), ktera pacienty
znaéné omezuje. Také kozni fotosenzitivita pfetrvava po dobu 2-3 tydni, coZ pacienta velice
omezuje.

I pies tyto nepiiznivé farmakokinetické parametry byl Foscan® v Hjnu roku 2001

zaveden v nékterych zemich Evropy k1é¢bé rakoviny hlavy a krku rezistentni k jinym
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terapiim. Foscan® je déle v klinickych zkouskach pro 1é¢bu rakoviny jicnu a dysplazie
u Barrettova jicnu. Pfipravuji se klinické zkoudky u karcinomu zaludku, prostaty a kize,
hyperplazie prostaty, sterilizace okoli zdsahu po chirurgické 1é¢b& nadoru nebo proti

bakteriim rezistentnim na antibiotika>.

OH
H,CO0C
HO
H.CO0C N
OH
HOOC COOCH, HO
Verteporfin Temoporfin
Obr. 12 Obr. 13

Etiopurpurin-komplex s cinem (Tin etiopurin, SnET2, Purlytin®)

Také tato latka (obr. 14) patfici do skupiny metalochlorinG (uprostied jidra je
chelatovany kation cinu) mé silné absorpéni maximum (pf 660 nm), aviak pEesto jsou
pro terapii potfebné vysoké davky svétla (srovnatelné s Photofrinem®). Také koni
fotosenzitivita nenf oproti HpD vyrazné niz$i (pfetrvava po dobu asi 10-14 dnfi po podéni).**
Purlytin® je testovan jako prostfedek k1é8b& senilni makularni degenerace a tfeti faze
Kdinickych zkousek je jiz pro tuto aplikaci ukongena.®® SnET?2 se také nachazi ve druhé fazi

zkouSek pro 1é¢bu koZnich metastiz rakoviny prsu a Kaposiho sarkomu u pacientd s AIDS. '

Talaporfin (NPeg, MACE)

Talaporfin (mono N-aspartyl chlorin eg, obr. 15) je daldi ze syntetickych chlorind,
ktery ale vykazuje silnou absorpci pfi vy33ich vinovych délkdch (664 nm). Podobng jako
verteporfin se z tkdni rychle vylucuje, a tak k ozafeni dochdzi po 4 hodinich po intravendzni
aplikaci.’® Kozni fotosenzitivita byla oznatena jako ,dodasnd“.* V Japonsku je uspésné

ukonéena tieti faze klinickych zkousek talaporfinu na 1é&bu &asného stadia rakoviny plic a
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ptipravuje se jeho komerdni vyuZiti v této aplikaci. V USA se zase zkou$i vyuziti této latky
v terapii pokroCilych stadif rakoviny (prostaty, slinivky, plic, rekta), ale i vjinych nez

protinddorovych indikacich (napf. v oftalmologii a kardiologii).37

=
Q
/‘“ﬂ—-—
0
A
HOOC
HOOC
HN™ O
HOOC\)\COOH
SnET2 Talaporfin
Obr. 14 Obr. 15

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

Motexafin lutecium (obr. 16) patii do jiné chemické skupiny neZ predchozi latky
pifbuzné porfyrinim. Jedna se o derivat texafyrinu (s charakteristickym pé&tidusikatym
makrocyklickym jadrem) s cenirdlné chelatovanym atomem lutecia. Mezi jeho velké vyhody
pati silnd absorpce pii dlouhé vinové délce 732 nm a dobra selektivita pro maligni tkéné
s kratkodobou fotosenzitizaci pacienta. Velmi rychla clearence z krevni plazmy umoZiiuje
opakované podéni, co? se jevi jako vhodn&jii nez jedina davka PS.*®

Lutrin je testovan k 16&b& karcinomu prsu.*®

Antrin slouZi k 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni a v soucasné dobé je tato latka
ve druhé fazi klinickych zkouSek pro prevenci arteridlni restendézy a 1é¢bu aterosklerdzy
metodou, jeZ se nazyva fotoangioplastika,*®

Optrin® prodel v roce 1999 prvni fazi klinickych zkousek pro 1é&bu senilni makuldmi
degenerace™, oviem v tom samém roce byly dalsi testy ukondeny a nové informace z této

oblasti aplikace nejsou znamy.*!
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Motexafin lutecium

Obr. 16

Ftalocyaniny (Pc4, Photosense)

Ftalocyaniny (Pc)(obr. 17) jsou dali{ velice nad&nou skupinou PS. S posunutou
maximdlni vinovou délkou absorpce smérem k fervené &asti spektra (670-700 nm) a
zesilenou absorpci pii této vinové délce jsou velice perspektivnimi PS do budoucnosti.
Dilezité pro vlastni PDT uginek je pfitomnost chelatovanych centrilnich kovl a polokovil,
z nichz nékteré prodluzuji trvani tripletového stavu PS, a tim i zvy3uji jeho G€innost v PDT
(napt. Zn, Al, Si).*

Nevyhodou nékterych ftalocyanini je jejich velice Spatna rozpustnost nejen ve vodé
(ftalocyaniny obsahuji ve své molekule ¢tyfi fenylové skupiny, coZ zpiisobuje velmi Spatnou
rozpustnost a sklon k agregaci)ls, ale it v organickych rozpou§tédlech a ztoho vyplyvajici
problémy s aplikaci. Toto lze ovSem vyfeSit chemickou modifikaci na periferii (napf.
sulfonaci) nebo inkorporaci do micel (napt. micely pfipravené z PEG (polyenthylenglykolu)
uzavirajici ZnPc s vysokou selektivitou pro nadorovou tkail)*? nebo lipozémi (piiprava
unilameldrnich lipozémt obsahujicich ZnPc a cholesterol).*?

Rozpustnosti ve vodé se dafi dosdhnout napiiklad sulfonaci, vznikd oviem velice
$patné separovatelnd smeés sulfonovanych produkti. Po ziskani jednotlivych frakei u hlinit¢ho
komplexu (M=Al-Cl, R=SO;H) ftalocyaninu by! sledovan vliv poétu suifonovych skupin
na jeho aktivitu. Bylo zjisténo, Ze disulfonované derivaty jsou nejG¢inn&jsi.* Oviem i smés
derivatil se vyuzivd a dokonce se dostala do tfeti faze klinického zkouSeni proti rakoviné
kiiZe, prsu, plic a gastrointestindlniho traktu.

Dal$im pfikladem sloudenin tohoto typu je Spatné rozpustny zineénaty komplex
nesubstituovaného ftalocyaninu (M=Zn, R=H), ktery byl ve formé lipozémi v prvni a druhé

fazi klinickych zkousek pro 16&bu karcinomu skvaméznich bungk kize.*®

29




Pc4 je zkratka pro kfemiity komplex nesubstituovaného ftalocyaninu (R=H,
M=Si(OH)-Si(CHz3),(CH,);N(CHa),), jenZ byl zkousen ke sterilizaci krevnich produkti®
P¥i studiu na myS$ich bylo také zjidténo potladeni bun&éné imunity, coZ vede k moZnosti
vyuziti této latky jako potencialniho imunosupresiva.*

Dalsi €ast vyzkumu se zabyva hodnocenim Géinnosti ftalocyanini pii terapii
zanétlivych a infekénich koZnich onemocnéni virového a bakteridlniho pavodu, ale i k 1écb&
riznych povrchovych koZnich mykoz, kde bylo zjisténo, Ze pii selektivnim vybéru spravného
typu fotosenzitizéru je ke zni¢eni fungalnich bunék zapotiebi mnohondsobné mendich davek
PS i svétla, ne? k dosaZeni stejného efektu u keratinocyti.*®

Pifidani dal$iho benzenového jidra na periferii ftalocyanini vede k latkdm typu

naftalocyanintl (obr. 18). Tyto latky absorbuji pii velice dlouhych vlnovych délkich (aZ

770 nm), ¢imZ je zvylena terapeutickd hloubka, které mize byt dosaZeno, a lze tyto latky
4

pouZivat i pro vysoce pigmentované nadory — jako napf. melanom.

Ftalocyanin Naftalocyanin

Obr. 17 Obr.18

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

Pongkud jinym pfistupem v PDT je pouZiti ALA. Jednd se o endogenni latku, kterd je
souddsti biosyntetické cesty hemu. Tato cesta je kontrolovana negativni zp&mou vazbou,
pii které vy3&i koncentrace hemu inhibuji konverzi glycinu a sukcinylkoenzymuA na ALA.
Exogenni dodini ALA umoZiuje obejit tento kontrolni mechanizmus a dochazi k syntéze
protoporfyrinu IX (PpIX)(obr. 19), ktery poté funguje jako 0€inny PS. Inkorporaci atomu

Zeleza enzymem ferrochelatasou vzniké pfirozenou cestou z PpIX fotodynamicky neaktivni
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hem. Selektivita k nddorové tkani a Gi¢innost ALA je ddna mnoha faktory, jeZ zahrnuji napf.
zvysenou permeabilitu abnormélniho keratinu, zvySené hladiny porfobilinogendeaminasy,
sniZené koncentrace Zeleza a sniZenou aktivitu ferrochelatasy (to zaruéuje, Ze se PpIX neméni
déle na neaktivni hem). Tyto faktory poté vedou ke kumulaci PpIX v postiZené tkani.*

Doposud prob&hly tsp&iné klinické studie pouZiti ALA v PDT, napi. pro léCbu
nemelanotické rakoviny kize?’, Barretova jicnu®®, a psoridzy.”

Vzhledem k nizké lipofilité ALA se do terapie dostdvaji také jeji estery (obr. 20), které
lépe pronikaji do tkani (zejména pii aplikaci na kiiZi) a po hydrolyze uvoliiuji volnou ALA.

Metvix® je methyl ester kyseliny S-aminolevulinové. Byl zaveden v roce 2001 k 1é¢bg
aktinoidni keratézy a pozdéji také k 1é¢bé karcinomu bazilnich bunék kiize. Dalsi moZné
oblasti aplikace jsou v 16&b& akné a hojeni ran.*

Hexvix® je hexyl ester kyseliny 5-aminolevulinové. Pfipravuje se k marketingu
pro fotodetekci rakoviny mogového méchyfe. Také je ve vyvoji jeho pouZiti nejen k detekei
rakoviny modového méchyfe, ale i kjeji 1é¢bé. Dalsi aplikace, které se pripravuji, jsou
z oblasti gynekologie (detekce a 1é¢ba rakoviny cervixu a vulvy).”

Benzvix® je benzyl ester kyseliny 5-aminolevulinové. PHpravuji se jeho klinické

zkoudky pro fotodetekei a lé&bu rakoviny jicnu.®

0
74
H,N CH
N o]
o R= Produkt
H N/\(\J\OH )
’ o CH, Metvix®
- N " - (CH,):CH,
5-aminclevulinova kyselina I—Iexvix®
HOOC COOH Benzvix
ProtoporfyrinlX
Obr. 19: Syntéza PpIX z kyseliny 5-aminolevulinové Obr. 20 Estery ALA
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Dalsi fotosenzitizéry

VySe zmingné latky patfi mezi hlavni, oviem ne jediné PS, jeZ se pouZivaji nebo jsou
ve stadiu klinickych zkousek. Ve vyzkumu je fada dal3ich latek, at’ jiZ pfirodniho charakteru
nebo syntetickych, jeZ se védci pokousdeji testovat na PDT a pfipadné modifikovat nékteré
jejich vlastnosti, aby odpovidaly nebo se alespoii bliZily poZadavkim na idealni PS. Patii sem

. PR er s 4
mimo jin€ i ndsledujici latky.

Methylenovd mod¥

Tento derivat fenothiazinu (obr. 21), jehoZ absorpéni maximum lezi pfi vinové délce
668 nm, je pouzZivin k dekontaminaci &erstvé zmrazené plazmy.”! Uginng inaktivuje
extracelularné pfitomné viry a je prakticky netoxicka pro°éloveka.® Jeji pouiti in vivo je
oviem limitovano redukci enzymy pfitomnymi v buikidch na leukoformu, jeZ je

fotodynamicky neaktivni.

Rhodaminy

Rhodaminy jsou v burikach specificky vychytdvany mitochondriemi a jsou pouZivany
jako fluorescenéni barviva vzhledem kvysoké produkeci fluorescence. Toto je oviem
nevyhodné z hlediska PDT, protoZe PS poté nepfechdzi uinné ze stavu S; do Ty, ktera je
zakladem pro vlastni fotodynamicky uéinek. Tento problém lze alespon z Casti vyfeSit
substituci t&Zkymi atomy (napf. bromem), které zvy3uji G¢innost pifechodu S;—T; a také
posouvaji absorpfni maximum mimé smérem k&ervené oblasti. Tento posun je
pro rhodaminy, majici bez substituce maximum pfi asi 500 nm, velice diileZity. Bromovany
rhodamin (obr. 22) byl Gsp&iné pouzit vtestech pro autotransplantatni lé¢bu myeloidni
leukémie.”® PFi tomto procesu, ktery probiha ex vivo, dochdzi ke zniZeni nemocnych bungk

kostni dfeng, normalni zdravé buiiky pfeZivaji a jsou poté pouzity k autotransplantaci.

Methylenova modf Bromovany rhodamin

Obr. 21 Obr. 22
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Porfyceny

Jejich absorpéni maximum se pohybuje v oblasti vlnové délky 600-650 nm.
Modifikaci na periferii 1ze dosahnou velice dobrych farmakokinetikych vlastnosti a derivat se
Stytmi p-methoxyethylovymi skupinami, jeZ urychluji vstup do buiky, a jednou acetoxy
skupinou zvySujici hydrofilitu (9-acetoxy-2, 7, 12, 17-tetrakis-(B-methoxyethyl)-porfycen,
ATMPn, obr. 23), patfi mezi nejrychleji vychytavané PS v in vitro studiich vitbec. Latka se
aplikuje pouze topicky k1é¢bé koZnich onemocnéni (psoridza, nemelanoticky karcinom
kfize).”

Hypericin

O této piirodni latce (izolované z Hypericum perforatum — tfezalky te€kované) se vi,
e funguje jako G&inny PS, nebot’ zplsobuje hypericismus (vede ke koZnimu drazdéni a
zvy$enym teplotdm po ozéfeni) u zvitat konzumujicich vétsi mnozZstvi rostlin obsahujicich
tuto latku’* Hypericin (obr. 24) je pro terapeutické vyuziti ve fazi vyzkumu klécbé
proliferativni retinopatie™ a Ize jej vyuZit pro ex vivo fluorescenéni cytologickou detekei

bunsk nidoru modového méchyte v moéi.”®

HCq 5-CHs
O\l_rCH3
0
Ke 0,
H,C CH, Hypericin
Porfycen (ATMPn)
Obr. 23 Obr. 24
Photoclor

Photoclor {obr. 25) patfi do skupiny chlorint, pfesnéji se jedna o derivat feoforbidu-a.
Analogy feoforbidu-a jsou obecné aktivn&jsf neZ podobné latky ze skupiny chlorinl-e¢ (napt.
talaporfin). Photoclor je hexyleter feoforbidu-a (HPPH) a je vysoce selektivni k nadorové

tkani se soutasnd nizdi kozni fototoxicitou nez Photofrin®.”’
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Safyriny

Safyriny (obr. 26) patii do skupiny expandovanych porfyrind (podobné jako
texafyriny). Jejich zakladni pentapyrrolicky makrocykl sjednim p¥mym bipyrrolickym
spojenim absorbuje v oblastech okolo 675 nm. P¥i pokusech na mysich vykazovaly nékteré
latky vysoky pomér rozdéleni PS mezi nddorovou a okolni svalovou tkéni, ale hodnoty

maximalni koncentrace v tumordzni tkéni byly dosaZeny aZ po 3-6 dnech po aplikac:i.58

or~""

]
0

R R
COOH R R
Photoclor Safyrin
Obr. 25 Obr. 26

V soucasné dobé€ jsou do klinické praxe ve svété zavedeny (viz. Tab. 3) pouze ti
klasické PS (HpD, verteporfin, temoporfin) a ALA (a jeji methylester), avak fada dalgich je
jiz v pokroéilych fazich klinického testovédni. I pfes své nevyhodné vlastnosti ziistdva HpD
stile dosud nejrozifendjsim a nejpouZivangj$im PS, vzhledem ktomu, Ze je dosud
nejprozkoumanéj3i. Do popfedi se oviem dostavaji i nov&j$i PS druhé generace a
do budoucnosti se da predpokladat, Ze diky svym vyhodn&j§im vlastnostem a &asto niZ§i

toxicitou postupné vytlaéi HpD z terapie a zaujmou jeho misto.*
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Tab. 2: Vybrané fotosenzitizéry: V¥hody a nevyhody®®

Fotosensitizér Vyhody Nevyhody
Photofrin” snadna piiprava smes
(porfyrin) roz§ifen celosvétove | absorpce omezena 630 nm
| koZni fototoxicita
m-THPC snadna piiprava koZzni fototoxicita
(chlorin) uéinny fotosenzitizér expozice svétlem moZna aZ 9 dni
dlouhovlnna absorpce (650 nm) | po i.v. aplikaci
BPD dlouhovinna absorpce (650 nm) | sloZita pfiprava
(chlorin} nulova koZni fototoxicita nutnost ozafeni do 3 hodin po
i.v. podani
Npeé snadna pfiprava rychle odbouravén z cirkulace
(chlorin) nulova koZni fototoxicita lécba zdvisla vice na plazmatické
hlading neZ na hlading v tumoru
| Lutex snadna piiprava omezena klinicka data
(texafyrin) silna absorpce (660 nm)
velmi efektivni fotosenzitizér
| nulova koZni fototoxicita

Tab. 3: Fotosenzitizéry schvialené pro terapii onkologickych onemocnéni

3

Chemicky nizev Genericky nizev | Datum a zem&, kde Indikace
_ j¢ schvdleno pouziti
HpD, Porfimer sodium Poprvé schvaleno Rakovina plic a
polvhaematoporphyrin v roce 1995; moctového méchyfe,
| (porpfyrin) v soucasnosti povrchni rakovina
pouzivan ve vice nez |Zaludku, jicnovy
40 zemich | adenokarcinom
m-THPC Temoporfin Schvéleno v roce | Paliativni rakovina
(chlorin) 2001 v Evropské unii, |hlavy a krku
Norsku a Islandu
S-aminolevulinova Aminolevulinova Schvaleno v roce Aktinoidni keratdza
kyselina kyselina 1999 v USA
Methyl Methyl Schvéaleno v roce Aktinoidni keratoza,
S-aminolevulinat aminolevulinat 2001 v Evropé rakovina bazalnich
bunék
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1.6.3 TRETIi GENERACE

Jako latky tfeti generace se oznaduji konjugity fotosenzitizéri s riznymi
biomolekulami. Mezi latkami tvoficimi fotosenzitivni ¢ast konjugatli dominuji porfyriny,
ziejmé z diivodu jejich snadné pifipravy. Ve farmakokinetice konjugitu dominuje afinita
porfyrinové &asti k sérovym proteinim. Afinita biomolekul k receptorim na povichu buiiky je
vyjadfena méné. Porfyriny se konjuguji zejména s protilatkami, steroidy, dale se sacharidy a

polynukleotidy.’

Konjugity s protildtkami

Prvni pokus o konjugaci porfyrinovych molekul s protilitkami provedl Mew a jeho
spolupracovnici v 80. letech 20. stoleti.*® V néasledujicich pokusech byl tisp&sny také Hasan®,
ktery se snaZil konjugovat kyselinou polyglutamovou derivatizovany chlorin es s protilatkou
pies uhlovodikovou &ast této protilatky. Selektivni destrukce tkdné, dosahovand timto

konjugatem, byla mnohem lep$i nezli u samotného chlorinu es.

Steroidni konjugaty

Selektivni vychytavani téchto konjugdti se vysvétluje dvéma zdkladnimi zplsoby.
Prvni mo¥nosti je selektivni vazdni na plazmatické LDL proteiny pomoci konjugath
s cholesterolem. Druhou verzi je selektivni ,targeting® na steroidni receptory.

Zajimavou se jevi moZnost inkorporace molekuly estronu (obr. 27) &i progesteronu

konjugovaného s porfyriny do bunék suréitym typem steroidnich receptorii, napf. buiky
1

rakovinného bujeni mediastina.®

Ph

MeO
Obr. 27
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Konjugéty s cukry

Tyto sloudeniny lze ptipravit n&kolika cestami, z nichZ nejjednodussi se jevi pouZiti
pyrrolil derivatizovanych cukry k syntéze porfyrinu (obr. 28).% Ze skupiny ftalocyanin@i se
jedna napiiklad o kiemikovy ftalocynin obsahujici na centrdlnim atomu jednu nebo dveé

molekuly substituované galaktézy.®

kys. p-teluensulfonova

chloramil, TFA

Obr. 28

Mono- a polynukleotidové konjugaty

Konjugace s polynukleotidy je vlastng dal§im stupném konjugitd porfyrini s cukry.
Zajimavé vysledky lze nalézt v praci Jianga a kol.#, ktery spojil monovinylchlorin s rtufnou
soli uridinu. Vysledkem byly regioisomery.

Podobné jako ostatni slougeniny lze s porfyriny konjugovat téZ peptidy® a ligandy
DNA.® Tyto konjugaty vykazuji uréitou receptorovou specifitu in vitro, ale in vivo zatim toto

nebylo pozorovano.

Uzivérové komplexy

Dalsi moZnosti je tvorba tzv. kontejnerovych (uzdvérovych) komplexd.?” V tomto
piipadé se nejednd ptimo o tvorbu konjugatd, ale o uzavieni molekuly PS uvnitf struktur
makrocyklickych slougenin, které tvoii jakousi dutinu, ve které je poutdna molekula PS
nekovalentnimi interakcemi. V (ivahu vzhledem k velikosti molekuly PS pfichazeji pouze
cyklodextriny a calix [n] areny. Tvorbou téchto komplexti se ovlivai piedevsim

farmakokinetika, event. se maskuje vysoka lipofilita PS a zlep3uje se tak jeho distribuce.
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1.7 ZPROSTREDKOVANE ROZPOQUSTENI (SOLUBILIZACE)

Definice a mechanismy solubilizace

Zprosttedkovanym rozpousténim neboli solubilizaci malo rozpustné latky rozumime
podstatné zlepSeni rozpustnosti pfiddnim dalf latky (solubilizatoru) do roztoku. Jedna se
hlavng o zlepSeni rozpustnosti ve vodé, o zplisoby, jak pfipravit vodné roztoky latek, kiere se
samy ve vodé nedostatetn& rozpoust€ji nebo se prakticky nerozpoustéji. Rozeznavaji se

zejména niZe popsané mechanismy solubilizace.®®

Vytvoreni komplexu

Z malo rozpustné latky a solubilizatoru se reakei ve stechiometrickém poméru vytvori
komplex vyznaCujici se lepsi rozpustnosti. Pokud lze pfedem pfipravit definovany tuhy
komplex, je pomér mezi lé¢ivem a solubilizitorem stechiometricky. Casto viak komplex
vznikd aZ pfi rozpoudténi malo rozpustného lé¢iva vroztoku podstatné vétitho mnoZstvi
solubilizatoru, neZ odpovida stechiometrickému poméru. Je vhodné, aby komplex byl podle
moZnosti specificky a v kazdém pifpadé musi byt vratny, aby se po zfedéni té€lesnymi
tekutinami lé¢ivo z komplexu opét uvolnilo a jeho uéinek se zisadng nezménil. K uréitym
zménam doby nastupu a trvani (i¢inku vak zpravidla dochazi.

Sirsi pouziti maji uzdvérové komplexy (inkluzni komplexy) fady malo rozpustnych
lé¢iv s piirodnimi a modifikovanymi cyklodextriny a pfibuznymi makrocyklickymi
sloudeninami. Komplexaci s cyklodextriny lze pfevést do vodného roztoku i velmi lipofilni
(hydrofobn{) 1éGiva, jako jsou steroidni hormmony a v piipadé latek pouZivanych
ve fotodynamické terapii i fada fotosenzitizéri, Nevyhodou je mala specifiénost, komplexuji a
solubilizuji se i neZadouci latky a samotné cyklodextriny nejsou zcela bez u€inku. Rozpustné
organické soli vicesytnych kyselin a hydroxykyselin, vinan ergotaminia, salicylan

fysostigminia apod., maji také do uréité miry charakter molekulovych komplext.®®

Hydrotropni efekt (zména rozpoustéci schopnosti rozpoustédla)
Hydrotropnim efektem se vysvétluje mirné zvétseni rozpustnosti malo poldrnich latek
ve vodnych roztocich nékterych dobfe rozpustnych soli a polarnich neelektrolyth (amidd

apod.). Hydrotropné G¢inné soli a poldrni latky podle stardich nazort zlep3uji schopnost vody
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rozpoustdt mélo polarni latky tim, Ze &astetn& rozrusuji jeji asociovanou strukturu. Ponévadz
se jedna o plsobeni na rozpoudtédlo, je hydrotropni solubilizace nespecificka a

nestechiometricka.®®

Miceldrni solubilizace

Micelarni solubilizace predstavuje vstup solubilizované litky do koloidnich micel
tenzidd. Hydrofilngj$i tenzidy se rozpoust€ji ve vod® a po pfekrodeni kritické miceldrni
koncentrace zde vytvareji micely (shluky) s hydrofilnim povrchem a lipofilni vnitini Casti.
Vodné micelarni roztoky tenzid@ rozpoust&ji lipofilni latky tak, Ze se tyto latky zabuduji
do nitra micel, nebo vytvaii s tenzidem smiSené micely, jedna se o nestechiometrickou a mélo
specifickou koloidni solubilizaci. Reverzni micely tenzidi naopak solubilizuji hydrofilni latky
do prostiedi lipofilnich rozpoustédel (olejd). S micelarni solubilizaci souvisi téZ rozpousténi

latek v mezofazich tenzidi a mikroemulzich.®®

Pridavek kosolventu

Pfidavek kosolventu do vody je vysoce ginnym zptisobem piipravy roztoki fady
malo rozpustnych nepolarnich i polarnich latek. Kosolventem je nevodné rozpouStédlo misici
se s vodou, pfidanim jednoho nebo vice vhodné zvolenych kosolventii do vody vznika smésné
rozpoustédlo se zvy3enou rozpoustéci schopnosti. Kosolventni rozpousténi obecné znamena
rozpousténi ve smésich kapalnych rozpoustédel. Pro pifpravu roztokt 1€¢iv se do vody jako
kosolventy piidévaji zejména organicka rozpoustédla, pfipustna pro dané pouZiti roztoku.
B&Znym kosolventem je glycerol nebo ethanol, novéjsimi kosolventy jsou propylenglykol,
dimethylisosorbid, dimethylacetamid, niZ3i kapalné polyethylenglykoly (PEG 400) apod.

Solubilizace ptidavkem kosolventi se vysvétluje pfiznivym ovlivnénim
Hildebrandova parametru rozpustnosti vzniklého smésného rozpoustedla, které md niZ3{
povrchové napéti nez voda. Nevhodny kosolvent miZe ovdem rozpustnost zhorSit. Vhodné
kosolventy jsou nepostradatelné hlavné pii piipravé roztoki peptidh a jim podobnych 1égiv,
ktera se jen velmi maélo rozpoustgji v libovolném jednotlivém rozpoustédle. SniZeny podil
vody ve smésném rozpoustédle navic zlepSuje chemickou stabilitu [€iv podléhajicich

hydrolytickému rozkladu,®®
Kombinaci ptidavku kosolventd a tGpravy pH lze do spoleéného roztoku rozpustit

nepolami (hydrofobni) 1é¢ivo i soli organickych kyselin nebo zasad. Vyhodné se kombinuje

také solubilizace pomoci kosolventd a tenzidi (napf. polysorbatii 20 a 80), mezi kapalnymi
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tenzidy a kosolventy ostatné ani nelze stanovit ostrou hranici. Solubilizaci vhodnymi
kosolventy a jeji kombinaci lze zvysit rozpustnost fady 1€&iv zhruba 1000 nasobné i vice,
tvorbou komplexu s cyklodextriny vice neZ 100 nasobng, micelarni solubilizaci tenzidy

zpravidla méné nez 100 nasobné a hydrotropnim efektem pouze nékolikanisobns.

Solubtilizace pomoci kosolventi je tedy vysoce iéinnd, kosolventy viak musi spliiovat
piisnd kritéria nezdvadnosti. I tak se roztoky s vy38im podilem kosolventii pfed perordlnim,
oralnim (kloktadla) a parenterdlnim podédnim musi zpravidla fedit. Pfitom neni pfipustné, aby

fedénim do infitznich parenteralnich roztoki dochazelo ke sraZeni 1é&iva &i vzniku zakalu.%®
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1.8 TRANSPORTNI SYSTEMY PRO FOTOSENZITIZERY V PDT

PDT je velice slibna lé¢ebna metoda pro rizna onkologicka, kardiovaskularni, koZni a
o¢ni onemocnéni. Jednim z hlavnich problémd, s kterym se PDT potykd a ktery znaCné
omezuje vyuziti fotosenzitizérii v terapii, je obtiZnost pfipravy farmaceutickych formulaci,
které by byly vhodné pro parenterdlni aplikaci PS. Hydrofobni PS nemohou byt jednoduse
aplikovény intravenézné kvili jejich velmi nizké rozpustnosti ve vod&. A proto probihd v této
oblasti rozsahly vyzkum, ktery se zabyva riiznymi metodami (napf. hydrofilni polymer-PS
konjugace, enkapsulace PS v koloidalnich nosigich jako jsou olejové disperze, lipozémy ¢&i
polymerni &astice — mikro- a nanogistice) umoziujici aplikaci hydrofobnich PS
do organismu. Navic je snaha o piipravu takovych systémd, které by cilené dopravily PS
do nadorové tkan& (jedna se o specificky targeting pomoci navazéni monoklonalnich
protilatek & jinych molekul specificky vychytavanych nadorovou tkéni na molekulu PS) a
nasledng tak sniZily vyskyt vedlejsich neZadoucich G¢inkd PDT (pfedeviim neZidouci vliv

na okolni zdravou tkaii).'®

Viastnosti idedIniho transportniho systému

Idedlni transportni systém by mél umoznit selektivni kumulaci PS poskozenou tkani
tak, aby v cilovych buitkdch byla pEtomna terapeuticka koncentrace PS a minimalni i nulova
koncentrace v okolnich zdravych buiikdch. Dal3i vlastnosti takovychto systémd musi byt
schopnost inkorporovat PS bez jakéhokoli ovlivnéni &i ztraty jeho aktivity. Vzhledem
k vysoké pravdépodobnosti opakovanych aplikaci PS b&hem lécebneého procesu vyvstava
pozadavek biodegradability systému a minimdinfho & Zidného vyvolani imunitni reakce

organismu na pitomnost transportniho systému,”

Jinym diivodem, prod se vyuZivaji nosiée pro transport P'S, je vytvofeni takového
prostiedi, ve kterém by se PS vyskytoval ve své monomerni formé€. Vzhledem k jejich
chemické struktufe ma totiz mnoho PS sklon k agregaci ve vodném prostfedi (tato agregace
PS je d4na snahou hydrofobni molekuly vyhnout se kontaktu s molekulami vody).™

Dal3i diskutovanou strategii v oblasti transportnich systémi je vyuziti receptort cilové

tkAng &i antigend, které by umozZnily specifické vychytdvani PS danymi tkan&mi.'®
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1.8.1 PASIVNi TARGETING

Vzhledem ke skute€nosti, Ze transportni systémy jako jsou lipozémy, olejové disperze,
biodegradabilni polymerni ¢astice a hydrofilni polymer-PS kojugaty vyuZivaji pfirozené se
vyskytujici distribuéni procesy v organismu, oznaujeme tento typ transportnich &astic jako
pasivni targeting.”” Mnoho studii ukézalo, ¥e selektivni kumulace nosi¢t PS v nadorovych
tkénich je ddna fenoménem znamym jako ,,zvySend permeabilita a retenéni efekt®.

Zvy%ena permeabilita cévni stény (vedouci k nekompletni endotelialni bariéfe) a
snizené lymfatické odvodnéni vtumordzni tkéni (zplsobené nedostatenym vytvofenim
lymfatické¢ho systému nebo lymfatickou obstrukei) patfi k mechanismim, které umoZiiuji

témto ¢asticim dosahnout jejich cilové tkdné pouhou pasivni difuzi.'®

1.8.1.1 Lipozdmy

Lipozémy jsou multilamelarni nebo unilamelarni fosfolipidové submikroskopické
castice, které umoziluji inkorporaci lipofilnich ¢&i hydrofilnich lé¢iv do vnitini matrix
vzhledem k jejich ¢asticové povaze (jedna se o koncentricky uspofddané lipidové dvojvrstvy,
které vzaviraji vodny kompartment). Jejich hlavni souéasti (fosfolipidy a cholesterol) jsou
latky, které se ve velkém mnoZstvi b&Zné vyskytuji v organismu a tudiZ zajistuji velmi dobrou
biokompatibilitu téchto &astic v téle.

Pfiprava lipozémii je hojné vyuZivéna jako efektivni pfenasedovy systém PS jak
u experimentalnich studii PDT, tak i pfi klinickych zkouskach, UZitedny efekt téchto
koloidélnich nosi¢t byl popsan v fadé riznych vyzkumd, které ukazaly na vyhody téchto
systému oproti ostatnim, jako jsou napf. vodné disperze PS.

Napiiklad Jori a kol. studovali farmakokineticky profil hematoporfyrinu (Hp)
uzavieného do malych unilamelarnich dipalmitoylfosfatidylcholinovych lipozoma
ve srovnani s Hp rozpuSténym ve fosfatovém pufru (PBS). Po aplikaci téchto systémi
do laboratornich my3f s fibrosarkomem bylo pozorovano, Ze v piipadé lipozémi byla
maximalni koncentrace latky v nadorovych buiikdch mnohem vy33i nez v ptpadé PBS.'¢

Richter a kol. zase pro svij vyzkum pouZili jako PS benzoporfyrinovy derivat
verteporfin (BPD-MA), u kterého porovnavali biodistribuci a vyludovani unilameldrnich
lipozomalnich systémt (L-BPD-MA) oproti PS rozpusténého v dimethylsulfoxidu (DMSO-
BPD-MA) a PS rozpusténého ve fosfatovém pufru (PBS-BPD-MA). Opét po intravendzni
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aplikaci my%im s rhabdomyosarkomem bylo zjisténo, Ze v piipadé L-BPD-MA bylo dosaZeno
vyznamné vy$si koncentrace PS v nadorové tkéni. Natomto poznatku je zaloZeno pouZiti
lipozomélniho transportniho systému verteporfinu (Visudyne®) vPDT terapii senilni
makularni degenerace. Tento zpiisob 1éEby je schvélen ve Svycarsku a USA.™!

Jednim z predpokladd inkorporace PS do lipozémil je zachovani monomermniho
(neagregovaného) stavu PS. Je totiZ potvrzeno, Ze tato monomerni forma PS zvySuje spotiebu
kysliku a je tedy fotodynamicky mnohem G¢innéjsi neZ agregovany PS. Isele a kol. vyvinuli
metodu fedéni pomoci organického rozpoustédla, pomoci které inkorporovali monomerni
Zn-ftalocyanin (ZnPc) do stabilnich lyofilizovanych lipozémé sloZenych ze smesi
1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholinu  (POPC) a 1,2-dioleoylifosfatidylserinu  (OOPS)
v poméru 9:1. Vliv tohoto faktoru byl potvrzen v nasledujicich studiich, ve kterych byl
objeven vztah mezi riznymi stupni agregace ZnPc v lipozémech (vyjadfen jako procentualni
zastoupeni monomerni frakce ZnPc (% MF)) a farmakokinetickymi a biodistribuénimi
parametry. Po intravenézni aplikaci jednotlivych forem agregovaného ZnPc bylo zjisténo, Ze
pologas eliminace latky z plasmy se zvySuje se sniZujicim se % MF ZnPc. Naopak selektivni
vychytavéni latky v nadorové tkéni stoupa se zvySujicim se % MF ZnPc. Frakce ZnPe, u které
doglo v lipozému k agregaci, zplisobila zvy3enou opsonizaci téchto lipozémt, coZ nasledné
vedlo k jejich vychytavini makrofagy a sniZeni celkové koncentrace ZnPc v nadorové tkani.
Tento stupeil agregace miZe pravddpodobné ovlivnit schopnost transportu ZnPc lipozémi
do lipoproteint, které jsou dileZitymi pfenaseéi pro PS do nadorové tkan€. Bylo totiz zZjisténo,
e lipozémy mohou v krevnim feliSti zprostfedkovat pfimy pienos latky (PS) do LDL
(=low-density lipoproteins). Tento transport je nejspi¥ zpisoben destabilizaci lipozomaini
membréany pomoci HDL (=high-density lipoproteins), coz vede ke zvyseni lipozomalni
permeability. Nedostatek cholesterolu v lipozomalni dvojvrstvé je pak na zakladé tohoto

poznatku hlavnim faktorem, ktery zesiluje destabilizaci membrany.'®
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1.8.1.2 Olejové disperze a miceldrni systémy

Disperzni systémy obsahujici emulgdtor a micelarni systémy patii k dalsim
koloidlnim systémim, které jsou testoviany v PDT. V takovychto soustavach dochazi

k vyznamnému zvy3eni rozpustnosti fotosenzitizéru, '°

Olejové disperze

Disperze obsahujici jako emulgitor Cremofor-EL ( = neionogenni polyethoxylovany
ricinovy olej (CRM)) patii kdal$im alternativim, které fe3i problém s rozpustnosti
hydrofobnich PS. Tyto disperze jsou pouZivany pro pifpravu parenterdlnich formulaci.'®
Selman a kol. vyuzili CRM v PDT studiich jako nosi¢ pro purpurinové derivaty, které
nasledné slouzily jako PS v terapii rakoviny mogového méchyte u laboratornich mysi. Tyto
PS byly dispergovany v CRM a v cytotoxickych zkouSkich vykazaly vyrazny pokles
nidorovych bunék v mnohem niZSich davkach neZ v pripadé HpD. Nasledujici studie
provedena stejnou vyzkumnou skupinou ukézala, Ze pokud se pouZije Sn etiopurpurin
(SnET>) vdavce 1 mg/kg, je dosaZeno stejné terapeutické odpovédi v misté nadoru (100%
vylégeni nadoru) jak u CRM disperze, tak u PS obsazeného v DPPC lipozémech. Naopak
v piipad? nizsich davek bylo vy3si cytotoxické aktivity dosaZeno pouze u CRM disperze.™”

Kessel a kol. byli dalSimi, ktefi provedli srovnavaci studii fotobiologickych vlastnosti
SnET> u jeho ethanolického roztoku v porovnani se tfemi typy nosiét: CRM, y-cyklodextrin
(y-CD) a molecusol (MOL; = ve vodé vice rozpustny cyklodextrinovy derivat). Dosli
ke zjidténi, Ze kumulace 1atky v nadorovych burikach je zavisla na &ase a na teploté pro CRM,
v-CD a MOL, nasledkem ¢&ehoz je lokalizace PS v bunéénych strukturach a vysoce efektivni
zni¢eni nadorové tkané. Mezi t€mito tfemi nosi¢i zptisobil CRM velmi efektivni fotodestrukei
nadorové tkang, pfi¢em?Z intenzita tohoto ulinku je zavisld na intracelularni koncentraci
latky.™

Dalsi studie provadéné s SnET, se zabyvaly vazbou tohoto PS na lipoproteiny. Bylo
potvrzeno, Ze hladina SnET, vizaného na LDL je zavisla na lipofilnim charakteru nosice, tzn.
pofadi té€chto nosi¢i je nasledujici: CRM>y-CD>DPPC lipozémy. Ptednostni vychytavani
hydrofobnich PS dispergovanych v CRM nadorovou tkani je pfisuzovano distribuci
zprostiedkované lipoproteiny. Ve skuteCnosti je usp&Snost CRM spojena s degradaci
plasmatickych lipoproteind vyustujici ve vznik ,,pseudo-LDL¥, coZ je novy druh molekuly,

ktery v3ak md elektroforetické chovani lipoproteintl. Toto bylo potvrzeno Woodburnem a
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kol., ktefi porovnavali relativni biodistribuci ketochlorinu solubilizovaného pomoci CRM a
polyethylensorbitan monoleatu (Tween® 80). Vysokd koncentrace CRM (>0,03%) zplisobila
zmény v elektroforetickém chovani HDL, ktery byl nasledné pteménén na produkt o stejné
molekulové hmotnosti jako LDL. Zvysujici se mnoZstvi CRM podporuje vazbu latky na LDL
a naopak sniZuje vazbu na albumin. /n vivo PDT studie prokazaly, Ze vy3si fotodynamicka
{i¢innost je prisuzovana pravé CRM systémim.'®

Vzhledem ke viem zjiSténym experimentdlnim Gdajim se daji CRM disperze
povazovat za vhodny transportni systém pro hydrofobni PS. Nevyhodou ale je, Ze
po parenteralnim podani formulaci obsahujicich CRM jako emulgator byla hlaSena fada
akutnich anafylaktickych reakci. Pitomnost CRM je pravdépodobné pii¢inou téchto reakci a
riziko jejich vyskytu souvisi s ddvkou a rychlosti infuze. Mechanismus této hypersenzitivni
reakce podrobné popsal Dorr a kol. V soucasné dobé je stale obtizné zcela se vyhnout t&émto
neakceptovatelnym vedlej$im G€inkiim, avSak pfesto miZe byt jejich intenzita sniZena pomoci
nizké rychlosti poddvani PS do organismu a pomoci premedikace antihistaminiky a

kortikosteroidy.'®

Miceldrni systémy

Na zikladé téchto neZidoucich G8inkh CRM probiha rozsadhly vyzkum
pH-senzitivaich polymernich micelarnich systémd, které pfedstavuji slibnou alternativu
pro pfenos PS misto disperznich systémi vyuZivajici CRM.

In vitro provedena studie vyuZivajici jako PS chlorohlinity komplex ftalocyaninu
(AICIPc) inkorporovany do riznych typt polymemnich micel ukdzala, Z¢ PS v téchto
micelarnich soustavich vykazuje vyssi fototoxicitu proti nddorovym burikdm nez PS
dispergovany pomoci CRM. Nicméné pfi provedeni in vivo studie se do3lo k zavéru, Ze oba
dva typy transportnich systémt AICIPc vykazuji pfiblizn€ stejnou ¢innost i pfes pomérmné
vysokou clearance zkrevniho fe€iSté, jejich kumulaci ve zdravych tkanich a nizké

vychytavani nddorovou tkéni.”
Emulze, které obsahuji fosfolipidy, sojovy olej nebo Miglyol 812 a jako vodnou fazi

2,5% glycerol v destilované vodé, se rovnéZ pouZivaji jako transportni systémy pro PS

ze skupiny benzochlorinovych derivati.'®
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1.8.1.3 Polymerni ¢astice

Biodegradabilni nanoédstice, které jsou povazovany za alternativu lipozomi, ziskavaji
v poslednich letech ohromnou pozornost jako moZné fransportni systémy v terapii
nadorovych onemocnéni pomoci PDT. Jejich nejvétsi vyhoda tkvi v pienosu velkého
mnoZstvi PS a v moZnosti ovlivnit rychlost uvolfiovani PS z téchto ¢astic. Dal3imi vyhodami
je rozsahly vybér materidlll a vyrobnich procesil, pomoci kterych miZeme nanocastice
ziskat,'®

V této oblasti jiz byla provedena fada experimentalnich studii. Rbézné vyzkumy
] hematoporﬁfri_nemm, ftalocyaniny’’ & m-THPC™® zabudovanymi do biodegradabilnich
nanodastic poskytly povzbuzujici vysledky. Labib a kol. pouzZili tetrasulfonovany zineénaty
komplex ftalocyaninu (ZnPcSs) nebo hlinity komplex naftalocyaninu, které opouzdfili
do poly(isobutylkyanoakrylatovych) (PIBCA) nebo poly(ethylbutylkyanoakryldtovych)
(PEBCA) nanokapsli nebo nanosfér. V nasledujici studii bylo zjiSténo, Ze tato
nanoenkapsulace zvySuje lokalizaci PS v bunikéch, coZ ma za nésledek velmi dobrou in vitro
fototoxickou aktivitu.””

Dalsi vyzkumné skupiny se =zabyvaly inkorporaci ftalocyaninovych derivati
do nano¢astic tvofenymi polyestery jako je napf. poly(D,L-mléénd kyselina) (PLA). Allémann
a kol. provedli srovnavaci studii fotodynamické aktivity dvou riiznych transportnich systémi
zineénaty komplex hexadekafluorovaného ftalocyaninu (ZnPcF;¢) — PLA nanogastice a CRM
disperze. Pfi pouZiti ddvky 5 umol/kg doslo k potladeni nadoru u 100% laboratornich mysi,
kterym byl aplikovan PS ve formé& nanoéastic, zatimco pii aplikaci CRM emulze byl ti€inek
PDT potvrzen pouze u 60% mys3i.

Dalsimi polymernimi &asticemi zkoumanymi v PDT studiich jsou mikrosféry vétsi nez
1000 nm. Doposud zaznamenané studie se viak zabyvaji pouze hydrofilnimi PS. Bachor a
kol. tak ke svému vyzkumu pouZili chlorin e konjugovany v polystyrenovych mikrosférach
(Cee-MS), u kterého zjistili, Ze vykazuje mnohem vy$§i fototoxicky tCinek ve srovnani
s nekonjugovanou latkou v ekvivalentni ddvce. Také se ukézalo, Ze vychytivani Ces-MS
k uplné inhibici nadorovych bunék).

Pies tyto vSechny pomémé zajimavé vysledky je in vivo aplikace t€chto mikroéastic

nevhodn4, protoZe polystyrenové &astice nejsou biodegradabilni.'®
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1.8.1.4 Polymer-PS konjugity

Pomémé zajimavé moZnosti v oblasti transportnich systémt skytd konjugace PS
s vhodnymi polymery jako jsou N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA), poly-L-lysin,
polyethylenglykol (PEG) nebo polyvinylalkohol (PVAL), coZ vede ke zvyseni hydrofility PS.
U PS navézanych na polymery probihé v soudasné dobg rozséhly vyzkum a tyto systémy se
zdaji byt slibnymi pro PDT aplikaci ve srovnani svolnymi PS. Jejich vyhodami jsou
prodlouzeny pologas v krevnim Fedisti, zvydend selektivita k nddorové tkani a velmi dobra
PDT ucinnost.'®

Byla provedena studie, kterd porovnévala biodistribuci a farmakokineticke vlastnosti
AICIPc v ritiznych transportnich systémech: CRM disperze, konjugét PS s PEG a kojugat PS
s PVAL. Z téchto tiech systém@ mél nejlepsi farmakokineticky profil AICIPc-PVAL, ktery
retence jatry, slezinou a plicemi, nejlepsi pomér koncentrace PS v nadorové tkani
ku koncentraci PS v kiiZi, nejlep$i pomér koncentrace PS v nadorové tkani ku koncentraci PS
ve svalech a také nejvyssi a nejtrvalejdf selektivni vychytavani PS nadorovou tkani.”

Dal3im fotosenzitizérem, ktery byl studovan jako konjugat s polymerem, je m-THPC.
Ten byl navazan na PEG a vytvofeny konjugit (PEG-m-THPC) se ukazal byt efektivni
pii zpomaleni riistu nadorové tkané v ekvimoldrnich davkach m-THPC. Dokonce se
potvrdilo, %e PEG-m-THPC je jeté vice efektivni pfi indukci nekrozy nddorovych bunék, coz
bylo dokézano na modelech nékterych nadori. Navic mé tato nekréza minimalni dopad
na okolni zdravé buiiky.

Je dtlezité podotknout, Ze jednim z nejéast¥ji pouZivanych polymerd pro konjugaci
s PS je pravé PEG. Ten ma viak velmi asto riiznou délku fetSzce, coZ zpisobuje problémy
s porovnavanim vysledki jednotlivych studii provadénych s timto polymerem. Délka PEG

fetézce miZe totiZ ovlivnit farmakokinetické chovani celého .S},rstc:’:mu.16
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1.8.2 DLOUHO CIRKULUJICi TRANSPORTNI SYSTEMY

Terapeutické vyuziti koloidalnich nosiéd aplikovanych intravenézné je znacné
omezeno schopnosti mononuklearniho fagocytarniho systému (MFS) odstratiovat tyto ¢astice
z krevniho fe¢idt® pomérné vysokou rychlosti. Nasledkem tohoto procesu dochézi
k nedostateénému vychytavani koloidalnich nosi¢i &i samotného PS cilovymi tkdnémi.

Fagocytujici buiiky maji schopnost odstrarfiovat tyto &astice na zakladé opsonizace —
jednd se o adsorpci ligandli, které jsou schopné interagovat sreceptory piitomnymi
na povrchu fagocytujicich bunék. In vivo studie prokazaly, Ze interakce opsoninu (ligandu)
s Castici zavisi na fyzikalné — chemickych vlastnostech dané ¢astice jako jsou hydrofobicita,
iontovy ndboj, velikost a fluidita jejiho povrchu. Bylo jiz podniknuto mnoho krokd, které se
snaZi predchazet vychytavani téchto nosi¢i pomoci MFS. Jednd se napf. o blokddu MFS
pomoci saturace nebo o modifikaci povrchu ¢astic (nboj, hydrofilicita, stéricka stabilizace).
Pii terapii nadorovych onemocnéni v3ak neni blokdda MFS Zidouci, protoZe peritonealni
makrofagy a Zirné buiiky se aktivné ucastni na protinddorové imunitni reakci (kontroluji tak
rozvoj a rozdifovani nadoru). Proto se viechny dal§i vyzkumy odebiraji hlavn& cestou
modifikace povrchu &astic.'

Na zdkladé riznych studii bylo potvrzeno, Ze vieobecn& probihd adsorpce opsonini
mnohem &astéji na hydrofobni nezli hydrofilni povrchy, coz zpisobuje vyrazné odstrafiovani
hydrofobnich &astic z krevniho feCiité. Aby se piedeSlo tomuto jevu, byly provadény rizné
modifikace povrchovych vlastnost{ koloidalnich Castic, které zcela zamezily nebo pifipadné
minimalizovaly jejich in vive rozpoznavini a vychytidvani pomoci MFS. Toto sniZeni
clearance koloidalnich nosi¢t umoznilo zvySeni celkové koncentrace PS v cilové tkani.

Zvyseni hydrofility povrchi koloidalnich nosiél je moZné nékolika riznymi zphsoby:
pokrytim povrchu &astic pomoci hydrofilni vrstvicky tvofené napf. poloxamery, poloxaminy
& PEG, nebo vmezefenim gangliosidd (napt. GM,) do lipidové dvojvrstvy lipozc')ml"l.16

Allémann a kol. porovnavali biodistribuci ZnPcF s umisténého ve tfech riiznych
typech transportnich systémé: PLA nanogastice (PLA-NC), CRM a PLA nanoddstice
potazené PEG (PEG-PLA-NC). Vysledky vyzkumu ukézaly znainé rozdily v distribuci
ZnPcF ¢ v organismu. V piipad®é nepokrytych nanotastic (PLA-NC) doslo k jejich vyrazné
clearance z krevniho fecidté¢ a vysoké koncentrace PS byly nalezeny v jatrech, slezin€ a
plicich. Maximalnich koncentraci PS v nadorové tkéni bylo dosaZeno u jednotlivych systémi

v riznych ¢asovych okamZicich, pfi¢emZ nejvy3si koncentrace PS v nadorovych buiikach
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bylo dosaZeno v ptipadé PEG-PLA-NC. PEG-PLA-NC se ukézal byt také nejudinngj
pfi terapii EMT-6 nadoru, kdy po podini PS v ddvee 5 pumol’kg doslo k vylédeni 100%
laboratornich mySsi podrobenych vyzkumu, zatimco u CRM disperze se jednalo pouze
0 60%.%

Protektivni Gginek poloxamert byl ndsledné prostudovén Lenaertsem a kol. Zabyvali
se vlivem tfech riznych poloxamerid (238, 403, 407) pouZitych na pokryti nanokapsuli
obsahujici ZnPc na jejich distribuci po intravenézni aplikaci zdravym mySim. Za téchto
podminek se ukézalo, ¥e poloxamer 403 je nejméné G&inny oproti dvéma zbyvajicim. Tato
skute€nost je vysvétlovana kvili jeho kritkym postrannim fetdzctim, které umozZnuji pouze
slabé pokryt{ hydrofobniho povrchu &astic a tudiZ velmi nizké zvySeni jejich hydrofilicity.
Timto se potvrdil vztah mezi sniZenym vychytavanim &astic z krevniho Fedisté a zvysujici se
tloustkou ochranné vrstvy. Nanotastice, které jsou potaZené vétdim mnoZstvim hydrofilnich
molekul, se také minimalné hromadi v jatrech a slezing. Na druhou stranu viak neni zvysujici
se hydrofilita vhodna, pokud jsou na povrch &astice navazany skupiny, které naopak
komplement aktivuji (napt. hydroxylové skupiny). Uginnost stérického stinéni, které je dal$im
mechanismern zabraitujici opsonizaci &astic a zvySujici cirkulaci v krevnim fe&isti, zavis{
na molekulové hmotnosti, povrchové hustoté &astic a na délce fetézce pouzitého polymeru.

Dalsi zpisob, pomoci kterého se d4 prodlouZit setrvani &4stic, respektive lipozom,
vkrevnim obEhu, je modifikace fosfolipidové dvojvrstvy lipozoma pomoci riznych
vhodnych slou€enin. Oku a kol. pouZili BPD-MA umistény do lipozémd, jejichZ lipidova
dvojvrstva je modifikovand pomoci palmitoyl-D-glukuronidu. Tento modifikovany lipozém
se ukazal byt velmi efektivni pfi redukci rdstu nidoru v porovnani s nemodifikovanymi
lipozémy &t BPD-MA solubilizovaného pomoci DMSQ. Zarovefi nebyly pozorovany zadné
vedlejsi uginky (napf. nedoslo k vihovému tbytku u testovanych mys3i). '
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1.8.3 AKTIVNi TARGETING

Za uCelem zvySeni selektivity vychytdvani PS nadorovymi tkdnémi se nejnovéjsi
vyzkumy ubiraji cestou aktivniho targetingu, ktery spoéiva v existenci konjugatil obsahujici
PS a tu &ast, kterd se specificky vaze na receptory pfitomné v cilové tkani (vazebné misto).

Teoreticky ma tento zplisob transportu PS fadu vyhod oproti pfede$lym transportnim
systémim. Jednak je to velmi vysokd afinita vazebného mista kreceptoru €i antigenu
na povrchu cilovych bunék, dale ptima € vysoce specifickd lokalizace zvy3Sujici efektivitu a
selektivitu PS a nakonec z toho vyplyvajici niZ§i efektivni ddvka PS.

Oproti témto vyhodam je uéinnost takovéto strategie ovlivnéna fadou faktordi, mezi
které patii stabilita vytvofeného konjugatu v krevnim fecisti, ochrana proti mozné inaktivaci
béhem transportu, schopnost konjugatu prostupovat fyziologickymi bariérami a nakonec je to
poZadavek netoxicity, neimunogenity a biodegradability celého systému.

Vyse uvedenym poZadavkim vyhovuji dva typy systémil: lipoproteiny
zprostfedkovany transport PS a konjugédty PS s monolklonalnimi protilatkami.'®

1.8.3.1 Lipoproteiny zprostfedkovany transport PS

Na zdkladé existence pfimého vztahu mezi relativnim poétem lipoproteinovych
receptori na povrchu niznych nddorti a vychytavanim PS malignimi burikami, je v poslednich
letech soustfedéna velkd pozornost na klinické vyuziti plasmatickych lipoproteinii. Ze viech
v transportu a uvoltiovani PS do nadorovych bungk.

Tento mechanismus mizZe byt vysvétlen na zakladé skuteénosti, Ze nadorové bunky
patfi k velmi rychle se mnoZicim buiikdm a navic se vyznacuji vysokou permeabilitou.
Exprese LDL receptorti na povrchu téchto bunék je regulovana potfebou cholesterolu. Je
vieobecné znamo, Ze rychle se mnozici tkdné vykazuji vysokou poptavku po cholesterolu,
ktery je potfebny pro syntézu bunééné membrany. Cholesterol ziskavaji buiiky bud’ de novo
syntézou nebo vychytavanim LDL zokoli pomoci receptorii (Apo B/E receptory) nebo
procesem, kiery neni zprostiedkovany receptory (pasivni diftize). Navic mnoho nadorovych
bungk ztratilo kontrolu nad normalnimi regulaénimi mechanismy a exprimuji tak abnormalné

vysoké mnoZstvi LDL receptorti oproti zdravym bufikam. '
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Tyto endogenni &astice jsou sloZeny z lipofilniho jadra, které je z velké Casti tvofeno
estery cholesterolu, a zpovrchové vrstvitky (obalu), kterd je tvofena fosfolipidy,
neesterifikovanym cholesterolem a ,rozpoznavaci™ ¢asti pfedstavovanou apoproteinem
B-100, ktery je tim nejdileZit&jdim prvkem pro targeting.

Lipoproteiny pouZivané jako transportni systémy PS se vyznaduji fadou nésledujicich
vyhod. Diky jejich endogennimu piivodu se pfedchdzi rozpozndvani téchto &astic MFS, coz
vede k del3imu setrvani v plasmé a v biologickych tekutinach, a navic nevyvolavaji imunitni
reakci organismu. Jejich pomé&mé& mald velikost (v priméru 10-23 nm) umoZiuje difiizi
ptes cévni membranu a jejich nepolarni jadro predstavuje vyznamny depo pro lipofilni latky,
které jsou tak dokonale chrangny pfed krevnim prostfedim béhem transportu. PfifemzZ
umisténi PS v lipofilnim jAdfe lipoprotein nemd Zadny vliv na jejich rozpoznavani
bun&nymi receptory.®!

Mnoho studii jiz potvrdilo, Ze LDL se zdaji byt velmi vyhodnymi transportnimi
systémy pro fadu latek a navic zvySuji Uinnost a selektivitu tohoto aktivniho targetingu.
Nicméné selektivita tohoto targetingu zAdvisi na mife vychytavani LDL nadorovou tkéni.
Hydrofobni PS jsou samovolng inkorporovany do lipidového jadra lipoproteini bez jakékoliv
zmény fyzikalnich &i biologickych vlastnosti t&chto astic. Vysledny komplex se ukézal byt
velmi (i&inny terapii nadori u zvitat.' Candide a kol. pfedvedli, Ze je mozné inkorporovat a
130 molekul Photofrinu® II (P2) do jedné &astice LDL. Pfitom nebylo pozorovdno Zadné
viditelné ovlivnéni interakce mezi LDL a jeho specifickym receptorem piitomnym na povrchu
cilovych bungk. Pfesto doSlo jen kmimému zvySeni negativntho ndboje LDL.
Pti porovnavani ¢innosti transportu P2 na zdkladé tfech riznych mechanismii, LDL-P2,
HDL-P2 a vodny roztok P2, bylo zji§téno, Ze pfenos PS pomoci LDL je pfiblizné tiikrat
¢inn&jsi nezli pomoci HDL. Vodny roztok P2 se ukdzal byt nejméné udinny, coZ je
vysvétlovino agregaci P2 ve vod&. Ta nasledné ovlivituje chemické vlastnosti P2. Toto miazZe
vést ke zméné distribuce latky mezi sérové proteiny a negativnimu vlivu na kumulaci PS
v nadorové tkani.*2

Na zédklad& nékolika studii bylo doloZeno, Ze PS smichané nekovalentné s LDL jeSté
pred aplikaci vedou ke zvySeni fotodynamické G¢innosti ve srovnani se samostatné podanym
PS. Barel a kol. zaznamenali, Ze po intravendznim podani hematoporfyrinu asociovaného
se tfemi hlavnimi lipoproteiny (VL.DL, LDL a HDL) do$lo k riznorodé efektivité téchto
komplexti. Specifické vychytavani Hp-LDL komplexu nadorovymi buiikami bylo
mnohondsobné vys&i nez v pfipadé Hp-HDL, Hp-VLDL ¢i samotného Hp.'
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Reddi a kol. provedli srovnavaci farmakokinetickou studii ZnPc, ktery inkorporovali
bud do DPPC lipozébmi (ZnPc-DPPC) nebo vytvofili jeho komplex slidskym LDL
(ZnPc-LLDL), a ty nasledné aplikovali do laboratornich mysi s MS-2 fibrosarkomem. Zjistili,
Ze bez ohledu na typ pouZitého transportniho systému je kinetika eliminace latky ze séra
dvoufizova: eliminace vét§itho mnoZzstvi latky (~70%) je nasledovana pomalou fazi eliminace.
Maximalni kumulace PS v nddorové tkani bylo dosazeno v pfipadé ZnPc-LDL, kterd byla
dvakrat vy$§i nez u ZnPc-DPPC. Tato maxima vSak méla velmi kratké trvani, protoZe
pomémé rychle doSlo ke sniZeni jejich koncentrace v nadoru. Presto se ukazalo, Ze pouhym
jednoduchym smichdnim PS s LDL dochézelo k redistribuci PS mezi nenadorové plasmatické
proteiny. Toto je jednoznacné zplsobeno nestilou interakei mezi PS a LDL, kterd zna¢né
omezuje targeting PS do nadorovych bunék. Aby se pfedeslo tomuto problému, byla jiZ fadou
autorti pouzita chemicki vazba PS na LDL.* Napt. Schmidt-Erfurth a kol. navézali
kovalentné pomoci peptidové vazby Chlorin (Ces) na LDL, pri€emZ optimalni pomeér Ces a
LDL, pii kterém je dosazeno maximalni i¢innosti vychytavani komplexu, je 50:1. Pfi tomto
poméru je vychytavani konjugatu cilovymi burikami tfi aZ ctyfikrat vy$3i nez u samotné latky,
zatimco vychytavani smési Ceg a LDL vedlo v podstaté k neselektivaimu vychytavani volné
latky.®

Ackoliv byly viechny pfedeSlé poznatky ziskdny na zakladé in vifro pozorovani
u zvifecich modeld, objevila se u klinického vyuziti lipoproteinil jako transportnich systémi
tada problémil. Udaje ziskané testovanim na zvifatech totiZ neni moZné prenést na lidsky
organismus, protoZe sloZeni sérovych proteind je odliSné jak mezi jednotlivymi zvifecimi
druhy, tak mezi jedinci téhoZ organismu, a je soufasné jest€ ovlivnén fyziologickymi

vlastnostmi daného jedince (nap¥. metabolické funkce) a dietnim reZimem.'¢
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1.8.3.2 Protilitkami zprostiedkovany transport

Protilatkami zprostfedkovany transport PS patfi k dal$imu zphsobu, pomoci kterého se
da zvysit specifita PDT a zarovefi sniZit vedlej3i neZddouci t&inky spojené s touto terapif.
Tato strategie je zaloZena na spojeni PS s monoklondlnimi protilitkami (MoAb) proti
specifickym antigenim na povrchu malignich bungék. Da se Fici, Ze MoAb tak vytvafeji
obrovskou moznost v usnadnéni transportu riznych latek do poZadovanych cilovych struktur
a to na zakladg specifické interakce MoAb s danym antigenem. Je vieobecné znamo, 7e mezi
nadorovymi a zdravymi buiikami existuji charakteristické odlisnosti, jako je napf. zvySend
exprese specifickych antigend a onkoproteint na povrchu nadorovych bunék.

Nekteré in vitro vyzkumy imunokonjugovanych PS vedly k velmi povzbuzyjicim
vysledkiim, pfedevSim u malych nadord vhodnych pro tento typ terapie. Zjistilo se, Ze spojeni
MoAb s molekulami obsahujici PS a cytotoxické latky je mozné bez jakékoliv vyznamné
ztraty aktivity PS & specifity MoAb. Vysledky t€chto pozorovani také odhalily, Ze je potieba
pomémé nizkd davka imunokonjugitu, kterd vyvola vysoce selektivni fototoxicky udinek
ve srovnani s PS a MoAb pouZitych samostatng,'®

Mew a kol. byli mezi prvnimi, ktefi provedli pfedbéZnou studii tykajici se
pouZitelnosti fotoimunoterapie jako potencialni lé¢by rakovinovych onemocnéni. Jejich
vyzkum spodival v pfimém navazani anti-myosarkom M1 (anti-M1)} na hematoporfyrin
pomoci peptidové vazby. In vitro fototoxické zkouSky ukézaly, Ze anti-M1-Hp konjugat
odstranil az 95% T1-nddorovych bungk, zatimco ekvivalentni koncentrace Hp nebo MoAb
nevykazala na riist nadoru Zadny efekt. In vivo zkouska protinddorové aktivity potvrdila, Ze
anti-M1-Hp konjugat potladuje rist naddorovych bunék pii desetkrat niz8i koncentraci neZ
v pripadé samotného Hp.®®

Pfimé spojeni molekul PS s MoAb je pomémé snadno proveditelné a to navic za velmi
mirnych podminek. Nicméné tato skuteénost neposkytuje dostateéné uspokojeni, nebot’ se
zvySujicim se stupném substituce dochéazi k vyznamnému sniZeni antigenni specifity MoAD.
Ztrata protildtkové aktivity je pravdépodobné zplsobend nékterymi modifikacemi
fyzikalng-chemickych vlastnosti MoAb. Toto znaén€ omezuje celkové mnozZstvi latky, které
lze navdzat na jednu molekulu MoAb. Navic vazba hydrofobniho PS mize ovlivnit
rozpustnost protildtky a tim tak je$t vice sniZit mnoZstvi PS, ktery miiZe byt transportovan.

Pro vyfedeni tohoto problému doporuduji n8ktefi autofi ,.spojovaci rameno (tzv.

»spacer arm™), ve kterém je PS spojen s MoAb pfes polysacharid nebo polymern{ nosi¢, jako
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je napf. dextran, polyglutamova kyselina (PGA) nebo PVAL. Vyhodou této nepfimé metody
je moznost navizani velkého podtu molekul PS na jednu molekutu MoAb. Tuto strategii
poprvé popsal Oseroff a kol., ktefi navazali Ces na MoAb proti T-buiikim (anti-Leu-1)
pomoci dextranu. Timto zpisobem se ziskal imunokonjugét, ve kterém 1 mol MoAb vézal
36 mol PS, pfi¢emz bylo zachovéno vice neZ 85% vazebné aktivity MoAb na antigen. Uritou
nevyhodou této vazebné metody je riziko vzajemné interakce jednotlivych MoAb mezi sebou
na zakladg ptitomnosti volnych aminoskupin dextranu. To miiZe zpisobit tvorbu vysokého
stupné agregatii a nasledné vést ke sniZeni G&innosti PDT.'®

Nedavno byla té% piednesena metoda vyuZivajici pro pfipravu fotoimunokonjugitu
poly-L-lysin jako spojovaci molekulu, kterd je schopnd navézat vice molekul Ces a kterd
umozZfiuje zavedeni polykationickych a polyanionickych nabojii do molekuly. Oba odlisng
nabité imunokonjugity si zachovavaji v&t§inu své imunoreaktivity a vykazuji mnohem vice
selektivni vychytdvani a fototoxicitu proti lidskym kolorektdlnim nadorovym butikam neZli
volny Ces. V piedchéazejici studii bylo zjisténo, Ze jak velikost, tak i ndboj konjugédtd maji
zasadni vliv na biodistribuci latky. In vitro bylo pozorovéno, Ze kationicky konjugdt je
schopen dopravit ¢tyfikrat vice Ces do cilovych bunék nezli jeho anionicky konjugat.
Na druhou stranu se viak b&hem in vivo zkouek zjistilo, Ze polyanionicky konjugat poskytuje
po intravendznim podéni mnohem vy38i kumulaci litky v nddorovych buiikéch neZ kationicky
konjugat a navic dochazi ke zietelnému zvySeni vychytivani latky nadorovou tkéni oproti
okolni zdravé tkan&. PH intraperitonedlnim podani je viak vy$§iho mnozZstvi latky, které se
dostane do nadorové tkdnd, dosa¥eno pomoci kationického konjugatu. Zavér vyplyvajici
z téchto studii je, Ze polyanionické konjugaty jsou vyhodn&jsi pro intravenézni aplikaci,
zatimco polykationické konjugaty poskytuji lepSi vysledky pfi aplikaci do t€lnich dutin.'®

Velmi &asto je téZ popisovana skutegnost, e u PS-MoAb konjugétt dochazi k velmi
rychlé eliminaci z krevniho fedisté ve srovnani s nekonjugovanymi latkami. Vrouenraets a
kol. dokazali, Ze po intravendzni aplikaci m-THPC navazaného na MoAb U36 byla clearance
7 krevniho Tedidtd vice vyjadfena u konjugdtd, které obsahovaly vysoky pocet molekul
m-THPC na jedmu molekulu MoAb U36. Konjugit m-THPC-MoAb U36 byl behem in vitro
zkousek fotodynamicky G&inny, aviak znatelnd méné nezli ekvimolarni divka voln€ho
m-THPC.*

Odlignym zplisobem, jak zvy§it mnoZstvi PS transportovaného pomoci molekuly
MoAb, je vyuZiti koloidalnich pfenasedovych systéma, které jsou pokryty molekulami MoAb.
Bylo prokézano, Ze specificky transport litek do cilovych tkéni je daleko vice ulinny
pti pouziti koloidalnich nosiéd pokrytych MoAb neZli v pfipadé systémd bez protilatky.
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Navic zde existuje moZnost pokryt povrch t&chto &astic obrovskym poétem molekul MoAb
(napf. v priiméru 935 molekul MoAb na jeden lipozém). MoAb poté miZou byt na povrch
koloidalnich nositt (napt. lipozdémy a polymerni Castice) navdzdny bud’ nekovalentné
(specificka adsorpce jednoduchou inkubaci molekul PS a MoAb) nebo kovalentni vazbou.
Morgan a kol. uzavieli hlinity komplex sulfonovaného ftalocyaninu (AISPc) do lipozémi,
na jejichZ povrch navazali MoAb 791 T/36. In vitro provedené fotodynamické zkousky
na dvou bunéénych liniich potvrdily okamzitou produkei volnych radikalt a vysoce specifické
usmrceni nadorovych bunék ve srovnani skontrolni bunStnou linii, kterd neobsahovala
pfisludny antigen. Tento cytotoxicky efekt samozfejmé& zavisi na koncentraci latky, hustots
antigend na povrchu cilovych bungk a na Zasovém okamziku, kdy dojde k ozafeni tkang
svétlem vhodné vlnové délky. Bohu¥el pouze omezeny pocet preklinickych studii
provedenych in vive potvrdil usp&iny transport tichto &astic pokrytych MoAb, jelikoZ
dochézelo k jejich &astému vychytavani MFS. Intrakavitalni aplikace imunokonjugatd ptimo
do okoli nadorové tkang tak predstavuje jeden ze zpiisobd, jak omezit MFS vychytavani.'®

Pfes viechny povzbuzujici vysledky ziskané in vitro musi byt jedts vyfeSena fada
problémd souvisejici s pouZitim t&chto konjugati v klinickych zkouskach. In vivo udinnost
PS-imunokonjugatd totiZ zavisi na n&kolika faktorech, které mohou ovlivnit dosaZeni nadoru
a protilatkami zprostfedkovanou lokalizaci v nidoru. Navic nidorova tkafd nemd staticky
charakter, neustdle dochazi ke zménadm v antigennim profilu nadorovych bungk, coZ ndsledns
vede ke ztrdté specifickych receptortl, down-regulaci & skryti receptort. Tato sniZend hustota
antigent zamezuje efektivni lokalizaci MoAb konjugitd a je jednim z hlavnich dtvodd
selhavéni terapie pomoci imunokonjugatii. Pro vyreseni tohoto problému navrhla fada autor
pouZiti riznych typi MoAb, které by udinkovaly proti rliznym antigenim p¥tomnych
na povrchu nadorovych bunék s cilem dosazeni maximalniho fototoxického u&inku.

Dal8i problém, se kterym se potyka vyuziti imunokonjugatd, je takovy, Ze vétsina
protilatek pouZivanych v klinickych zkougkéch Jje my3iho pivodu, tudiz jejich opakovand
aplikace do lidského organismu miiZe vyvolat protilatkovou reakei. Mysi MoAb konjugity
Jsou v organismu rozpoznéany jako cizi ¢astice a naslednd Jsou zneutralizovédny lidskymi
protilatkami. To samoz¥ejmé vede ke zvy$enému odstratiovani konjugati z krevniho fedisté a
nizké koncentraci PS-MoAb v nddorovych buiikach. Kvili sniZeni imunogenicity jiz byla
podniknuta fada vyzkumd. Na jejich zakladé bylo navrieno pouiti lidskych protilatek jako
Castic regulujicich targeting PS do cilové tkané soudasng spojenych se sniZenim intenzity

imunitnf odpovédi (napt. vyuZiti imunosupresivnich latek jako je tfeba cyklosporin A).
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Zvy3eni fotodynamickych selektivnich aéinkii a sniZeni poZadované divky PS miZe
byt rovnéz dosaZeno na zakladé pouZiti molekul specificky vychytavanych nadorovymi
tkdn€mi misto MoAb, jako jsou napf. ristové faktory (napf. epidermalni riistovy faktor),
specifické proteiny (napf. transferin} nebo hormony (napf. insulin). Tyto molekuly mohou byt
bud’ pfimo spojeny s PS nebo pomoci nékterych hydrofilnich spojovacich &lanki jako je napf.
albumin, dextran & PVAL. Napiiklad Akhlynina a kol. potvrdili, Ze nejlepsi fotodynamicka
aktivita proti nddorovym buiikdm s hepatomem byla dosaZena pravé pii pouZiti konjugitu
sérového albuminu sinsulinem a Ces (BSA-insulin-Ceg). Pfes tyto viechny zajimavé
vysledky je vsak pouziti insulin-PS konjugatu v protinadorové terapii omezeno skute€nosti, e

bun&iné linie s hepatomem nemaji na svém povrchu velké mnozstvi insulinovych receptord. '
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1.9 CiL PRACE

PouZiti fotosenzitizérli v terapii nddorovych, ale i dalfch nezhoubnych onemocnéni se
zda byt velmi vyhodné a perspektivni. V praxi viak jejich vyuiti naraZ na fadu probléma
tykajici se pfedeviim pomémé Spainé rozpustnosti tichto litek nejen ve vods, ale i
v organickych rozpoustédlech a ztoho vyplyvajici potize saplikaci. Toto lze oviem
pfeklenout jednak modifikaci PS na periferii nebo vytvofenim vhodného transportniho
systému (jako jsou napf. lipozémy, olejové disperze, miceldrni systémy, transport pomoci
polymernich ¢astic, polymer-PS konjugaty).

Mym udkolem bylo pokusit se pravé o solubilizaci vybranych potencidlné
fotodynamicky aktivnich latek pomoci riznych solubilizitori a emulgitort. U takto
vytvofenych soustav jsem po uréité dob& zhodnotila jejich vzhled a stabilitu. Systémy, které
se chovaly jako dostateéné stabilni i po delsim dasovém useku, byly ndsledné podrobeny
testovani na cytotoxické a fototoxické vlastnosti ve vyzkumném centru v Praze. Na zaklads
zjidténych vysledkd jsem uréila ty soustavy, které by nejlépe vyhovovaly obecnym

pozadavkiim na takové systémy.
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2 EXPERIMENTALNi CAST

2.1 FOTOSENZITIZERY

V nésledujicich pokusech jsem pouzila niZe uvedend barviva:

ZIP-T-44Mg

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato

hoteénaty komplex
relativni molekulova hmotnost = 1699,00 g/mol

molekuldrni vzorec = CggH|36MgN6Sg
procentudlni zastoupeni prvki: C 62,21%; H 8,07%; Mg 1,43%; N 13,19%; S 15,10%
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ZIP-T-37Mg
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2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butoxy)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato hofeénaty

komplex
relativni molekulova hmotnost = 1121,61 g/mol

molekularni vzorec = CsgH72MgN1503
procentudlni zastoupeni prvki: C 59,97%; H 6,47%; Mg 2,17%; N 19,98%; O 11,41%
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ZIP-217Zn

X \2\ \ N J»/ )<
N
S
2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(ferc-butylsulfanyl)-1,4,8,11,15,1 8,22,25-oktaazaftalocyaninato
zine¢naty komplex
relativni molekulova hmotnost = 1291,19 g/mol

molekularni vzorec = CssH7zN14SsZn

procentudlni zastoupeni prvki: C 52,09%; H 5,62%; N 17,36%; S 19,87%; Zn 5,06%
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ZIP-65Zn-8HC]
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2,3,9.10,16,17,23,24-oktakis(2-diethylaminoethylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato zine¢naty komplex (jedna se o sil s kyselinou chlorovodikovou)
relativni molekulova hmotnost = 1635,74 g/mol

molekularni vzorec = C72H| 12N24ngn

procentudlni zastoupeni prvki: C 52,87%; H 6,90%; N 20,55%; S 15,68%; Zn 4,00%
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© Pe123

N---~2n-—
2.3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)ftalocyaninato zine¢naty komplex

relativni molekulovd hmotnost = 1732,15 g/mol
molekuldami vzorec = CosH144N3SsZn
procentualni zastoupeni prvka: C 66,57%; H 8,38%; N 6,47%,; S 14,81%; Zn 3,77%
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Pcl124

2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)ftalocyaninato hofeénaty komplex

relativni molekulova hmotnost = 1691,10 g/mol
molekulamni vzorec = CQGHIMMgNgSg
procentualni zastoupeni prvki: C 68,18%; H 8,58%; Mg 1,44%; N 6,63%:; S 15,17%

63




2.2 EMULGATORY A SOLUBILIZATORY

Veskeré emulgdtory a solubilizatory byly pouzity ve stavu, v jakém byly komer&né
zakoupeny.

CREMOPHOR® RH-40

Cremophor® RH-40 je neionicky solubilizétor a emulgator ziskdvany reakci
hydrogenovaného ricinového olgje s ethylenoxidem. Jedna se tedy o PEG-40 hydrogenovany
ricinovy olej. Pi teploté 20 °C je Cremophor® RH 40 bild a2 nazloutld prithlednd pasta
s charakteristickym mdlym zépachem. Ve vodé a ethanolu tvoii &iré roztoky, pticemz se
zvySujici se teplotou se tyto roztoky zakali. Pfi vy38ich teplotach tvoii s mastnymi kyselinami
a mastnymi alkoholy &iré smési. Hodnota HLB (hydrofilni-lipofilni rovnovdha) je 14 — 16.

Cremophor® RH-40 se pouZivé k solubilizaci lipofilnich latek ve vodé & ve smési
vody a alkoholu. Ve srovnani s jinymi solubiliztory miiZe byt pouzividn v pomémé nizkych
koncentracich. Je téZ velmi vhodnym emulgétorem — uZiva se k emulgaci Sirokého mnoZstvi
hydrofobnich sloucenin jako jsou mastné kyseliny, mastné alkoholy, vitaminy ¢&i dal3i aktivni
latky (napf. digoxin — farmakokinetickd interakce mezi digoxinem a emulgitorem
Cremophor® RH-40 totiZ zvySuje koncentraci digoxinu v butikdch myokardu tim, Ze inhibuje
¢innost membranového transportéru P-glykoproteinu, ktery zapfitifuje efflux digoxinu

z bungk®7),%8

SEPIGEL 305
Sepigel 305 je smés polyakrylamidu, rozvétvenych nasycenych uhlovediké o délce

fetézce 13 aZ 14 uhliki a polyethylenglykol (7) lauryletheru. Jedna se tedy o polymermni
slou€eninu tekuté konzistence.Obvyklé davkovani je 0,3 — 3,0%. PouzZiva se jako zahustujici
a stabilizacni prostfedek pfi pfipravé emulzf, krémd a geld za pokojové teploty. Pouhym
smichénim Sepigelu 305 s vodou tak vznikaji gely, aniZ by vyzadovaly jakékoliv pfedb&zné
bobtnani ¢i neutralizaci. Jeho daldi vyhodou je pouZiti v 3irokém rozmezi pH (2-12),
pfi kterém je dostaten& stabilni. Navic ma i pomé&me dobrou toleranci - 3% roztok Sepigelu

305 ve vodé nedrazdi pokozku ani oko.*

64




DECYLGLUKOSID

HO—CH,
O_0—(CH,)—CH,

OH

Piesny chemicky nézev decylglukosidu je n-decyl-b-D-glukopyranosid (CAS
registraéni &islo: 41444-55-7). Relativni molekulova hmotnost je 322 g/mol.” Decylglukosid
je &ird naZloutl4 tekutina bez zapachu, rozpustna ve vodg. Jednd se o pomé&mné stabilni latku,

kterd je v organismu zcela biodegradabilni.91

MAKROGOL 400

Makrogoly (polyethylenglykoly, polyethylenoxidy) jsou smési polymertd s obecnym
vzorcem H-[OCH;-CH],-OH odpovidajici primémé relativni molekulové hmotnosti
jmenovité hodnoty (n) uvedené voznateni na obalu. Miize knim byt pfidan vhodny
stabilizitor, jehoZ nazev a koncentrace se uvede na obalu. Makrogol 400 (hustota
1,120 g/em’) je &ird viskézni bezbarva nebo téméf bezbarva hygroskopickad kapalina. Je
misitelny s vodou, velmi snadno rozpustny v acetonu, v lihu 96% a v dichlormethanu. Je
prakticky nerozpustny v mastnych olejich a v mineralnich olejich.?

Makrogoly se pouZivaji jako solubilizétory (napf. injekénich roztokt), stabilizatory
suspenzi, emulgatory a viskozifianty. Jejich vyuZiti je i v oblasti p¥ipravy masti a &ipkd jako

nosiét, & pii vyrobs tablet jako kiuzné latky.*®

CETEARYLGLUKOSID
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Z chemického hlediska se jedna o cetearylpolyglukosid (CAS registraéni &islo:
54549-27-8, 27836-65-3). Je to pevna latka praskovitého charakteru bilé barvy a rostlinného
puvodu, jejiz HLB hodnota (hydrophilic-lipophilic balance = hydrofilné-lipofilni
rovnovaha...charakteristika tenzidf) je piiblizné 11. Je nerozpusiny ve vodg. PouZiva se jako
neionogenni{ emulgator pro ptiprava emulzi typu O/V, pficem?Z pro jejich tvorbu je potieba jen

velmi malé koncentrace cetearylglukosidu (~ 1,0 — 1,5%).”*

MCT (CAPRYLIC TRIGLYCERIDES)

HZ(I:’O_CO'(CHz)’““

H,C
0—CO-(CH,)g 14

Jedna se o smés triglyceridi stfedni délky fetzce (medium chain triglycerides)
rostlinného plvodu. MCT (CAS registraéni &islo: 65381-09-1) je &ird a¥ mimé nazloutla
kapalina s nepatmym a charakteristickym zdpachem, prakticky nerozpustna ve vodé. Svymi
vlastnostmi se podoba pfirodnim triglyceridim. Je velmi poldrni shustotou 0,955 g/em’
pii 20°C.%

DIETHYLHEXYLKARBONAT

o) 0
\’&
O
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Presny chemicky ndzev je bis(2-ethylhexyl)karbondt (CAS registratni &slo:
14858-73-2). Je to bezbarva kapalina syntetického piivodu vyznadujici se charakteristickym
zapachem, jejiZz hustota je p¥ibliznd 0,88 g/cm’. Je rozpustna v ethanoly, ve vodé nikoliv.
Vyznatuje se nizkou viskozitou a pom&mé vysokou roztiratelnosti. Jedna se o jedine&né
zmek&ovadlo, které zvySuje roztiratelnost emulzi typu O/V, ale i V/O. Doporudena

koncentrace v ptipravcich je maximalng 15%.%

ETHYLHEXYLOKTANOAT

Pfesny chemicky nédzev ethylhexyloktanodtu je 2-ethylhexyl-2-ethylhexanodt (CAS
registratni &islo: 7425-14-1). Je to ¢ird kapalina, kterd je prakticky nerozpustna ve vods, ale
velmi dobfe rozpustnad v nepolamich rozpoustddlech. Relativni molekulova hmotnost je

256.43 g/mol a hustota 0,86 g/cm>.**

DECYLOLEAT

/\/\/\/\/\Ok/\/\/\/z\/\/\/\/

Decyloledt (CAS registraéni ¢islo: 3687-46-5) je nazloutld kapalina charakteristického

zapachu a rostlinného piivodu, kterd se svym sloZenim podobd pHrodnim lipidiim ptitomnych
v pokoZce. Je nerozpustnd ve vod® a jeji hustota je piiblizné 0,86 g/em’. Vyznaduje se
vysokou polaritou a stfedni roztiratelnosti. PouZiva se jako rozpoustédlo aktivnich lipofilnfch

slou¢enin.”
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C12-15 ALKYLBENZOAT

@'CO'O“(CH2J12-1 5

C12-15 alkylbenzoat (CAS registratni &islo: 68411-27-8) je bezbarva & lehce

nazloutld kapalina bez zapachu, syntetického plivodu s hustotou pfiblizne 0,923 g/cma.
Ve vodé je nerozpustny. Vyznatuje se velmi vysokou polaritou, ale pomémé nizkou
roztiratelnosti a nfzkou viskozitou. Je pouZivan jako zméké&ovadlo, které snadno rozpousti
aktivni lipofilni latky.”

OKTYLPALMITAT

Z chemického hlediska se jednd o 2-ethylhexylpalmitit (CAS registraéni ¢&islo:
29806-73-3). Oktylpalmitat je nazloutld kapalina rostlinného ¢i syntetického piivodu majici
charakteristicky zapach a hustotu rovnu 0,857 g/em’. Ve vodg je nerozpustny. Vyznaluje se
pomé&meé vysokou roztiratelnosti, sttedni polaritou a viskozitou. PouZivd se jako univerzalni

zmék&ovadlo a je téZ dobrym solubiliztorem Fady aktivnich latek.”
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2.3 PRISTROJE A METODIKY

Fluorescence vzorkii byla ovéfovana za pouziti UV lampy CAMAG Muttenz - Schweiz
29200 pfi vlnové délce 366 nm.

Fluorescence vzorkd byla méfena na spektrofluorimetru PERKIN ELMER LS 50B.

Metodika testil na fototoxicitu:

Na testy fototoxicity se pouZivaji butiky 313 Balb/c - myi fibroblasty, které jsou doporugené
v testu fototoxicity dle smérnice EU i OECD.”
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2.4 PRIPRAVA ROZTOKU BARVIV — TESTOVANI JEJICH
ROZPUSTNQSTI

ZIP-T-37Mg v MCT:

Nejprve jsem si do umyté a vysudené bafiky navazila pfisluiné mnoZstvi barviva
(0,5 mg v1 ml MCT, coz je ¢ = 446 pmol/l; M; = 1121,61 g/mol), které jsem rozpustila
v dostatedném mnoZstvi chloroformu a naslednd jsem pfidala MCT. Chloroform jsem
z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce pii teploté 30°C.

Vysledky : Ani po del$im stini nedoslo k vysrazeni barviva, v MCT je roztok latky

stabilni.

ZIP-T-37Mg v C12-15 alkylbenzoatu:

Do bariky jsem si navéZila piislusné mnoZstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l), které jsem
nejprve rozpustila v potfebném mnozZstvi THF a nédsledné jsem pfidala C12-15 alkylbenzoat.
THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Po dlouhodobém stdni doslo k vysraZeni latky z roztoku.

ZIP-T-37Mg v decyloleatu:

Nejprve jsem si do bafiky navazila pislu$né mnoZstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l), které
jsem rozpustila v dostateCném mnozstvi THF a nasledn® jsem ptidala decyloleat. THF jsem
poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Téméf ihned po piipravé do§lo k vysrdZeni latky z roztoku.

ZIP-T-37Mg v diethylhexylkarbonaitu:

Do batiky jsem si navaZila dané mnoZstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l), které jsem
rozpustila v dostateném mnoZstvi THF a nasledn& jsem piidala diethythexylkarbonat. THF
jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Po delSim stani doslo k vysraZeni latky z roztoku (pravdépodobné z dGvodu
vysoké koncentrace), proto jsem pfipravila roztok s poloviéni koncentraci (c = 1000 umol/l) —

ani po del3fm stini nedo$lo k precipitaci latky, roztok je stabilni.
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ZIP-T-37Mg v ethylhexyloktanoatu:

Do baiiky jsem si navaZila pfisluiné mnoZzstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l), které jsem
nejprve rozpustila v potfebném mnozstvi THF a nasledné jsem piidala ethylhexyloktanoat.
THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Po delSim stini do§lo k vysraZeni barviva zroztoku (pravdépodobné
z diivodu vysoké koncentrace), proto jsem pfipravila roztok s poloviéni koncentraci
(¢ = 1000 pmol/l) — po dlouhodobg&j$im stani vznikl na dné baiky jemny roztfepatelny

precipitat..

ZIP-T-37Mg v oktylpalmitatu:

Do bariky jsem si navazila piislu$né mnoZstvi barviva (c = 2000 umol/l), které jsem
nejprve rozpustila v dostateéném mnozstvi THF a nasledné jsem piidala oktylpalmitat. THF
jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Po deldim stini do$lo k vysrdéZeni barviva zroztoku (pravdépodobné
z divodu vysoké koncentrace), proto jsem pfipravila roztok s poloviéni koncentraci
{c = 1000 pmol/1) — po dlouhodobé&j$im stini vznikl na dné baiiky jemny roztfepatelny

precipitat.

ZIP-T-44Mg v MCT:

Nejprve jsem si do baiiky navaZila pfisluiné mnozstvi barviva (0,5 mg v 1 ml MCT,
coZ je ¢ = 294 umol/l; M; = 1699,00 g/mol), které jsem rozpustila v potfebném mnoZstvi
chloroformu a nasledng jsem pfidala MCT. Chloroform jsem poté zroztoku odstranila
odpafenim na vakuové odparce pii teploté 30°C.

Vysledky: Latka precipitovala, ma $patnou rozpustnost v lipidech.

ZIP-217Zn v MCT:
Do bariky jsem si navazila pfislu$né mnozstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l,
M; = 1291,19 g/mol), které jsem nejprve rozpustila v dostate¢ném mnoZstvi THF a nasledné
jsem piidala MCT. THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.
Vysledky: Po del3im stani do$lo k vysrdzeni latky z roztoku (pravdépodobné z divodu
vysoké koncentrace), proto jsem pfipravila roztok s poloviéni koncentraci (¢ = 1000 pmol/l) —

.po dlouhodobgjsim stani vznikl na dné bariky jemny roztfepatelny precipitat.
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Z1P-21Zn v C12-15 alkylbenzoitu:

Nejprve jsem si do baiiky navaZila piislu$né mmnozstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l,
M; = 1291,19 g/mol), které jsem nejprve rozpustila v potfebném mnoZstvi THF a ndsledné
jsem pfidala C12-15 alkylbenzoat. THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové
odparce.

Vysledky: Po dlouhodobém stdni se na dné bariky vysraZely Castice barviva, proto
jsem piipravila roztok s polovi¢ni koncentraci (¢ = 1000 umol/l) — opét doslo k precipitaci
latky.

ZIP-217n v decyloleidtu:
Nejprve jsem si do bafiky navazila pfisluSné mnoZstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l,
M; = 1291,19 g/mol), které jsem rozpustila v dostate¢ném mnoZstvi THF a nasledné jsem
pfidala decyloleat. THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.
Vysledky: Po delSim stdni ¢éstice barviva sedimentovaly na dn¢ bariky, proto jsem
pfipravila roztok s poloviéni koncentraci (c = 1000 pmol/l) — tento roztok se jiz choval jako

stabilni, ani po dlouhodobém sténi nedoslo k precipitaci latky.

ZIP-65Zn-8HCI v MCT:

Nejprve jsem si do bariky navazila pksluiné mnoZstvi barviva (¢ = 2000 pmol/l;
M; = 1635,74 g/mol), které jsem nejprve rozpustila v dostateéném mnoZstvi THF a nésledng
jsem pfidala MCT. THF jsem poté z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Ani po dlouhodobém stani nedo$lo k vysraZeni latky z roztoku.

P¢123 v dimethylsulfoxidu:

Nejprve jsem si do baiiky navazila pfisluSné mnoZstvi barviva (2 mg barvy v1 ml
dimethylsulfoxidu, coz je ¢ = 1155 pmol/l; M, = 1732,15 g/mol), které jsem nejprve
rozpustila v dostateéném mnoZstvi chloroformu a nasledné jsem pfidala dimethylsulfoxid
(DMSO). Chloroform jsem poté zroztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce pfi
teploté 30°C.

Vysledky: Latka se po del3im stani vysrazela z roztoku.
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Pcl123 v MCT:

Do barky jsem si navazila pfislu§né mnoZstvi barviva (c = 2000 pmol/l), které jsem
nejprve rozpustila v dostateném mnozstvi THF a nasledné jsem pfidala MCT. THF jsem poté
z roztoku odstranila odpafenim na vakuové odparce.

Vysledky: Ani po dlouhodobém stani nedolo ke vzniku precipitatu, v MCT je roztok

latky pomémé stabilni.

Pcl124 v MCT:

Nejprve jsem si do bailky navédzila pfislu$né mnozZstvi barviva (2 mg latky v1 ml
MCT, coZ je ¢ = 1183 pmol/l; M, = 1691,10 g/mol) a rozpustila ji v dostateéném mnoZstvi
chloroformu. Po rozpusténi veskeré latky jsem ptidala MCT, promichala a chloroform jsem

odpafila pfi 30°C na vakuové odparce.
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2.5 TESTOVANI CYTOTOXICITY CREMOPHORU® RH-40

Postup piipravy z4sobniho roztoku Cremophoru® RH-40;

Do vy¢iiténé, vysuSené a vytdrované bariky jsem si navazila dostatedné mnoZstvi
Cremophoru® RH-40 (CR). Do bariky jsem pfidala magnetické michadlo a umistila ji na
vodni lazefi vytemperované na teplotu 60 — 65°C. Vodni ldzefi byla umist®na na vyhiivané
magnetické michacce. Pufr jsem vytemperovala na teplotu vodni lazné a postupné ho po
mililitrech pfidavala ke Cremophoru v barice. Zpocatku zacala smés houstnout, ale po pridani
veSkerého mnoZstvi pufru vznikl &iry roztok. JestliZe je prvni polovina pufru piidéna prilis

rychle, miZe se roztok zakalit.

roztoki solubilizitoru Cremophoru® RH-40 s klesajici koncentraci:

Z ptipraveného 10% zasobniho roztoku Cremophoru® RH-40 ve fosfatovém pufru
jsem postupnym fedénim ziskala fadu vzorki s klesajici koncentraci solubilizatoru (5 %, 1 %,
0,1 %). Ke vzorkiim &. CR5, CR6 a CR7 jsem po vychladnuti piidala vypogitany objem THF
(hustota = 0,89 kg/dm3), aby v kone&ném objemu vzorku ¢inil poZadovanou koncentraci 1 %,
0,5 % a 0,1 %. THF byl pouzit jako rozpoustédio n€kterych barviv, proto bylo nutné zjistit,
jaka koncentrace je jiZ pro buiiky toxicka. Nasledng byly vzorky podrobeny testu cytotoxicity.

Vzorek | Cremophor”® RH-40 THF
& (") (%)
CR1 10 -
CR2 5 -
CR3 1 -
CR4 0,1 -
CR5 1 1
CR6 1 0,5
CR7 1 0,1
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Vysledky testovani cytotoxicity:

Testovano na bunééné linii HelLa v mediu RPMI, 10% FCS.

Vzorek | Koncentrace 1 | Koncentrace2 | Koncentrace 3
é. c=10% c=5% c=1%
CR1 +cr +cr +
CR2 +cr ' +er *
CR3 + £ *
CR4 * * *
CRS *4 * | *
CR6 R #* *
CR7 + * *

+...vzorek je pro buriky toxicky

*...vzorek je pro buriky netoxicky

cr...ve vzorku se vytvorily krystalky

Koncentrace 1...nafedéni piivodniho vzorku CR1 aZz CR7 10krat
Koncentrace 2...nafedéni pivodniho vzorku CR1 az CR7 20krat
Koncentrace 3... nafedéni pivodniho vzorku CR1 az CR7 100krat

Nejvy3si netoxické koncentrace pro Cremophor® RH-40:
- pro CR2 je netoxicka koncentrace 3, tj. 5 x 0,01 = 0,05%
- pro CR3 je netoxicka koncentrace 2, tj. 1 x 0,05 =0,05%
- pro CR4 je netoxicka koncentrace 1, tj. 0,1 x 0,1 = 0,01%
Z uvedeného vyplyv4, Ze samotny Cremophor® RH-40 byl netoxicky v koncentraci 0,05%.

Nejvy$3i netoxické koncentrace pro roztok Cremophoru® RH-40 s THF:
- pro CRS je netoxickd koncentrace 2, tj. 0,05% CR a 0,05% THF
- pro CR6 je netoxicka koncentrace 2, tj. 0,05% CR a 0,025% THF
- pro CR7 je netoxicka koncentrace 2, tj. 0,05% CR a 0,005% THF
Z uvedeného vyplyva, Ze roztok Cremophoru® RH-40 s THF byl netoxicky v koncentraci
0,05% Cremophoru® RH-40 a 0,05% THF.
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2.6 SOLUBILIZACE BARVIV POMOCI SOLUBILIZATORU

2.6.1 SOLUBILIZACE ZIP-T-44MG POMOCiI CREMOPHORU® RH-40

1% roztok Cremophoru® RH-40
¢ (ZIP-T-44Mg) = 100 pmol/l
M; (ZIP-T-44Mg) = 1699,00 g/mol
Pufr (PBS): pH=17,3
¢ (NaCl) = 137 mmol/l
¢ (KCl) = 2,7 mmol/l
¢ (Na;HPO4.7H20) = 4,3 mmol/l
¢ (KH,POy) = 1,4 mmol/l

Nejprve jsem si pfipravila zdsobni roztok barviva ZIP-T-44Mg o koncentraci
500 pmol/l rozpusténé v tetrahydrofuranu (THF).

Poté jsem si navézila odpovidajici mnoZstvi Cremophoru do banky se zabrouSenou
zatkou a knému pfidala prisluSné mnozstvi zasobniho roztoku barviva v THF a pomoci
magnetické michacky fadné promichala. THF se pak ze smeési odpatilo na vakuové odparce.
Nasledné jsem batiku se smési umistila na vodni 1azeni temperovanou na 65°C a za stilého
michani magnetickou michackou jsem postupné pfiddvala pufr (PBS) pfedem zahtaty taktéz

na teplotu 65°C.
Vysledky: V soustavé doslo ihned po ukonceni piipravy roztoku k vysriZeni barvy (ta je

pravdépodobng vzhledem k solubilizatoru mnohem lipofiln&j§i, proto ji Cremophor

nesolubilizoval).
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2.6.2 SOLUBILIZACE ZIP-T-37MG POMOCiI CREMOPHORU® RH-40

1% roztok Cremophoru® RH-40
¢ (ZIP-T-37Mg) = 5 umol/l
M; (ZIP-T-37Mg) = 1121,61 g/mol

Nejprve jsem si pfipravila zdsobni roztok barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci
100 pmol/l rozpusténé v tetrahydrofuranu (THF).

Poté jsem si navaZila odpovidajici mnozstvi Cremophoru do bariky se zabrousenou
zatkou, vytemperovala na teplotu 65°C a knému za stalého michdni postupné pfidavala
piisluSné mnoZstvi zasobniho roztoku barviva v THF. Tuto smés jsem nechala asi jeStd
dalSich 30 minut fadné michat pomoci magnetické michacky. Nésledné jsem do batiky se

vzniklou smési postupné ptidavala pufr pfedem vytemperovany na 65°C.

Vysledky: Pfi umisténi vzorku pod UV lampu doflo ke zmé&né svétle zelenkavého
fluoreskujiciho zbarveni na modré, které bylo zpilsobené vysraZenim latky 1 presto, Ze
ZIP-T-37Mg je méné lipofilni neZ ZIP-T-44Mg.

Na zaklad€ t€chto vysledki jsem zvolila odli$ny zpisob piipravy: Do baiiky jsem si navdzila
piisluiné mnoZstvi Cremophoru, vytemperovala na teplotu 65°C a k nému postupné pfiddvala
dané mnozZstvi pufru pfedem zahtatého na 65°C. AZ k tomuto roztoku jsem ndsledné pfidala

z4sobni roztok barviva a pomoci magnetické micha¢ky fadné promichala.

Vysledky: I v tomto pfipadé viak doslo k vysraZeni barviva z roztoku.
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2.6.3 SOLUBILIZACE ZIP-T-37MG POMOCI RUZNYCH KONCENTRACI
CREMOPHORU® RH-40

1%, 5%, 10%, 15%, 20% roztok Cremophoru® RH-40
¢ (ZIP-T-37Mg) = 5 pumol/l
M; (ZIP-T-37Mg) = 1121,61 g/mol

Nejprve jsem si pfipravila zdsobni roztok barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci
100 umol/] rozpusténé v tetrahydrofuranu (THF).

Poté jsem si do baiky navaZila pfislusné mnozstvi Cremophoru, vytemperovala

na teplotu 65°C a k nému postupné pfiddvala dané mnoZstvi pufru pfedem zah¥atého na 65°C.
AZ k tomuto roztoku jsem nasledné pridala zasobni roztok barviva a pomoci magnetické

michacky fadné promichala.

Barnka &. ¢ (Cremophoru) | ¢ (ZIP-T-37Mg)
(%0) . (umol/1)
C1 ' 20 5
c2 15 5
C3 10 5
C4 5 5
C5 1 5
Cé 20 -
C7 15 -
C8 10 -
C9 5 -
C10 1 5 -

Cl1 - C5.....méfené vzorky
C6 — C10...porovnavaci vzorky obsahujici misto roztoku barvy v THF pouze odpovidajici

mnoZstvi ¢istého THF
Vysledky: Vzorky byly podrobeny méfeni na spekirofluorimetru, aviak intenzita naméfené

fluorescence byla u vSech vzorkl velmi nizka ~ pravdépodobné doslo k agregaci

barviva v roztoku.
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2.6.4 SOLUBILIZACE ZIP-T-37MG POMOCI DECYLGLUKOSIDU

3% roztok decylglukosidu
¢ (ZIP-T-37Mg) = 100 pmol/l
M, (ZIP-T-37Mg) = 1121,61 g/mol

Nejprve jsem si do bafiky navaZila piisludné mnoZstvi barviva, které jsem rozpustila
v potfebném mnozstvi THF. Poté jsem pridala decylglukosid, promichala a THF nasledng
odpafila na vakuové odparce. Roztok barviva v decylglukosidu jsem nasledn& umistila
na vodni lazeh (teplota 60°C) a postupnd za stilého michani piidavala destilovanou vodu
teplou 60°C.

Vysledky: Po dlouhodobém stini do$lo k vysraZeni barvy (sediment na dnd
zkumavky).
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2.7 TESTOVANI SOLUBILIZACE LIPOFILNICH ESTERU

2.7.1 SOLUBILIZACE LIPOFILNICH ESTERU POMOCI RUZNYCH
KONCENTRACI CREMOPHORU® RH-40

Nejprve jsem si pfipravila fadu vzorkd, které obsahovaly riiznou koncentraci
Cremophoru® RH-40 a rizné estery (decyloleat, oktylpalmitat, diethylhexylkarbonat,
ethylhexyloktanoat, C12-15 alkylbenzoat) (viz. Tab.). Nasledujici den jsem z fady vzorkd
obsahujicich stejny ester vybrala vzdy ten, ktery obsahoval nejniZ3i koncentraci Cremophoru®

RH-40 a choval se jako stabilni.

Oznadeni | Koncentrace | OP | DEHK | EHO DO C12-15 Vzhled
(%) (%) (%) (%) (%) | Alkylbenzoat
(%)
CR1 3 5 - - - - A
CR2 2 5 - - - - N
CR3 1 5 - - - - N
CR4 3 - 5 - - - A
CR5 2 - 5 - - - A
CR6 1 - 5 - - - N
CR7 3 - - 5 - - A
CR38 2 - - 5 - - N
CR9 1 - - 5 - - N
CR10 3 - - - 5 - A
CR11 2 - - - 5 - N
CR12 1 - - - 5 - N
CR13 3 - - - - 5 A
CR14 2 - - - - 5 A
CR15 1 - - - - 5 N
OP (Oktylpalmitat)

DEHK (Diethythexylkarbonat)
EHO (Ethylhexyloktanoat)
DO (Decyloleat)

A...roztok je stabilni

N...roztok je nestabilni, doslo k oddéleni esteru a solubilizatoru
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Do baiiky jsem si navaZila dané mnoZstvi Cremophoru® RH-40, ptidala k nému
pfisluiny ester, umistila na vodni lizen teplou 65°C a Fadné promichala pomoci magnetické
michacky. Ktéto smési jsem nédslednd za intenzivniho michéni postupné ptidavala

destilovanou vodu piedehfatou téZ na 65°C.

Soustavy esteru a solubilizitoru, které jsem vyhodnotila jako stabilni, jsem nasledné

pouZila pro solubilizaci roztokd barviv v pfisludnych esterech.

2.7.2 SOLUBILIZACE MCT VE VODE POMOCI MAKROGOLU 400

5% Makrogol 400
5% MCT

Nejprve jsem si do kovové tfenky navazila pfisluinad mnozstvi MCT a Makrogolu 400,
fadné promisila a umistila na vodni lazefi teplou 40°C. Poté jsem postupng za stalého michani
piidavala destilovanou vodu piedehfatou téZ na 40°C.

Vysledky: Makrogol 400 je pfili§ polarni na to, aby byl schopen solubilizovat MCT.

Doslo k oddéleni obou sloZek ve smési.
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2.8 SOLUBILIZACE ROZTOKU BARVIV V LIPOFILNICH ESTERECH

2.8.1 SOLUBILIZACE ROZTOKU ZIP-T-37MG A ZIP-21ZN V LIPOFILNICH
ESTERECH POMOCI CREMOPHORU® RH-40

Piprava vzorkli obsahujicich nejniz${ G¢inné koncentrace Cremophoru® RH-40 a

5% jednotlivych ester, pfipadné 50 pmol/] pfislusného barviva (viz. Tab.).

Oznaceni | ¢ DEHK | EHO | MCT | DO | AB | OP | ZIP-T- ZIP-
o) | (L) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | 3TMg | 21Zn

: (pmol/l) | (nmol/T)
CR1 2 | 5 - - - - - - -
CR2 2 5 - - - - 50 -
CR3 3 - 5 - - - - - -
CR4 3 - 5 - - - - 50 -
CRS 2,5 - - 5 - - - - ] -
CR6 2,5 - - 5 - | - - - 50
CR7 3 | - - |- 5 - - | - -
CR$ 3 - - - 5 - - - 50
CR9 2 - - - - 5 - - -
CR10 2 - - - - 5 - . 50
CRI11 4 - - . - - | s - -
- CR12 4 | - - - - - 5 50 -

DEHK (Diethylhexylkarbondt)
EHO (Ethylhexyloktanodt)
MCT (Caprylic Triglycerides)
DO (Decyloleat)

AB (C12-15 alkylbenzoat)

OP (Oktylpalmitat)

Postupy pfipravy vzorki:

Vzorky ¢. CR1, CR3, CRS, CR7, CRY, CR11: Do baiiky jsem si navazila dané
mnozstvi Cremophoru® RH-40, pfidala k nému p¥islusny ester, umistila na vodni lazefi teplou
65°C a fadné promichala pomoci magnetické michacky. Ktéto smési jsem nasledné

za intenzivniho michéni postupné pfiddvala destilovanou vodu pfedehfitou téZ na 65°C.
\
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Vzorky & CR2, CR4, CR6, CR8, CR10, CR12: Do bariky jsem si navazila dané
mnozstvi Cremophoru® RH-40, ptidala k n&mu piishuiné mnoZstvi zasobniho roztoku barviva
v esteru (1000 pmol/l; viz. ,,Piiprava roztokt riznych barviv®), umistila na vodni lazeri teplou
65°C a fadné promichala pomoci magnetické michacky. K této smési jsem nasledné

za intenzivaiho michani postupné pfidavala destilovanou vodu piedehfatou téZ na 65°C.

Vzorky & CR13 a CR14 (viz. Tab.) obsahovaly 3% Cremophoru® RH-40, aviak u
vzorku & CR 14 doslo k vysraZeni barviva z roztoku, proto jsem pfipravila vzorky ¢. CR11 a
CR12 obsahujici 4% Cremophoru® RH-40.

Oznaéeni | Koncentrace opP ZIP-T-37Mg
(%) (%) (nmol/l)
CR13 3 5 -
CR14 3 5 50
Vysledky testovani fototoxicity:
EC50 EC50
Vzorek (+UV) (-UV) MPE PIF
CR2 0,2453 0,7283 0,07 2,996
CR4 6,522 39,08 0,154 6,006
CR6 0,1735 40,73 0,545 236,007
CRS 0,02087 0,99 0,492 51,237
CR10 0,2259 18,2 0,502 80,743
CR12 21,21 46,74 0,163 2,358

3T3 NRU Phototoxicity Test, software Phototox Version 2.0

EC50 = efektivni koncentrace, ktera usmrti 50% testovanych bunék, uvedend v pg/ml

PIF = Photo Irritation Factor, pomér EC50 (-UV) a EC50 (+UV) — tzn. pomér EC50 bez
pouziti UV a EC50 s pouZitim UV zéfeni.. .je to rozhodujici faktor pfi hodnoceni fototoxicity
MPE= Mean Photo Effect, porovnava prubéh kiivek (neuvedeno v diplomové praci)

podle OECD Guideline 432:

PIF <2 nebo MPE <0.1....... latka neni fototoxicka

PIF > 2 ale <5 a MPE >0.1 ale <0.15....... latka je pravdépodobné fototoxicka

PIF>5 ne?o MPE >0.15....... latka je fototoxicka
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2.8.2 SOLUBILIZACE ROZTOKU ZIP-65ZN-8HCL V MCT POMOCI
CREMOPHORU® RH-40

Postupy pfipravy vzorkf:

Vzorek & CR1: Do bariky jsem si navazila dané mnozstvi Cremophoru® RH-40 (viz.
Tab.), ptidala k nému pfisludny ester, umistila na vodni lazent teplou 65°C a fadné promichala
pomoci magnetické michacky. K této smési jsem nasledné za intenzivniho michani postupné
pfidavala destilovanou vodu pfedehfdtou téz na 65°C.

Vzorky & CR2: Do baiky jsem si navaZila dané mmoZstvi Cremophoru® RH-40,
pfidala k nému piisluiné mnoZstvi zasobniho roztoku barviva v esteru (1000 pumol/l; viz.
,Piiprava roztokid riznych barviv®), umistila na vodni lazefi teplou 65°C a fadn& promichala
pomoci magnetické michacky. K této smési jsem nasledné za intenzivniho michani postupné
pfidavala destilovanou vodu predehifdtou téZ na 65°C.

Navic byl testu fototoxicity podroben i 100 pmol/l roztok barviva ZIP-T-65Zn-8HC] v MCT.

Oznadeni Koncentrace MCT ZIP-65Zn
(%) (%) (umol/)
CR1 335 5 -
CR2 3,5 5 100
Vvsledky testovdni fototoxicity:
Vzorek EC50 EC50
& (-!-UV) (-UV) MPE PIF
CR2 0,009113 6,758 0,697 816,048
ZIP-657n 8HCI
(100uM) 0,02544 34.87 0,491 1379,903
EC50 je uvedend v pg/ml

3T3 NRU Phototoxicity Test, software Phototox Version 2.0

PIF = Photo Irritation Factor, porovnava EC50

MPE= Mean Photo Effect, porovnava priib&h kiivek

podle OECD Guideline 432;

PIF <2 nebo MPE < 0.1........14tka neni fototoxicka

PIF > 2 ale <5 a MPE >0.1 ale < 0.15........ldtka je pravdépodobné fototoxicka

PIF > 5 nebo MPE >0.15........ latka je fototoxicka
{
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2.8.3 SOLUBILIZACE ROZTOKU PC123 V MCT POMOCI
CETEARYLGLUKOSIDU

1,5% roztok cetearylglukosidu
5% MCT

¢ (Pc123) = 100 pmol/1

M, = 1732 g/mol

Nejprve jsem si do kovové tfenky navaZila piisluiné mnoZstvi cetearylglukosidu,
umistila jej na vodni ldzefi o teplot& 75-80°C a rozpustila v malém objemu vodné fize.Poté
jsem postupné za stalého michani pfidala dané mnoZstvi roztoku barviva v MCT (viz.
»Priprava roztokdi riznych barviv®) a nakonec doplnila destilovanou vodou téZ pfedehfatou na
teplotu 75-80°C.

Vysledky: Emulze se nejprve za kritkou dobu po piipravé rozdélila (tmavsi zelené

zbarveni v horni ¢4sti zkumavky) a do dalsiho tydne se barvivo z roztoku vysrazelo.
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2.8.4 SOLUBILIZACE ROZTOKU PC124 V MCT POMOCI
CREMOPHORU® RH-40

Ptiprava vzorkii obsahujicich riznou koncentraci Cremophoru® RH-40 (viz. Tab.):

Vzorek | Cremophor® RH 40 MCT Pcl24
(“) (%) (1emeol/)
Cl 5.0 | . | -
2 5.0 5.0 )
C3 5,0 5,0 59
C4 2,5 - -
Cs 2,5 5,0 -
Cé 2,5 5,0 59
Postupy piipravy vzorki:

Postup pro vzorky & Cl a C4: Do baiiky jsem si navazila pfisluiné mnoZstvi
Cremophoru® RH-40, vytemperovala na teplotu 65°C a za neustilého michdni pomoci
magnetické michatky jsem postupné pfidavala destilovanou vodu téZ predehfatou na teplotu
65°C.

Postup pro vzorky & C2 a C5: Do bafiky jsem si navazila pfisluiné mnoZstvi
Cremophoru® RH-40, vytemperovala na teplotu 65°C a za neustdlého michani pomoci
magnetické michagky jsem nejprve ptidala dané mnoZstvi MCT ptedem zahfatého na teplotu
65°C a poté postupné destilovanou vodu téZ o teploté 65°C.

Postup pro vzorky & C3 a C6: Do batiky jsem si navaZila pfisluiné mnoZstvi
Cremophoru® RH-40, vytemperovala na teplotu 65°C a za neustdlého michani pomoci
magnetické michatky jsem pfidala dané mnoZstvi nepredehfatého roztoku barviva v MCT
(viz. ,,Piiprava roztokl riznych barviv®) a poté postupn& destilovanou vodu pfedehfatou na

teplotu 65°C.

\
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Vysledky testovani fototoxicity:

Testu fototoxicity byl podroben pouze vzorek & C3, protoZe u vzorku & C6 dodlo
ziejmé z dlivodu nizké koncentrace solubilizitoru k vysraZeni barviva z roztoku.
Postup: Fedénf v PBS ze zasobniho roztoku (100pg/mli), faktor 2,15; inkubace 1 hod., pak
ozafeni 5 Jem?, druha sada ve tmé, inkubace dalSich 24 hod. a barveni NR;

fluorimetricky stanoveni NR uptake, vypodet Zivotnosti oproti kontrole (PBS)

Koncentrace +UV -UvV
(ng/ml) (%) | (%)
46,4 97,0 96,4
21,5 100,9 102,6
10,0 101,8 104,3
4,64 104,3 104,3
2,15 104,5 98,7
1,00 105,9 100,6
0,464 96,6 103,6
0,215 103,0 105,0

+UV (%)...Zivotnost bungk za pouZiti UV v %
~UV (%)...Zivotnost bungk bez aplikace UV v %

Emulze vzorku €. C3 byla stabiln{ i po fedéni, aviak vysledky méfeni fototoxicity ukéazaly, Ze

Zivotnost bunék po aplikaci UV zéfeni je pfibliZné stejnd jako u kontrolnich vzorki

bez aplikace UV. Z toho vyplyv4, Ze vzorek neni fototoxicky.
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2.8.5 SOLUBILIZACE ROZTOKU PC124 V MCT POMOCI SEPIGELU 305

Priprava vzorki obsahujicich 0,5% Sepigelu 305 a 5% MCT (viz. Tab.):

Vzorek | Sepigel 305 MCT Pcl24
(") (“o) (umol/T)
Sgl 0,5 - -
Sg2 0,5 5,0 ;
Sg3 0,5 5,0 59
Postupy piipravy vzorki:

Postup pro vzorek ¢. Sgl: Ptisluiné mnoZstvi Sepigelu 305 jsem p# pokojové teplote

smichala v kovové tfence s danym mnoZstvim destilované vody.

Postup pro vzorek &. Sg2: Pfislu§né mnoZstvi Sepigelu 305 jsem pii pokojové teploté

smichala v kovové tfence nejprve s danym mnoZstvim MCT a nasledns piidala destilovanou

vodu a #4dné promichala.

Postup pro vzorek & Sg3: Pisluiné mnoZstvi Sepigelu 305 jsem pii pokojové teploté
smichala v kovové tfence nejprve s danym mnozstvim roztoku barviva v MCT (viz. ,,Pfiprava

roztoki riiznych barviv) a nasledng piidala destilovanou vodu a f4dné promichala.
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Vysledky testovani fototoxicity:

Testu fototoxicity byl podroben vzorek &. Sg3.

Postup: fedéni v PBS ze zasobniho roztoku (100pg/ml), faktor 2,15; inkubace 1 hod., pak
ozéfeni 5 J/em?, druh4 sada ve tmé, inkubace dal3ich 24 hod. a barveni NR;
fluorimetricky stanoveni NR uptake, vypoget Zivotnosti oproti kontrole (PBS)

Koncentrace +Uv -UV
(ng/ml) (“e) (%)
46,4 48,3 84,8
21,5 92,3 93,3
10,0 96,6 97,1
4,64 100,1 99,5
2,15 99.8 98,0
1,00 104,2 103,8
0,464 97,3 100,8
0,215 99.3 97.6

+UV (%)...Zivotnost bunék za pouZiti UV v %
-UV (%)...Zivotnost bunék bez aplikace UV v %

Vzorek &. Sg3 se v fedéni 46,4 a 21,5 rozpadd, na povrchu byly viditelné zelené kulicky.
Vysledky méfeni naznauji, Ze vzorek by mohl byt fototoxicky pouze pii vysSich
koncentracich barviva v roztoku (pfi fedéni 46,4 je Zivotnost bunék za pouZiti UV

zafeni mnohem men8i neZ u kontrolniho vzorku bez aplikace UV).
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3 DISKUSE A ZAVER

Cilem mé diplomové prace bylo solubilizovat vybrané potencidlni fotodynamicky
aktivni latky pomoci solubilizatori, pfi¢emzZ se jednalo piedevsim o Cremophor”™ RH-40.

Nejprve jsem se zaméfila na jednoduchou solubilizaci téchto Ildtek pomoci
solubilizatoru Cremophor® RH-40, ale jelikoz se jedna o latky zna¢né lipofilntho charakteru,
dochézelo k jejich ¢asté precipitaci z roztoku ¢&i k agregaci, ktera byla nasledn& potvrzena bud’
pomoci UV lampy nebo spektrofluorimetru. U agregovaného barviva totiz dochazelo ke
vzdjemnému zhaleni fluorescence jednotlivych molekul, a proto u vzorkd bez pfitomnosti
precipitatu nebyla pozorovana fluorescence.

Na zakladé€ téchto vysledkli jsem pro rozpoustdni barviv pouzila lipofilni estery,
v nichZ jsem dand barviva nejprve rozpustila a az poté tyto roztoky solubilizovala pomoci
solubilizatorl. Soustavy, kieré se po delsim asovém useku jevily jako dostateéng stabilni, a

ve kterych nedoslo k precipitaci barviva, byly ndsledné podrobeny testovani fototoxicity.

Na zékladé ziskanych vysledkll se jako relativné vyhodné pro rozpousténi barviv
ukazaly byt tyto estery: MCT, diethylhexylkarbonat, ethylhexyloktanoat, decyloleat,
C12-C15 alkylbenzoat a oktylpalmitat. Na zakladé zjisténi nejniZ§i pouZitelné koncentrace
solubilizdtoru, ktery je jeSt® schopen solubilizovat uréité mnoZstvi esteru, jsem pfipravila
Jjednotlivé vzorky obsahujicf roztok barviva v esteru solubilizovany ve vodné fizi pomoci této
nejniZ8i 0¢inné koncentrace solubilizatoru. Ze vzorkl podrobenych fototoxicité vykazuji
nejvyssi fototoxickou Géinnost pravé ta barviva, kterd byla rozpusténa v MCT. Jednalo se o
roztoky latek ZIP-21Zn a ZIP-65Zn'8HCI v MCT solubilizované ve vod& pomoci
Cremophom® RH-40. Tyto vzorky vykazovaly minimélni toxicitu na buiiky bez aplikace UV
zafeni, ale pii ozdfeni testovanych bun€k doslo k vyraznym fototoxickym Géinkiim. Miru
tohoto u¢inku definuje tzv. PIF faktor. Jedna se o pomér efektivni koncentrace schopné
usmrtit 50% testovanych bunék bez uZiti UV a efektivni koncentrace schopné usmrtit 50%
bun&k s pouzitim UV zéfeni. Napfiklad u vzorku obsahujictho jako fotodynamicky aktivni
latku ZIP-21Zn (50uM; 2.5% CR a 5% MCT) je hodnota PIF rovna 236,007. U vzorku
obsahujiciho ZIP-65Zn"8HCI (100pM; 3,5% CR a 5% MCT) ¢&ini hodnota PIF 816,048. Tyto
hodnoty naznacuji, Ze se jednd o vzorky pomémé malo toxické, teprve pfi aplikaci vhodné
davky svétla o uréité vinové délce dochazi k aktivaci fotosenzitizéru a uplatnéni jeho G¢ink

na testované buitky, coZ je podstatou fotodynamické terapie.
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