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SEZNAM ZKRATEK

Ab protilatka

ALA aminolevulinova kyselina
AMD senilni makuldrni degenerace
BPD-MA verteporfin

C12-C15 AB C12-C15 alkylbenzoat

CMC kriticka micelarni koncentrace (koncentrace tenzidu, pii které

za¢ne dochazet k tvorbe micel)

CRM cremophor

DEHK diethylhexylkarbonét

DMSO dimethylsulfoxid

DO decyloleat

EGF epidermalni ristovy faktor

EHO ethylhexyloktanoat

emulze o/v emulze typu olej ve vodé

EO ethylenoxid

EPR mechanismus zvySené propustnosti a retencniho efektu

(,enhanced permeation and retention effect*)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv v USA (,,Food and Drugs
Administration*)

HLB hydrofilni-lipofilni rovnovaha

Hp hematoporfyrin

HpD hematoporfyrinovy derivat

HPLC vysoce u¢inna kapalinovéa chromatografie

Y2 intravendzni podani

LDL plazmatické lipoproteiny o nizké hustoté

MCT triglyceridy sloZené ze stfedné dlouhych fetézct
MoAb monoklondlni protilatky

mMTHPC temoporfin



opP

PBS

Pc

PDT

PE

PEG
PEO

pH

PHS
PPO
PpIX
PS

PS 80 (PS 20)
PVAL
ROS
SnET2
THF
UV-VIS
ZnPc

oktylpalmitat

fosfatovy pufr

ftalocyaniny

fodynamicka terapie

fosfatidylethanolamin

polyethylenglykol

polyethylenoxid

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationt
fagocytarni systém

polypropylenoxid

protoporfyrin IX

fotosenzitizér

polysorbat 80 (polysorbat 20)

polyvinylalkohol

reaktivni formy kysliku

etiopurpurin-komplex s cinem

tetrahydrofuran

spektromerie ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra

ftalocyanin s centralnim atomem Zn
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1. RESERSE

1.1. UvVOD

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy - PDT) je znama jiz vice nez sto let,
ale az v poslednich letech se zacala v praxi vice uplatiovat. Pivodné se rozvinula jako
jedna z moznosti nadorové terapie, ale své dilezité misto nalezne bezpochyby i pii
1é¢be jinych onemocnéni (nenddorovych).

V soucasné dobé jsou intenzivné studovany nové moznosti fotochemoterapie
nadorovych onemocnéni. Fotodynamicka terapie je vedle zakladnich 1é¢ebnych postupt
(chirurgie, chemoterapie, radioterapie a imunoterapie) dalsi perspektivni metodou 1é¢by
nadorového onemocnéni. Jde o fotochemoterapii, ktera predstavuje kombinované
pouziti fotodynamicky aktivni latky (fotosenzitizér) a svétla za piitomnosti kysliku.'
PDT je mozné vyuzit i pfi 1é€bé dalSich nezhoubnych onemocnéni (napf. riznych
kardiovaskularnich, dermatologickych i oftalmologickych nemoci). U¢innost PDT
zavisi na selektivni kumulaci fotosenzitizéru v cilové nemocné tkani, nasledované
ozatenim tkané¢ UVA nebo viditelnym zéafenim (svétlem), jehoz vlnova délka odpovida
absorpénimu maximu fotosenzitizéru. Po ozafeni dochazi k produkci cytotoxickych

agens, jez nevratn¢ ni¢i nadorové bunky.

Po absorpci svétla dochazi ve fotosenzitizéru ke vzniku excitovanych stavi a
k pfesunu transformované energie na kyslik se vznikem singletového kysliku, ktery je
reaktivnéjsi nez zdkladni molekularni stav a vede k oxidaci membranovych proteind a
lipidli, coz se projevuje cytolyzou a tumordzni destrukci. Oxidativni poskozeni
bunéénych organel podporuje kombinaci biochemickych, genetickych a molekularnich
zmén, které maji na normalni bunku destruktivni Gc¢inek. Vyslednym terapeutickym
efektem je nekroza soucasné s apoptézou nadorovych bunsk.?

Tradiéni protinddorova terapie zahrnujici chirurgickou 1é¢bu, ozatovani a
chemoterapii se jiz od pocatku snazi docilit jemné rovnovahy mezi destrukci
tumorodznich bunék a zachovanim bunck zdravych. Ne vZdy se podafi této rovnovahy
dosahnout a 1écba je provazena tadou vedlejSich u¢ink nebo nelze odstranit lozisko
1’1p1né.3

Je tomu vice jak 25 let, co byla fotodynamicka terapie navrzena jako vhodny

prosttedek k 1écbé onkologickych onemocnéni, ale teprve nyni se tento pfistup v



klinické praxi vice vyuzivd. PDT mé oproti chirurgii a radioterapii nékolik
potencidlnich vyhod: je pomérné neinvazivni, lze ji pfesné zacilit, je mozné podat
opakované davky bez limitujiciho celkového poctu davek (jak je tomu u radioterapie),
proces hojeni nevede ke vzniku jizev nebo je zjizveni jen malé. PDT lze obvykle
provadét ambulantné nebo za jednodenni hospitalizace, je pro pacienta pohodlnd a
témef nema vedlejsi ucinky. Znaéné jiz pokrocilo pochopeni biologie PDT a dnes jsou
také beézn¢ dostupna uc¢inna, vhodnd a nepfiliS drahd zafizeni k aplikaci svétla.
K dispozici piibyvaji rovnéz uziteéné vysledky dobie kontrolovanych randomizovanych
studii III. faze klinického zkouSeni, zvlasté u 1é¢by nemelanomovych nadort kize a

Barrettova jicnu, vyvijeji a zdokonaluji se lepsi fotosenzitizujici latky.*



1.2. HISTORIE A SOUCASNOST

Historie

Prvni 1é¢ebné vyuziti svétla (terapeutického agens) saha nékolik tisic let zpét.
Néktera kozni onemocnéni (napt. psoriasis, vitiligo, rakovina), infekce rickettsiemi
nebo nékteré psychodzy byly pravé timto zplisobem léCeny jiz ve starovékém Egypté,
Indii nebo Cing. Teprve az na pielomu stoleti 19. a 20. se zalala fototerapie vice
vyuzivat. O jeji rozvoj se ve velké mite zaslouzil dansky lékai Niels Finsen, ktery
pouzitim ultrafialového svétla 1é¢il kozni formu tuberkul6zy, za coz ziskal v roce 1903

Nobelovu cenu.

Egyptané pouzivali peroralné¢ podavané rostliny obsahujici psoraleny a slune¢ni
svétlo k 1é€be vitiliga a pozdéji ve 12. stoleti také k 1é€bé leukodermy. Ale az od
sedmdesatych let 20. stoleti doznala 1é¢ba lupénky pomoci psoralenii aktivovanych
UVA svétlem (PUVA terapie) rozvoje. V soucasné dobé se pouziva PUVA také pro
1é¢bu vitiliga a v imunoterapii.

Vlastni fotodynamickou terapii lze povazovat za podskupinu fotochemoterapie.
Kromé svétla a PS je dalsi dulezitou sloZzkou Gcinku jesté kyslik, bez né¢hoZ by ui€innost
PDT byla takika nulovd. PDT pracuje na principu piedani energie absorbované
fotosenzitizérem molekularnimu kysliku, zné€hoz vytvaii reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species - ROS) jako napt. volné radikaly a singletovy kyslik. ROS
nasledné napadaji okolni biomolekuly, dochéazi k jejich oxidaci a poruSeni funkce

V burice, coz vede ke smrti buriky takto zasazené (Obr. 1).

Bunécénd smrt indukovana interakci svétla a chemikalie je zndma vice nez 100 let.
Fotodynamické reakce byly poprvé systematicky studovany jiz v roce 1900 Oskarem
Raabem na kulturach prvokd rodu Paramecium. Kombinace akridinu a svétla méla na
protozoa letalni efekt. Von Tappeiner prokazal zavislost téchto procesti na kysliku a
vroce 1903 publikoval prvni klinické zkuSenosti s uzitim eosinu a svétla v 1é¢bé
koznich nadori. Byl také prvnim, kdo pouZil poprvé v roce 1907 vyraz ,,fotodynamicky
efekt?

V poloving¢ 50.let minulého stoleti Richard Lipson a jeho spolupracovnici
syntetizovali hematoporfyrinové derivaty (Photofrin® I, HpD) za uéelem zlep3eni jejich
akumulace v nadorové tkani a nasledné k vyuziti PS jako fluorescen¢niho markeru pro

detekci tumorti v nadorové diagnostice. V 70. letech provedl Dougherty rozsahlejsi
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preklinickou studii s 25 pacienty s celkem 113 primarnimi i sekundarnimi nadory kuze.
Vysledky 1é€by HpD byly vice nez uspokojivé. V 111 pfipadech 1é€enych nadori se
docililo ¢astecné nebo uplné nekroézy nadorovych bundk.’ Tyto vysledky dolozily, Ze
HpD a svétlo z Cervené oblasti svételného spektra mohou selektivné ni¢it nadorové

buiiky bez poskozeni zdravé tkang.°

Soucasnost

Photofrin® I, ¢&i§tény hematoporfyrinovy derivat (HpD), je dnes nejb&zngji
pouzivanym PS a jedinou latkou schvalenou FDA k 1é¢bé povrchového nadoru zaludku
v Kanad¢, rakoviny plic v ¢asném stadiu a pokrocilé rakoviny jicnu v Holandsku a
Japonsku. Tato latka se fadi k prvni generaci fotosenzitizérl, jez ma celou fadu
nevyhod. Jsou to smeési tézko separovatelnych, casteén¢ neidentifikovatelnych
porfyrint, které vykazuji nizkou selektivitu k cilové tkani. Vzhledem k jejich nizkému
extinkénimu koeficientu je zapotiebi velkého mnozstvi fotosenzitizéru K dosazeni
uspokojivé fotodynamické reakce. Jejich absorpéni maxima se pohybuji v relativné
kratkych vinovych délkach (630 nm) a to zapficiituje malou propustnost svétla tkanémi.
Pomala eliminace ztéla vede k jejich ukladani v kuzi a tedy k dlouhodobé kozni
fotosenzitivité¢ dokonce az 6-8 tydnli po PDT 1écbé. Léceny se nesmi béhem této doby
vystavovat slune¢nimu svétlu, aby se ptedeslo prudké a vazné erytematdzni reakci, coz
je pro pacienty velice omezujici.> Photofrin® II tedy nepatii mezi ideélni fotosenzitizéry
a proto se hledaly latky s vyhodné&jSimi vlastnostmi z hlediska farmakokinetiky i
farmakodynamiky. Tak postupné vznikaly latky vyssich generaci, z nichz nékteré jsou
jiz zavedené do klinické praxe (aminolevulinova kyselina, verteporfin, temoporﬁn).3

Do dalSich generaci fotodynamicky aktivnich latek spadaji novéjsi slouceniny jiz
dobfe chemicky identifikovatelné. Jsou to porfyrinové derivaty (ftalocyaniny,
naftalocyaniny, chloriny a bakteriochloriny), tedy latky zaloZzené na struktufe
tetrapyrrolovych makrocykli. Vykazuji vyrazny absorpéni pik v rozmezi vlnovych
délek 650-800 nm, pti kterych svétlo vice pronika do tkané. Navic maji vétsi selektivitu
k nemocnym tkanim a rychleji se eliminuji z t€la ven, coz omezuje vyskyt vedlejsich
&inkd.®

Avsak mnohé ztéchto PS jsou hydrofobni. Jejich lipofilni povaha muze byt
dalezitym faktorem ovliviiujicim pfednostni akumulaci Vv hydrofobnich mistech v

bunce. Proto je nutné, aby byly tyto molekuly schopné prechazet do bunék pies lipidové
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membrany. V dusledku jejich minimalni rozpustnosti ve vod¢ nelze vyuzit cestu
intravendzniho podani do organismu. Z toho divodu bylo nezbytné vyvinout vhodné
,dopravni systémy* jako napft. olejové disperze, liposomy, polymerni ¢astice (nano a
mikroc¢astice) nebo konjugaty PS s hydrofilnim polymerem. Navic pro zdokonaleni
specifického piijmu (uptake) cilovou tkani a zlepSeni PDT ucinnosti se V nedavnych
letech zkoumaly a wvyvijely dal$i moznosti: napt. komplexy PS se sérovymi
lipoproteiny, PS konjugované se specifickymi monoklonalnimi protilatkami nebo

specifické ,,tumor-vyhledavajici molekuly.

Idedlni dopravni systém by mél umoznit selektivni akumulaci fotosenzitizéru v
nemocné tkani a dodani jeho potfebné terapeutické koncentrace do cilového mista
S minimalni nebo zadnou kumulaci v ostatnich buinikach. Pirenase¢ musi byt schopen
transportovat PS bez ztrity nebo zmény jeho aktivity. Systém by mél byt taktéz

biodegradabilni s malou nebo Zadnou negativni imunitni odpovédi.

Mnoho fotosenzitizéri ma kvili své chemické struktufe tendenci agregovat ve
vodném prostiedi v disledku snahy jejich hydrofobniho skeletu vyhnout se kontaktu
s molekulami vody. To je urcujici faktor, ktery brani in vivo u¢innosti léku svou

snizenou biodostupnosti a limitujici kapacitou absorpce svétla.’

Dalsi rozvoj PDT je zaméten na nové G¢inné fotosenzitizéry s absorpci v dalekém
cerveném a blizkém infracerveném spektru a vykazujici minimalni kozni fototoxicitu.
K posileni vyvoje novych latek a lepSimu porozumeéni jejich farmakokinetiky a

biodistribuce je potieba objevovat cilené specifické fotosenzitizéry (tzv. ,targeting®).

Fotosenzitizér
(excitovany stav)
Tkéanovy
kyslik
svétlo Fotosenzitizér
(zakladni stav) ROS
v
Bunécna
toxicita

Obr.1: Zjednoduseny mechanismus PDT (ROS - reaktivni formy kysliku, z angl. ,, reactive
oxygen species ‘)
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V soucasné dob¢ jsou do klinické praxe ve svété zavedeny pouze 3 klasické PS. Pro
systémové podavani jsou schvaleny dvé fotosenzitizaéni latky: sodna stl porfimeru a
temoporfin. Pro lokalni aplikaci byly schvaleny aminolevulova kyselina a jeji methyl
ester - methylaminolevulinét.4 Rada dalsich se jiz nachazi v pokro¢ilych fazich
klinického testovani. I pies své nevyhodné vlastnosti zistavd HpD stale dosud
nejrozsirenéjSim a nejpouzivangjSim PS, nebot’ je doposud nejprozkoumangjsi. Da se
predpokladat, Ze novéjsi PS druhé generace v budoucnosti zaujmou jeho misto diky

svym vyhodné&j$im vlastnostem.
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1.3. PRINCIP PDT

Mechanismus PDT

Zakladni mechanismus fotodynamické terapie zahrnuje tii zakladni slozky. Prvni je
fotosenzitizér - svétlo absorbujici molekula, kterd se aktivuje druhym elementem -
svétlem odpovidajici vinové délky. Treti slozkou je molekuldrni kyslik, jemuz
excitovany PS piedava energii. Molekularni kyslik je vyuzivan v prabéhu fotochemické
reakce Kk vytvoreni reaktivnich forem kysliku (zejména singletového kysliku) -
cytotoxickych agens, které nasledné zni¢i neoplastickou tkan. Tyto agens napadaji
okolni biomolekuly, porusuji jejich biologickou funkci a v koneéném dutsledku vedou
ke smrti buniky. Definitivni zni€eni naddoru neni pficitdno pouze piimému efektu na
zniceni bun¢k, svou ulohu hraje i1 indukovany cévni uzévér v ozarené oblasti vedouci
k nedostatku zivin a kysliku. V neposledni fad¢ k celé véci ptispiva i aktivace imunitni

o . 7
odpovédi organismu.*

Vinova délka svétla aktivujiciho PS je pro pouziti v PDT velice dilezita. Svétlo o
niz8ich vinovych délkach pronika Zivymi tkanémi jen do hloubky nékolika milimetra,
pfitom zasaZené oblast je velice mald a dochézi také k pohlcovani svétla endogennimi
chromofory (napf. hemoglobinem). Jak jiz bylo zminéno, piivodné do terapie zavedeny
HpD - napt. Photofrin® mé velice nizkou maximalni vinovou délku vhodnou pro
aktivaci (630 nm). Optimalni rozpéti vinovych délek se pohybuje v oblasti 680-800 nm.

Nad 800 nm ma zateni nizkou energii a jiz nemusi dostacovat K G¢inné aktivaci ps.?

Fotosenzitizér (PS) se obvykle podavéd intravendézné a rychle se distribuuje do
télesnych tkani. Asi za 48-72 hod po podani mohou fotosenzitizujici latky dosahnout
znateln€ vyssi koncentrace v tumor6zni tkani nez v okolni zdravé tkani. Ackoliv presny
mechanismus selektivniho vychytavani (uptake) fotosenzitizéru neni dosud zcela
pochopen, Ize tento proces alespon ¢asteéné objasnit. Je pravdépodobné, ze divod tkvi
v abnormdlni fyziologii samotného nadoru, jako je napf. nedostate¢na lymfaticka
drendz, zvySena fagocytdza, vEétsi propustnost cévni stény v nadorové tkéni, kyselejsi
pH v oblasti nadoru. K selektivnimu vychytavani PS také prispiva zvySené mnozstvi
receptort pro LDL (low-density lipoproteiny) na bunééné membrané, které jsou
schopny navézat fotosenzitizér a v neposledni fad¢ také abnormalni slozeni stroma

y y ;w4
nadorové tkané.
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Selektivné absorbovany fotosenzitizér je nasledné ozéafen svétlem odpovidajici
vinové délky, ¢imZz se excituje do vyS§iho energetického stavu (PS*), coz vede
k produkci cytotoxického agens a nekrdze tumoru. Tento mechanismus lze popsat

nasledujicim schématem:
PS — PS* — Cytotoxické agens — Biologické poskozeni — Bunééna smrt

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

nasledn& piisobenim na exponovanou buiiku vyvolavaji biologickou odpovéd:.”

Fotofyzikalni zaklad PDT

PDT je zavisla na pritomnosti molekuldrniho kysliku. To pfedpoklada, ze singletovy
kyslik tvofeny v prubéhu fotosenzitizace z molekularniho tripletového kysliku je
hlavnim toxickym agens pulsobicim v pribéhu PDT. Modifikovany Jablonského

diagram typického fotosenzitizéru vysvétluje princip fotofyzikalniho procesu (Obr. 2).2

Zakladni stav fotosenzitizéru ma dva elektrony s opaénym spinem (znamo jako
singletovy stav) v molekulovém orbitalu s nizkou energii. Po absorpci svétla je jen
jeden ze dvou elektroni excitovan do orbitalu s vyssi energii a PS prechazi ze
zékladniho singletového stavu (‘PS) do velice kratce trvajiciho (v jednotkach
nanosekund) excitovaného singletového stavu 'pS*. Tento stav pravdépodobnd jen
zanedbateln¢ ovliviiuje fotodynamickou aktivitu PS, nebot trva velice kratce na to, aby
umoznil efektivni interakci s okolnim prostiedim. Z této energetické hladiny se mize
PS uvolnit nékolika zptisoby a to jak procesy radiaénimi (emisi svétla - fluorescenci),
tak i neradia¢nimi (vnitini preménou (VP)). V piipad¢€ vnitini pfemény dojde k uvolnéni
energie ve form¢ tepla v dusledku srazek PS s molekulami rozpoustédla. Je mozné, zZe
tento d¢j je dalezity pii vlastnim U¢inku na buinky. Fakt, ze vétSina PS jsou
fluorescentni, dovoluje stanovit mnozstvi fotosenzitizéru v bufikich nebo tkanich a
umoziuje sledovat ptimo in vivo farmakokinetické déje a distribuci PS u pacientt a
Zivych zvitat.

Velky vyznam pro PDT piedstavuje proces piemény excitované¢ho fotosenzitizéru
tzv. intersystémovou pfeménou (,,intersystem crossing™ - ISC). Tento proces vyzaduje
inverzi spinu jednoho elektronu, ¢imz pfeménuje fotosenzitizér do relativné dlouho
trvajiciho (fadové mikrosekundy) excitovaného tripletového stavu °PS*. Dlouha

zivotnost PS v tripletovém stavu je vysvétlovana faktem, Ze ztrata energie emisi svétla
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(fosforescenci) je ,,spinem-zakazany* proces, protoze fotosenzitizér by mél ptimo piejit
z tripletového do singletového stavu. Kazda takova ,nepovolena™ cesta je méné
preferovand nez cesta ,,povolena®, ale dobry fotosenzitizér prochazi ,,nepovolenou‘ ISC
cestou s vysokou pravdépodobnosti, coz je podstatné pro vlastni fotodynamickou

aktivitu.®®

Ipg* T typ 11
Yi (pFenos energie) ,
o, —
o @ 3 * /
o =} PS
% VP é oxidac¢ni
Z § produkty
u S
AB = /fosforescence typ | H /
L v v (vodikovy nebo
PS elektronovy pfenos) *OH

cytotoxicita

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

Z tripletového stavu se fotosenzitizér mliZze uvolnit n€kolika zplsoby. Vyzarenim
fotonu ve formé fosforescence (tzv. triplet-singlet emise) anebo dal§imi cestami jiz bez
vyzatovani, coz reprezentuji dva procesy, které jsou jiz vlastnim zakladem PDT. Lze je
rozd¢lit na fotoproces typu I a II. Oba fotoprocesy se objevuji soucasné a pomer mezi
nimi je dan povahou pouzitého PS, koncentraci substratu a kysliku ve tkani. VSeobecné
se piijima, ze fotoproces typu Il je zvlasté odpoveédny za vlastni fotodynamicky ucinek,

nebot’ pravé pii ném vznika singletovy kyslik.®

Fotochemicky zaklad PDT

Excitovany tripletovy stav (*PS*) miize podstoupit dva druhy nasledujicich reakci:

Fotoproces Typu |

Fotosenzitizér Vv excitovaném stavu muze piimo reagovat se substratem (bunécna
membrana nebo molekula), rozpoustédlem nebo jinym fotosenzitizérem. Dochazi
k transferu protonu nebo elektronu na radikalovou formu iontu (pfislusny radikalovy

anion nebo kation). Tyto radikdly jsou velmi reaktivni a mohou dale reagovat
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s molekularnim kyslikem a vytvofit reaktivni druhy kysliku, jako je napt. superoxidovy
anion, nebo zpusobit neopravitelné poskozeni. Tyto reakce zpiisobuji oxidativni

poskozeni a mohou eventueln¢ vést k cytotoxickému efektu pozorovanému v priabéhu

PDT.>?®

K fotoprocesu typu I dochazi predevsim za podminek snizené koncentrace kysliku.
Za plné anoxie reaguje excitovany fotosenzitizér (PS*) pfimo s okolnim biologickym
substratem (X), dojde k pienosu elektronu za vzniku oxidovaného substratu (X*) a
redukovaného fotosenzitizéru (PS7). Ten mlze za hypoxie dale reagovat s kyslikem za
vzniku superoxidového anionu (O;7), ktery poskytuje reaktivni hydroxidovy radikal

(HO¢) a praveé ten se dale vyznamné Gc¢astni oxidac¢nich procest na biomolekulach.
PS* + X —» PS + X'
PSS + O, — PS + Of

Mize také dojit k ptenosu elektronu jiz v prvnim kroku a vytvoii se radikal
z biologického substratu (X¢) nebo okolniho rozpoustédla. Radikaly pak reaguji piimo
s kyslikem za tvorby napt. superoxid anion radikalu (O,¢7) anebo piimo zafixuji zménu
v biologické molekule jeji oxidaci (XO).2

Superoxid (Oz;7) neni piili§ reaktivni v biologickych systémech a sam o sobé
nezpusobuje velké oxidacni poSkozeni, avSak miZe zreagovat sam se sebou, pak
vzniknou molekuly peroxidu vodiku a kysliku reakci oznacovanou jako ,,dismutace®,
kterou katalyzuje enzym superoxid-dismutaza (SOD). Peroxid vodiku hraje dilezitou
roli v biologickych systémech, pfes bunééné membrany prochazi rychle, ale nemiize byt
eliminovan z téla bunky ven. H,O; je potiebny pro funkci mnoha enzymd a ty jsou také
samoziejmé nepostradatelné (stejné jako kyslik) pro spravné fungovani Zivotnich dé&ji.
Superoxid je dulezity, jak jiz bylo vySe zminéno, k produkci vysoce reaktivniho
hydroxidového radikalu (HO¢). V tomto dé&ji vystupuje superoxid jako redukéni nikoliv
oxidacni ¢inidlo, nebot’ poskytuje jeden elektron k redukci kovovych ionti (napt. Fe*"),
které katalyzuji pfeménu H,0, na hydroxidovy radikal. Tato reakce byla pojmenovana
jako Fentonova reakce a byla objevena pied vice nez sto lety. Uplatni se hojné
Vv biologickych systémech, protoZe fada bun€k obsahuje Zelezo, méd’ nebo jiné kovové
prvky, které katalyzuji tuto reakci. Redukované ionty (napf. Fe®*) se pak tcastni reakce,
pii niz se stépi vazba O—O v molekule peroxidu vodiku a vznika hydroxidovy radikal
(HO¢) a hydroxidovy iont (HO").
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Stejné jako peroxid vodiku tak i HOe* snadno piechazi ptes bunééné membrany a
zpusobuje diky své vysoké reaktivité¢ dalsi oxidativni zmény. Reaguje s organickymi
substraty (R), za tvorby dalSich reaktivnich radikala. Ty mohou reagovat i s molekulou
kysliku v zakladnim stavu za vzniku dal$iho opét vysoce reaktivniho peroxidového
radikdlu (ROQOe), ktery reaguje S jinymi dal$imi molekulami organického substratu
vV nasledné ftetézové reakci. Tento typ fetézové reakce je obvykly u oxidaéniho
poskozeni mastnych kyselin a ostatnich lipidi a to vysvétluje, pro¢ radikaly jako

hydroxidovy radikal maZou zptsobit takové rozsahlé poskozeni.®

Fotoproces Typu 11

Tento fotoproces pievazuje predev§im pii vysSich koncentracich kysliku ve tkani.
PS v tripletovém stavu preda svou energii ptimo molekularnimu kysliku (ten se nachazi
v zédkladnim tripletovém stavu), coz vede k vytvofeni excitované¢ho stavu kysliku
znamého jako singletovy kyslik (*02*). Vzniku této siln& reaktivni formy kysliku
pfedchézi inverze spinu jednoho z jeho vnéjSich elektronid. Diky své vysoké reaktivité
muze singletovy kyslik reagovat svelkym mnozstvim biologickych substrati,

o . . 14 W 14 Ww 7
zpasobovat oxidativni poskozeni a bunénou smirt.

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

ps (singletovy stav fotosenzitizéru — zakladni stav)

»Spinem — povoleny“ energeticky pienos

Obr. 3:  Detailnéjsi zobrazeni pienosu energie u fotoprocesu typu Il

Singletovy kyslik je velmi reaktivni agens, jehoz zivotnost se li§i podle prostredi, ve
kterém se nachazi. Napt. ve vod¢é se pohybuje okolo 2-4 us, v lipidech 50-100 ps,
kdezto v biologickém prostiedi jen okolo 0,04-0,6 us. Ziskané hodnoty doby existence

singletového kysliku v biologickém prostiedi se znacné lisi a to pravé z divodu jeho
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obtizné detekce. Presto se predpoklada, ze 'O, neni schopen pronikat hloubgji do tkang
nez jen piiblizné na Sitku bunécné lipidové membrany. Z toho vyplyva, ze pfimym
ucinkem PDT jsou usmrceny jen buiiky obsahujici PS, coz je samoziejmé zadouci. Déle
diky selektivni kumulaci PS v nemocné tkani a jejimu pozdé&jSimu ozafeni je umoznén

ptfesny a lokalizovany zéasah.

Reaktivni singletovy kyslik je tedy to skutecné cytotoxické agens, nebot’ rychle
reaguje s okolnimi bunécnymi komponenty, ptedevsim s molekulami pfitomnymi v
membranach, cholesterolem, nenasycenymi mastnymi kyselinami a DNA. Ter¢em jsou
I aminokyselinové zbytky v proteinech a to pifedev§im aminokyseliny cystein,
methionin, tyrozin, histidin a tryptofan. Aktivovany kyslik reaguje s biologickym
substratem nékolika zpusoby, napt. oxidaci nebo cykloadici (Obr. 4). VSechny tyto

reakce razantné poskozuji biologické procesy.3

CeHyy CgHy7

—_—
HO HO
OOH
Cholesterol
NHR NHR
HN { CO,R o CO,R
_— HN \
0]
Tryptofan

Obr. 4:  Oxidacni degradace

V PDT je singletovy kyslik hlavnim a limitujicim faktorem, je zodpovédny za
ireverzibilni poskozeni riznych bunéénych membran vcéetné plasmy, mitochondrii,

lyzosomi, modifikaci proteint i jaderné membrany.

PDT vyuziva zaroven né€kolik rtiznych mechanismil k Gplnému poskozeni nddorové
tkané. Kromé spusténi bunééné nekrozy a apoptozy ke zniceni ve velké mife pfispiva i

preruseni krevniho zasobeni nemocné tkané, coz znemoziuje piisun kysliku a Zzivin.
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Nakonec s rozvojem zanétu a imunitni odpovédi je zasazena tkan zcela zni¢ena pouze s
malym nebo vilbec zadnym postizenim okolni zdravé tkdné. Nador je tedy znicen
relativné rychle a jakékoliv piipadné poSkozeni okolni tkané se zhoji v nasledujicich

6-8 tydnech po terapeutickém zasahu a to obvykle bez jizev.* >
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1.4. SVETLO — ZDROJ A PRIVOD

U PDT lze zacileni (targeting) a selektivity dosahnout pomoci n¢kolika faktort.
Prvnim z nich je zpisob pfivodu svétla. S vyuzitim modernich systéma s optickym
vldknem a rtiznych druhti endoskopie Ize svétlo presné zacilit na témét jakoukoliv Cast
téla. Jak jiz vime, singletovy kyslik produkovany aktivaci fotosenzitizéru, ma velmi
kratkou zivotnost a je deaktivovan dfive nez by mohl uniknout z buiiky, v niz byl

vytvofen. I tento fakt p¥ispiva k targetingu.*

Pristrojové vybaveni — vyvoj

V minulosti se pro ozafovani v rdmci PDT pouzivaly hlavné konven¢ni lampy a to
pfedevSim pii 1écb€ koznich nddort. Svétlo z lamp vSak osvicenou tkdn znacné
zahtivalo. K zamezeni tohoto jevu bylo proto nezbytné infracervenou oblast spektra
odfiltrovat. Mezi dal$i nevyhody lamp patfilo jejich komplikované zavadéni na
nepiistupna mista, slozité ovladani a nizka intenzita osvétleni (typicky 50 mW/cm?).

Paralelné s pokroky v chemii bylo nutné vyvijet nové vyhodnéjsi zdroje svétla pro PDT.

Casem se vyvinuly moderngjii piistroje pro ptivod svétla ve fotodynamické terapii.
Vyznamny pokrok Sse Vtéto oblasti uskute¢nil zavedenim laseru kombinovaného
s optickym vlaknem, coz znac¢né rozsitilo aplikaci PDT. Adekvatni davka svétla mohla
byt diky nové technice a provedeni presnéji aplikovana na prakticky kteroukoliv ¢ast a
misto lidského téla (vnitini 1 vnéjsi) véetné pojiva ¢i kosti. Jako vhodny se jevil helium-
neonovy laser, ale nizk4 energie emitovaného zatfeni omezuje jeho vyuziti v PDT. Proto
se pouziva laditelny argonovy iontovy laser na bazi barviva. Tento systém muze
produkovat zafeni v rozpéti vinovych délek od 350 do 700 nm. AvSak argonové lasery
jsou velmi drahé a naro¢né na obsluhu. Laser vyuzivajici pary zlata je jednodussi a
levngjsi, ale produkuje pouze svétlo fixni vlnové délky 628 nm.** Obecné lze ¥ici, Ze
laserové zdroje svétla se pouzivaji k 1éCeni vnitinich nadori s vyuzitim endoskopie,
protoze pravé diky laseru lze 1épe a ucinngji soustedit svétlo do jednoho nebo vice

optickych vlaken.

Bézné jsou u koznich a podkoznich 1ézi efektivni i nelaserové zdroje. Mnoho
nelaserovych zdroji svétla bylo vyvinuto pravé pro jejich 1é¢bu. Tyto zdroje jsou
reprezentovany bud’ riznymi typy filtrovanych Sirokopasmovych lamp nebo novéjsimi
a nendkladnymi LED diodami.** Ve vsech pripadech je v daném rozmezi vlnovych

delek intenzita svétla rovnomérnd, takze dodavand davka mulZe byt piesné spocitana.
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Energie zdroje je dulezitym faktorem, protoze ta urcuje dobu léceni. Nicméné
s modernimi laserovymi i nelaserovymi zdroji neni dosazeni dostate¢né energie obtizné,

proto osetfeni obvykle trva 5-20 min.*

Dalsi pokrok pfinesly snadno ovladatelné lasery zalozené na laserovych diodach
pevného skupenstvi.*? Mezi vyhody laserovych diod se fadi jejich b&Zna dostupnost,
lasery pro PDT. Diodové lasery jsou proto idedlni pro bézné klinické uziti a prace
s nimi nevyzaduje ani hluboké technické odborné znalosti. Maji fixni vinovou délku

(okolo 750-850 nm) a jsou urdené pro praci se specifickymi fotosenzitizéry.*

Privod svétla

Pro povrchové nadory nebo pro nadory dutiny ustni 1ze pouzit jednoduchou ¢ocku
v kombinaci s optickou miizkou. Vysledkem je jednotné ozateni celé oblasti. Pro
solidni nebo hluboko ulozené tumory se uziva optické vlakno zavadéné dutou jehlou,
popfipad¢ navadéné ultrazvukem. Pro intraluminalni a intrakavitalni ozafovani nadoru
napt. v bron$ich, ezofagu ¢i mocovém méchyii se pouziva flexibilni kfemenné vlakno
umisténé v nastrojovém kanalku standardniho endoskopu. Modifikaci konce vldkna'®
nebo umisténim vlakna do svétlorozptylujiciho media* miiZe byt dosaZeno prostorové

distribuce svétla v cilové tkani.
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Obr.5:  Riizné formy SiFeni svétla pouzivané ve fotodynamické terapii. Povrchové ozareni
konvencni  lampou (1) a laserové svetlo vedené optickym vidknem (1)
Intersticialni ozareni s cylindrickou (IIl) a sférickou (IV) rozptylovaci cockou.
Intraluminalni a intrakavitalni ozareni s cylindrickou (V) a sférickou (VI)
rozptylovaci izotropni cockou. Sipky zndzoriuji svétlo emitované laserem.
Prerusovana ¢ara zobrazuje oblast penetrace svétla.

Fakt, Ze vétsina PS je také fluorescentni a fotochemicky aktivni, znamena, ze v PDT
lze vyuzit i detek¢nich a zobrazovacich metod, které jsou nékdy oznacovany jako foto
(dynamicka)detekce a diagnostika. Diky tomu je mozné odhalit jinak skryté nemoci
(napft. dysplazie), zjistit a popsat ohrani¢eni nadoru, vizualizovat vyskyt onemocnéni na
nepfistupném misté (napf. v jicnu, bronchu nebo kolonu). Fluorescenci lze jako
zobrazovaci a kvantifikaéni metodu vyuzit rovnéz pro zdokonaleni PDT dozimetrie.
Kupftikladu méfeni fluorescence ndm umozni stanovit skutecné mnozstvi PS v 1ézi, a to

je potiebné pro uréeni a nastaveni ptiméfrenych parametrii nasledného ozéfeni.?

Chovani svétla v PDT

Posledni desetileti s sebou pfineslo dalsi vyznamné poznatky. Lépe mulZeme
porozumét tomu, jak se sv€tlo chova v lidské tkéani, ¢imZ se zabyva obor oznafovany
jako tkanova optika. Diky jejim poznatkliim lze dokonaleji 1é¢it, planovat a predvidat,
jak se bude svétlo Sifit uvniti tkané nebo organu a pak ovlivnit co nejoptimalnéji
klinicky vysledek. Svétlo je bud’ rozptyleno nebo absorbovano, kdyz vstupuje do tkané
a rozsah obou jevl zavisi na typu tkané i vinové délce svétla. Zjistilo se, Ze nejen rtizné

typy tkani vykazuji odlisné optické vlastnosti, ale i stejny typ tkané ¢i orgdnu se miize
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vyrazné liSit v absorpci a rozptylu svétla u rtiznych pacient. Biologické tkané jsou
nehomogenni kvili pfitomnym mikroskopickym casticim (makromolekuly, bunééné
organely, organizovana buné¢na struktura, vimezeiené vrstvy atd.). Vicenasobny rozptyl
uvnit tkané vede ke ztraté orientace paprsku. Absorpci zapti¢inuji pievazné endogenni

chromofory jako jsou hemoglobin, myoglobin a cytochromy.’

Ziskavéani a sjednocovani poznatkii z mnoha urovni zkoumani vedlo ke snaze
vytvofit model transportu svétla ve tkani. Jeji realizace vyzaduje ziskat ptesné hodnoty
optickych vlastnosti tkané. Rozptyleni svétla (us) je obecné nejvyznamnéjsim faktorem
limitujicim penetraci svétla do vétSiny tkani a pro mekké tkané se pohybuje v rozmezi
100-1000 cm™. Absorpce (i12) je obvykle méng dilezita, hodnoty se vyskytuji v rozmezi
0,1-5cm™ pro vétsinu tkani vzelené a deldi vinové délce. Tretim parametrem
nezbytnym k definovani tkanovych optickych vlastnosti je anisotropicky faktor, ktery
méfi smér rozptylu svétla. Pak je mozné pouzit naptiklad metodu matematickou nebo
diftzni pro nastaveni parametrt osviceni (intenzita, vinova délka, thel dopadu) tak, aby

se maximalizovala svételna davka.®

Samoziejmé se pii vypoctu musi zohlednit absorpce nizSich vlnovych délek svétla
dilezitymi tkanovymi chromofory (0oxy 1 deoxyhemoglobin, melanin) spole¢né
s redukovanym svételnym rozptylem ve vysSSich vinovych délkéach a s vyskytem vodni
absorpce (vinové délky > 1300 nm). Primérna ucinna hloubka pruniku do tkané okolo
1-3 mm je u 630 nm, coz je vlnova délka uzivana pro klinické 1é&eni s Photofrinem®,
zatimco u vilnové délky 700-850 nm je prunik piiblizné dvojnzisobn}'l.9 Z toho vyplyva,
ze svétlo delsi vinové délky penetruje hloubé&ji v ozafené tkéani. Proto by idedlni
fotosenzitizér mél byt latkou, kterd absorbuje svétlo vinovych délek blizkych

infraervené oblasti spektra (Obr. 6).
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Obr. 6:  Zavislost vinové délky svetla na hloubce priniku do nadoru

Dal$im jevem nazyvanym ,self-schielding”“ je absorpce svétla samotnym
fotosenzitizérem, coz omezuje prinik svétla do tkané. Jev je obzvlast zietelny, kdyz PS

siln¢ absorbuje v oblasti terapeutickych vinovych délek.

Casty proces, pfi kterém je PS nachylny k fotodestrukci v pritbéhu osvitu, se nazyva
,photobleaching® (vyblednuti). Jde 0 jednu z obecnych vlastnosti barviv a tedy i
fotosenzitizérd. Dochazi k nému v ptipadé, kdyz vznikly singletovy kyslik a ostatni
ROS reaguji se samotnym PS ve smyslu sniZeni jeho u¢innosti pro dalsi procesy (ztrata
intenzity absorpce ¢i emise). Ackoliv ,,photobleaching™ obvykle znamena ztratu PDT
reaktivity, mize mit stale jesté prospésny vliv v terapii. To doklada nésledujici tivaha.
Existuje totiz urcita prahova hodnota davky PDT vedouci ke tkanové nekroze. Pokud se
»photobleaching® (ten nema Zadny podobny mezni prah) odehraje jesté pred dosaZenim
této prahové hodnoty, neobjevi se zadné poskozeni tkang. To je zadouci pro normalni
zdravou tkan vystavenou osvitu, ne vSak pro tumor6zni lécenou tkan. Po chemické
strance dochazi pii ,,photobleachingu” ktomu, Ze se chromofor fotosenzitizéru
rozpadne na malé fragmenty, které jiz mnohem mén¢ absorbuji ve VIS a neabsorbované
svétlo pak miiZze proniknout do hlubsich vrstev. AvSak rozloZzeny PS je jiz neaktivni a
nevykazuje zadné cytotoxické vlastnosti. Tedy kone¢nym a optimalnim vysledkem pak

mize byt docileni hlubsi nekrozy nadoru, zatimco zasah bude Setrny ke zdravé tkani.
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Photobleaching se muze také podilet na rychlejsim vylucovani PS ztéla diky jeho

rozkladu v ki > °

Jednim z hlavnich aspekt PDT je pojeti tzv. dvoji selektivity. PoSkozeni zdravé
tkan¢ je minimalizovano vzrustajici selektivni kumulaci fotosenzitizéru v nadoru nebo v
dalsich nemocnych tkanich a také ozafenim jen vytyCené omezené oblasti. Presto
ssebou PDT nese nékteré nezadouci vedlejsi ucinky, napi. dlouhodobou kozni
fotosenzitivitu, obcasné systémové a metabolické poruchy nebo nepiiméiené velkou
tkanovou destrukci 1é¢eného mista. Doufejme, Ze hlubsi pochopeni PDT bude
minimalizovat pomér riziko/uzitek 1écby a rozsiii se aplikovatelnost PDT a to nejen na

S v s 9
vazna on€mocneni.
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1.5. FOTOSENZITIZER

Fotosenzitizéry jsou latky schopné absorbovat svétlo specifické vinové délky a
pretvaret jej na uziteCnou energii. Jak jiz bylo vySe zminéno, klicovym ptedpokladem
jakéhokoliv PS je jeho schopnost preferenéni kumulace v nemocné tkani s naslednou
produkci cytotoxickych agens a indukci pozadovanych biologickych efektd. VéEtSina
fotosenzitizéri dnes pouzivanych nebo testovanych v PDT vychazi z porfyrinového
cyklu. Dosud nejrozsifen&jsi a nejpouzivangjsi PS je Photofrin®, ale z diivodu vyskytu
velkého poctu nezadoucich ucinki a vlastnosti se vyzkum zaméfil na nové typy PS.

Postupem casu se tfidily a formulovaly uréité vlastnosti idedlniho PS a je
pochopitelné, ze zadnou z dosud znamych a pouzivanych latek nemizeme povazovat za

v

idealni. Piesto se nov&jsi latky alespoi tomuto idedlnimu PS v mnohém piiblizuji.t

Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru® °

vvvvvv

e Chemicka Cistota se znamym konstantnim slozenim a stabilitou — u dfivéjsich
latek byl problém, nebot’ se jednalo o smési $patné separovatelnych mono-, di- a
oligomertu (napt. u derivatizovaného hematoporfyrinu). Nov¢jsi latky jsou jiz

obvykle 1épe charakterizovatelné.

e Optimalni spektralni vlastnosti — silna absorpce v Cervené oblasti viditelného
spektra (650-800 nm), kdy je penetra¢ni schopnost svétla maximalni a pfitom
ma dostacujici energii pro G¢innou excitaci PS. Svétlo nizsich vin. délek méné
pronika do tkan€¢ a zvySuje se také pravdépodobnost vyskytu koZni
fotosenzitivity. Naopak fotony svétla vysSich vinovych délek (>800 nm)
nedodaji dostatecnou energii tripletovému stavu PS, aby pienesl svou energii

zakladnimu stavu molekuly kysliku k jeho excitaci na singletovy stav.

e Minimalni toxicita ve tmé — jak u ¢lovéka tak i u pokusnych zvitat ma byt PS
toxicky jen po ozafeni svétlem odpovidajici vinové délky vedouci k aktivaci PS.
Fotosenzitizér by nemé¢l ani vykazovat zprostiedkovanou toxicitu

(napt. hypotenzi, alergickou reakci).

e Vyhovujici fotochemické vlastnosti — ma byt produkovano velké mnozstvi
tripletového stavu PS, ktery ma mit tak dlouhé trvani, aby doslo k dostate¢né

produkci singletového kysliku (hlavniho cytotoxického agens).
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e Idedlni rozpustnost ve vod¢ nebo ve smési vodnych rozpoustédel. PS by také
nemél nadmérné agregovat v biologickém prostiedi, protoze by se tim snizila

jeho fotochemickd ucinnost.
e Selektivni kumulace PS v nadorové tkani.

e Rychla eliminace z t¢la pacienta — je zadouci, aby zbyly PS nezlstaval dlouho
v Krvi a nezpusobil systémovou toxicitu. Pokud je PS eliminovan do jednoho
dne po 1é¢bé, nehrozi problém dlouhodobé kozni fotosenzitivity a pacient se

nemusi chréanit pred svétlem.

e Snadna piiprava — syntéza PS by méla byt relativné snadna popt. fotosenzitivni

latky jednoduse modifikovatelné (zamény postrannich fetézcti).
e Cenova dostupnost a snadna aplikace do primyslové vyroby.

e Fluorescence PS pro moZnost vizualni kontroly.

Kratky interval mezi podanim PS injekci a osvicenim umoziiuje ambulantni
provedeni zakroku, coz je jak piijemné pro pacienta tak i financn€ vyhodné. V dnesni
dob¢ jesté neni dofeSeno, zda je lepsi vyhradit jeden konkrétni PS jen pro jednu
specifickou indikaci a pak mit mnoho jinych PS pro dal$i rozmanité nemoci nebo
kategorie pacientt, nebo se snazit hledat jeden PS, ktery by pisobil proti vétSing

nemoci.’

Klasifikace fotosenzitivnich latek

Vétsina fotosenzitizérti uzivana v klinické nebo experimentalni praxi je odvozena z
tetrapyrrolového aromatického jadra obsazeného v mnoha pfirozené se vyskytujicich
pigmentech (hem, chlorofyl, bakteriochlorofyl). Tetrapyrroly maji relativné silny
absorp¢ni pas v oblasti kolem 400 nm, znamy jako Soretiv pas a sadu postupné se
sniZzujicich absorpcnich past ve sméru do cervené oblasti spektra nazyvanych Q-pasy.

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

fotosenzitivni schopnost, zatimco paramagnetické kovy (Fe, Cu, Gd) to neumoziiuji.’

Vsechny dosud znamé fotosenzitizéry délime podle vlastnosti a typickych

charakteristik do n€kolika generaci.
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Prvni generace

Do této generace patii hematoporfyrinové derivaty - HpD (porfimer sodium,
Photofrin®), piipadné i derivaty Protoporfyrinu IX.! Protoporfyrin IX je silny
fotosenzitizér a je bezprostiednim prekurzorem hemu, ktery jiz PS neni.* Pirozené se
vyskytujici porfyriny jsou plné konjugované (neredukované) tetrapyrroly a liSi se
V poctu a typu bocnich fetézcii obzvlasté karboxylovych skupin (protoporfyrin ma dvé,
coproporfyrin ¢tyfi, uroporfyrin osm). Porfyriny vykazuji absorpéni pas v dlouhovinné
oblasti okolo 630 nm, ktery miva malou intenzitu.®

HpD jsou smési dimert a oligomera (s jednotkami pospojovanymi éterovymi nebo
esterovymi vazbami) pfipravené z hematoporfyrinu izolovaného z hemu (barevna ¢ast

- , ’ . . 1
¢erveného krevniho barviva hemoglobinu).

HO

OH

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

Protoporfyrin IX Hematoporfyrin

Obr. 7:  Struktury prirodnich porfyrinii

Smés dimerti a oligomerd se po &asteéném vy&isténi stala zakladem Photofrinu®,
ktery byl poprvé v roce 1993 v Kanad¢ zaveden do praxe jako prvni latka v PDT Kk 1é¢bé
rakoviny mo¢ového méchyie.! Ma fadu vyhodnych vlastnosti - efektivng zni&i nador, je
netoxicka za nepfitomnosti svétla, jednoduse vytvoii ve vod¢ rozpustnou formu pro
intravendzni podani. Po dobu jejiho pouzivani v praxi se neobjevil Zadny zavazny ani
dlouhodoby problém zpochybnujici jeji bezpecnost a zda se, ze PDT mize byt
opakované aplikovana bez omezeni. To znamena, ze u PDT neexistuje maximalni

celozivotni davka na rozdil od radioterapie.*

Photofrin®méa viak i fadu nezadoucich vlastnosti. Nejen vinova délka (630 nm)
vhodna pro aktivaci je velmi nizka, ale nizky je i1 extinkéni koeficient pii tomto
maximu, proto je tieba podat vysokou davku PS i svétla. Je slozitou smési, i po

vyCisténi se sklada asi z 60 latek, proto je obtizné charakterizovat jeho piesné slozeni.*
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Neni pfili§ selektivné vychytavan v nadoru, kumuluje se v jatrech, ledvinach, slezin¢ a
hlavné v kazi™. Jeho vysoké koncentrace v kiiZi 1ze detekovat po dobu az 6 tydnil, coZ
zpusobuje vleklou kozni fotosenzitivitu. Dalsi nevyhodu piedstavuje i dlouha prodleva
(48-72 hod) mezi podanim latky a ozafenim, po kterou musi byt pacient chranén pied
svétlem.*

Pies viechny zminéné nevyhodné vlastnosti ziistava Photofrin® nejrozsifendjsim a
nejbeéznéj$im fotosenzitizérem pro 1é€bu nedermatologickych nadorti. Létka je urcena k
terapii tumortt v Casném 1 pokrocilém stadiu rakoviny plic, povrchového nadoru
zaludku, jicnového adenokarcinomu, rakoviny délozniho ¢ipku, mo¢ového méchyte ale

. o . , « s ., 1,4
1 dal$ich nerakovinovych onemocnéni (psoridza).

Pouzivaji se také derivaty Photofrinu®, naptiklad v Rusku byl schvalen Photohem®
pro 1é¢bu rakoviny riznych organt (ktze, prsu, plic atd.), ale i jako profylaxe zakalu

o wex 1
kornealniho $tépu.

Druha generace

Latky spadajici do druhé generace miizeme jiz snadnéji charakterizovat, nebot’ jsou
na rozdil od latek prvni generace chemicky jednotné. Jejich absorpéni maximum se
posouva k vys$sim vinovym délkam (650-800 nm) a tedy svétlo, které tyto PS aktivuje,
pronikd hloubé¢ji do tkan€. Jsou také podstatné selektivnéjsi, coz umoziuje zvySeni
efektivity PDT. Zastupci této generace patii do skupiny porfyrini a jim piibuznych
chlorini a bakteriochlorini, déile ftalocyaninii, naftalocyanini, texafyrini,

porfyceni a dalsich.!

Chloriny jsou tetrapyrroly s jednou redukovanou dvojnou vazbou v pyrrolovém
kruhu. To znamend, Ze se absorp¢ni pas v dlouhovIinné oblasti posouva k hodnotam

650-690 nm a zvysuje svou intenzitu. Oba tyto faktory jsou pro PDT zadouci.’

Verteporfin (BPD-MA z angl. benzoporphyrin-derivate monoacid ring A) je
benzoporfyrinovy derivat registrovany pod obchodnim nazvem Visudyne™. Je to velmi
uzite¢ny 1ék v oftalmologii, byl vyvinuty pro 1é¢bu senilni makularni degenerace (angl.
age-related macular degeneration (AMD)). Latka vstoupila také do druhé faze
klinickych zkouSek pro nemelanotické kozni nadory, pro 1é€bu psoridzy a psoriatické a
revmatoidni artritidy. Jeji absorpéni maximum je posunuto K vinové délce 690 nm, pfi

niz pronika svétlo piiblizné dvakrat hloubé&ji nez pii 630 nm. Verteporfin je nadorovou
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tkani velice rychle absorbovan ale i vylucovan, proto nezplisobuje kozni fotosenzitivitu

trvajici déle nez 24 hodin.*

Temoporfin (MTHPC, tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, Foscan®) je nyni kromé
sodné soli porfimeru dal§im a jedinym PS schvalenym k systémovému uziti v PDT k
1é¢bé nadort. Je to Géinny 1ék u rakoviny hlavy a krku a pro tyto indikace byl v Evropé
schvalen v roce 2001.* Neméd absorp&ni maximum piili§ posunuto k Eervené oblasti
(652 nm). Je viak velmi aktivnim fotosenzitizérem, asi 100x u&inn&j$im neZ Photofrin®,
proto v porovnani s nim vyzaduje mnohem nizsi davky PS i svétla. Ma vsak Spatnou
selektivitu vychytavani mezi nadorovou a zdravou tkani.! Také kozni fotosensitivita
pfetrvavéa po dobu 2-3 tydnil, coZ pacienta velice omezuje.’® Musi byt injekéné podan
3-4 dny pred ozafenim. Foscan® je testovan v klinickych studiich k 16&b& nadord jicnu,
zaludku, karcinomu prostaty a kuze, sterilizace okoli zasahu po chirurgické 1é¢bé

r . ., . , T 17
nadoru nebo proti bakteriim rezistentnim na antibiotika.

H,COOC ‘
HO

H,CO0C N

HOOC
COOCH, HO

Verteporfin Temoporfin

Obr. 8:  Struktury verteporfinu a temoporfinu

Bakteriochloriny maji jiz o dvé konjugované vazby v makrocyklickém systému
méné, nez je tomu u porfyrinil. Absorpéni pas maji posunuty jest¢ dale do Cervené
oblasti spektra. Mozna se bakteriochloriny v budoucnosti ukazi dokonce jako G¢innéjsi
fotosenzitizéry nez jsou chloriny, zatim vSak tomu brani né€kolik nedostatki. Dosud
zname jen relativné malo kandidatnich molekul bakteriochlorind a také se musi fesit

otazka jejich stability pti skladovani.®

Existuje skupina klasickych chemickych derivati obvykle ziskanych z pfirozené se

vyskytujicich porfyrint a chlorini, kam fadime struktury jako jsou purpuriny,
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feoforbidy, pyrofeoforbidy, feofytiny a forbiny. Nékteré z nich byly obséhle

zkoumany jako fotosenzitizéry pro PDT.?

Etiopurpurin-komplex s cinem (Tin etiopurpurin, SnET2, Purlytin®) — tato latka

patii do skupiny metalochlorinti, nebot’ ma uprostied jadra chelatovany kation cinu.
Piestoze ma Silné absorpéni maximum (pii 660 nm), pro ucinnou terapii jsou potiebné
vysoké davky svétla (srovnatelné s Photofrinem®™). Také kozni fotosenzitivita pretrvava
po dobu asi 10-14 dnti po podani.’® S Purlytinen® jiz byla ukon&ena III. faze klinickych
zkousek jako prostiedku k 1écbé AMD.Y

Talaporfin (NPeg (mono N-aspartyl chlorin eg), MACE) je synteticky chlorin, ktery
vykazuje silnou absorpci pii vysSich vinovych délkach (664 nm). Z tkani se rychle
vylucuje (podobné jako verteporfin), proto k ozafeni musi dojit asi po 4 hodinach po
intravendznim podani.?® Za nizkych davek PS i svétla dochazi jen ke kratkodobé regresi
nadoru. Dlouhodobé regrese lze dosdhnout zvySenim davek, coz vSak vyusti ve ztratu
selektivity.”* V Japonsku byla ukon&ena III. faze klinickych zkousek talaporfinu na
1écbu Casného stadia rakoviny plic. V USA probihaji testy na vyuziti této latky v terapii
pokrocilych stadii rakoviny (prostaty, slinivky, hlavy a krku, plic, rekta), ale i v jinych

nez protinadorovych indikacich (napf. v oftalmologii a kardiologii).??

/

HOOC
HOOC

HN . O
HOOC\)\COOH

SnET2 Talaporfin

Obr. 9:  Struktury etiopurpurinu a talaporfinu

Photoclor patii do skupiny chlorind, pfesnéji jde o derivat feoforbidu-a. Analogy
feoforbidu jsou obecné aktivnéjS$i nez podobné latky ze skupiny chlorinti-e¢ (napf.
talaporfin). Photoclor je vysoce selektivni k nadorové tkani soucasné s nizsi

fototoxicitou neZ Photofrin®.}
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Obr. 10: Struktura photocloru

Dalsi Siroce studovanou skupinou jsou ftalocyaniny (Pc) a jim piibuzna méné
rozsahla skupina latek - naftalocyaniny. Jejich obvykle silny absorpéni pas nalezneme
ve Vvinovych délkach piesahujicich 650 nm. Kdyz vezmeme V vahu strukturu
S rozpustnosti a agregaci danych struktur. Pc vSak Casto obsahuji sulfoskupiny, které
zajist'uji rozpustnost slouceniny ve vod¢. Ftalocyaniny se obvykle pfipravuji s centralné

PN ’ 9
umisténym kovovym atomem.

Ftalocyaniny jsou velice nadéjnou a do budoucnosti perspektivni skupinou PS. Maji
posunutou maximalni vlnovou délku absorpce smérem k Cervené casti spektra
(670-700 nm) a pii této vlnové délce zesilenou absorpci. Pfitomnost chelatovanych
centralnich kovi a polokovu je dulezitd pro vlastni PDT ucinek. Nékteré z nich
(napf. Zn, Al, Si) totiz prodluZzuji trvani tripletového stavu a zvysuji tim jeho Uc€innost
v PDT. Né&které ftalocyaniny jsou Spatné rozpustné ve vod€ nebo i1 organickych
rozpoustédlech, coz zplisobuje problémy s jejich aplikaci. Lze to vSak vyfeSit napf.
chemickou modifikaci na periferii, inkorporaci do micel (napf. micely pfipravené
z polyethylenglykolu (PEG) uzavirajici ZnPc s vysokou selektivitou pro nadorovou
tkan)® nebo liposomii (piiprava unilamelarnich liposomd obsahujicich ZnPc a
cholesterol)®. Lepsi rozpustnosti ve vod& lze dosahnout i sulfonaci, jak jiz bylo
zminéno.!

Ptfidanim dalSiho benzenového jadra na periferii ftalocyanini vede k latkdm typu

naftalocyanini. Tyto latky absorbuji pii velice dlouhych vilnovych délkach
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(az 770 nm), ¢imz se zvySuje terapeuticka hloubka zasahu a lze tyto latky pouzivat i pro

. . . y 1
vysoce pigmentované nadory - jako napt. melanom.

Ftalocyanin Naftalocyanin

Obr. 11: Struktury ftalocyaninii a naftalocyaninii

5-aminolevulinova kyselina (ALA, Levulan®, Metvix®, Hexvix®, Benzvix®) je
v PDT také pouzivana. Zplusob pouziti se vSak od predeSlych zcela lisi. ALA
predstavuje endogenni latku, kterd je soucasti biosyntetické cesty hemu. Tato cesta je
kontrolovana negativni zpétnou vazbou, pii které vyssi koncentrace hemu inhibuje
konverzi glycinu a sukcinylkoenzymu A na ALA. Pokud dodame ALA exogenné,
obejdeme tim tento kontrolni mechanizmus a dojde k syntéze Protoporfyrinu IX (PpIX),
ktery poté funguje jako Uc€inny PS. Inkorporaci atomu Zeleza enzymem ferrochelatasou
vznika prirozenou cestou z PpIX fotodynamicky neaktivni hem. Levulan® se uplatiiuje
v indikacich jako je lécba akné, fotodetekce a lécba cervikalni dysplazie a rakoviny
mocového méchyte. Klinické testy probéhly pro 1é€bu nemelanotické rakoviny ktize,
Barretova jicnu a psoriazy. Kvuli nizké lipofilit¢ ALA se do terapie zavadi i jeji methyl,
hexyl a benzyl estery (Metvix®, Hexvix®, Benzvix®), které 1épe pronikaji do tkani
(zejména pii aplikaci na kizi) a po hydrolyze uvoliiuji volnou ALA.*

Dalsi skupinu potencidlnich fotosenzitizérii tvoii latky kompletné syntetické.

Zahrnujeme sem struktury jako jsou texafyriny, porfyceny, safyriny.’

Motexafin lutecium (Lutex, Optrin®, Antrin®, Lutrin®) — jde o derivat texafyrinu

(s charakteristickym pétidusikatym makrocyklickym jadrem) s centralné chelatovanym
atomem lutecia. Siln¢ absorbuje pii dlouhé vinové délce 732 nm a ma dobrou
selektivitu pro maligni tkané. Je rychle vyluovan z krevni plazmy a vykazuje jen

kratkodobou fotosenzitivitu pacienta.?®
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Motexafin lutecium

Obr. 12: Struktura motexafinu

Porfyceny — jejich absorpéni maximum se pohybuje v oblasti 600-650 nm.
Modifikaci na periferii lze dosdhnou velice dobrych farmakokinetikych vlastnosti.
ATMPn je derivat se ¢tyfmi B-methoxyethylovymi skupinami, jez urychluji vstup do
buiikky, a jednou acetoxy skupinou zvySujici hydrofilitu patii mezi nejrychleji
vychytavané PS v in vitro studiich vibec. Latka se aplikuje pouze topicky k lécbé
koZnich onemocnéni (psoriaza, nemelanoticky karcinom kiize).?®

Safyriny patii do skupiny expandovanych porfyrinti (podobné jako texafyriny) a
absorbuji okolo 675 nm. Pfi pokusech na mysich vykazovaly nékteré latky vysoky
pomér rozdéleni PS mezi nddorovou a okolni svalovou tkani, ale hodnoty maximalni

koncentrace v tumordzni tkani byly dosazeny aZ po 3-6 dnech po aplikaci.?’
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Obr. 13: Struktury porfycenu a safyrinu

Posledni skupinu studovanych fotosenzitivnich latek tvofi netetrapyrrolové derivaty

syntetickych nebo pfirozené se vyskytujicich barviv. Patéi sem napt. hypericin, ktery
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nalezneme v piirod¢ anebo synteticka barviva toluidinova modi O a Bengalska ruze.
Tyto slouceniny byly zatim spiSe vice zkoumany z hlediska zprostiedkovatell
antimikrobialni fotoinaktivace nez jako fotosenzitizéry urcené k niceni sav€ich bun¢k

v takovych aplikacich jako je rakovina.’

Hypericin — pfirodni latka izolovana z Hypericum perforatum (tfezalky teGkované)
funguje jako ucinny PS, nebot’ zplsobuje hypericismus (vede ke koznimu drazdéni a
zvySenym teplotam po ozafeni) u zvifat konzumujicich vét§i mnozstvi rostlin
obsahujicich tuto latku. Hypericin je pro terapeutické vyuziti ve fazi vyzkumu k 1écbé
proliferativni retinopattie28 a lze jej vyuzit pro ex vivo fluorescencni cytologickou

. v , v r v sy 29
detekci bun€k nadoru moc¢ového méchyte.
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Obr. 14: Struktura hypericinu

Methylenova modf je derivatem fenothiazinu a je pouzivana k dekontaminaci
Cerstvé zmrazené plazmy. Je netoxickd pro clovéka a pfitom U¢inné inaktivuje
extracelularnd pritomné viry.!” Jeji pouziti in vivo je vSak limitovano redukei enzymy
pritomnymi v buiikach na leukoformu, které je fotodynamicky neaktivni.!

Rhodaminy jsou pouzivany jako fluorescencni barviva vzhledem k vysoké produkci
fluorescence. To je ovSem z hlediska PDT nevyhodné, protoze PS poté neptechazi
u¢inng ze stavu 'PS do tripletového stavu 3PS, ktery je zakladem pro vlastni
fotodynamicky uc¢inek. Tento problém lze castecné fesit substituci t€Zkymi atomy (napf.
bromaci), které zvysuji aéinnost prechodu do tripletového stavu. Bromovany rhodamin

byl uspé$né pouzit v testech pro autotransplanta¢ni 1€€bu myeloidni leukémie.®
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Obr. 15: Struktura methylenové modri a bromovaného rhodaminu

Tab. 1: Oblasti aplikace PDT 8

cilovy organ onemocnéni/oblast aplikace

oko AMD

kize psoriasis, akné, Kaposiho sarkom, batalion, maligni tumory
(nemelanoticka rakovina ktZze, rekurentni rakovina hrudni
stény)

rizné organy premaligni tumory: Barrettiv jicen, ustni dutiny, zaludku

karcinomy: hlavy a krku, jicnu, plic, mo¢ového méchyfte,
zaludku, prostaty, cervixu a vulvy, tlustého stieva

krev antivirotika, antiparazitika

imunomodulace arthritis, arterialni restendza, endometrialni ablace
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1.6. MOZNOSTI DISTRIBUCE PS DO CILOVYCH MIST

Aby mohla byt PDT uspésné aplikovana do klinické praxe, je zapotiebi vyiesit nejen
otazku, jaka je pfiméfena davka PS a optimalni ¢as aktivace svétlem po jejim podani do
organismu, ale i jaky nejvhodnéjsi zpisob distribuce PS zvolit pro konkrétni typ
fotosenzitizéru i nadoru. PS je schopny se do urcité miry selektivné hromadit v cilovych
mistech (obvykle nadorové tkani). Tato selektivita je vSak velmi nizkd a nizky je i
pomér mezi koncentraci PS v nadorovych a zdravych tkéanich. Pravé vhodna volba
dopraveni PS ovlivni jeho biodistribuci a farmakokinetiku, zvysi jeho akumulaci
v tumoru a tak zlepsi celkovy 1é¢ebny potencial PDT a odpovéd na terapii tim, Ze je PS
v cilovych strukturach obsaZen ve vyssich koncentracich.”

Nékter¢é PS se aplikuji v riznych aplikacnich formach zlepSujicich jejich
farmakokinetiku (liposomy, olejové disperze a dal§i) anebo se pfipravuji tzv.
»fotosenzitizéry treti generace™. Nejde o nové struktury PS, ale o latky druhé generace
kovalentné navazané k mensim biologicky aktivnim molekulam (napt. steroidy, insulin,
monoklonalni protilatky) nebo syntetickym polymerim (PEG) a pak lze hovofit o cilené

distribuci, tzv. targetingu - cilenému rozpoznavani konkrétni tkang.

Protoze mnoho fotosenzitizérti obvykle vykazuje toxicitu vi¢i zdravym buikam a
tkanim, jsou prednostné pozadovany nosice, které dopravi PS do patogenickych mist a

to diky pasivnimu nebo aktivnimu targetingu.32

AKktivni targeting

K zajisténi selektivni distribuce a kumulace fotosenzitizéru do nadorové tkané se
vyuziva piistup tvorby konjugath fotosenzitizéra s riznymi biomolekulami. Konjugat je
slozen z PS a molekuly, ktera umoziuje targeting. Zvolené feSeni ma nékolik vyhod:
konjugovana molekula ma vysokou afinitu K receptoru nebo antigenu na povrchu
selektivitou a pritom postaéi niz$i efektivni davka fotosenzitizéru. Uginnost této
strategie je vSak ovlivnéna nékolika faktory jako jsou stabilita konjugatu v cirkulujicim
krevnim fecisti, jeho ochrana proti mozné inaktivaci béhem transportu a aktivace na
cilovém misté. DalSim faktorem je schopnost konjugitu prochazet fyziologickymi
bariérami a dosdhnout mista, kde bude rozpoznan pied tim, nez dojde Kk jeho
endocytéze. Mezi dal§i vyznamné rysy se fadi netoxicita, neimunogenita a

biodegradabilita konjugatu. Cile aktivniho targetingu se v pokusech dosahlo vyuzitim

37



konjugéatli s monoklonalnimi protilatkami a zprostfedkovanim transportu pfes

lipoproteiny.®

Lipoproteiny zprostiedkovany transport

V poslednich letech se vice pozornosti zaméfilo na klinické vyuziti plazmatickych
lipoproteini  vzhledem k prokdzani piimého vztahu mezi relativnim poctem
lipoproteinovych receptortt v riznych nadorech a uptake fotosenzitizéru malignimi
bunikami. LDL (z angl. low-density lipoproteins, lipoproteiny s nizkou hustotou) hraji
vyznamnou roli v transportu a nasledném uvolnéni PS Vv tumor6zni tkani. Lze to
vysvétlit faktem, ze naddory jsou obecné charakterizovany vysokou proliferaci bunck a
zvySenou permeabilitou pro LDL. Exprese LDL receptori na bunécném povrchu je
regulovana vlastni bunécnou poptavkou po cholesterolu. Je totiz zndmo, ze rychle
proliferujici tkan ma vySsi Spotiebu cholesterolu pro syntézu bunécnych membran.
Navic mnoho nadorovych bunék ztrati na rozdil od normalni zdravé tkan¢ kontrolu nad
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pfirozenym regulacnim mechanismem a abnormalné zvysi expresi LDL-receptor.

Transport je zprostfedkovan pomoci tvorby tzv. kontejnerovych (uzavérovych)
komplexi.*® Nejedna se piimo o tvorbu konjugatii, ale o uzavieni PS uvniti struktur
makrocyklickych sloucenin, které tvofi jakousi dutinu, ve které¢ je PS poutan
nekovalentnimi interakcemi. Tvorbou téchto komplexii se ovlivni piedevSim
farmakokinetika, event. se maskuje vysoka lipofilita PS a zlepSuje se tak jeho
distribuce.

Vyuziti lipoproteind jako dopravnich systémi pro lécivou latku mé nasledujici
vyhody: diky jejich pfirozenému slozeni uniknou rozpoznani fagocytarniho systému a
déle cirkuluji v plazmé a t€lnich tekutinach a nejsou imunogenni. VVzhledem ke svému
malému rozméru (pramér 10-23 nm) mohou snadno proniknout diftizi do buiky.
Lipoproteiny jsou endogenni substance tvofené nepolarnim jadrem slozenym hlavné
zesteru cholesterolu a povrchovou vrstvou reprezentovanou fosfolipidy a
neesterifikovanym cholesterolem. Jadro ptedstavuje vhodny prostor pro ,ukryti®
lipofilni latky (PS) a ta je pak chranéna pted krevnim prostfedim béhem transportu.
Navic vazbou hydrofobniho PS do nitra lipoproteinu se neméni fyzikalni ani biologické
vlastnosti téchto castic, tedy ani afinita a schopnost rozpoznani lipoproteinu
membranovymi LDL-receptory. Zjistilo se, ze vysledny komplex je u¢inny pii 1écbé

nadorti na zvifecich modelech.’
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Candide a kol.** dokazali, ze je dokonce mozné vlozit do jedné LDL entity
130 molekul Photofrinu® Il aniZ by se vyznamné& zménila interakce mezi LDL a jeho
membranovym specifickym receptorem navzdory malému vzristu zaporného naboje

LDL.

Nékolik studii prokazalo, ze PS vazany nekovalentné s LDL jesté pted aplikaci vede
ke vzristu fotodynamické ucinnosti ve srovnani se samotnymi roztoky ¢i suspenzemi
PS anebo jejich liposomalnimi formulacemi. Pti pouhé nekovalentni vazbé PS na LDL
dochazi po aplikaci do zivého organismu k redistribuci PS mezi ostatni plazmatické

proteiny, jejich selektivita k cilovym strukturdm je mnohem niz§i.

Pokusy se provadély s i.v. podanymi volnymi hematoporfyriny spojenymi se tiemi
hlavnimi typy lipoproteini (VLDL (lipoproteiny o velmi nizké hustoté), LDL a HDL
(lipoproteiny o vysoké hustoté)). Specificky uptake komplexu Hp-LDL nadorem byl

vy$si nez U komplexti s dal§imi dvéma typy lipoproteinti nebo s volnym barvivem.

Schmidt-Erfurth a kol.*® pouzili komplex BPD-MA s LDL, aby zlepsili kumulaci
latky v neovaskularni tkdni cévnatky u kralika. Stejny kolektiv autori pozdé&ji provedl
pokusy s kovalentné vazanym Chlorinem (Ceg) S LDL a to ptes peptidickou vazbu.
Kovalentni vazba PS prinesla jeste lepsi vysledky nez pti pouziti PS voln¢ ulozeného do

lipofilni ¢asti LDL.

Reddi a kol.*® provedli srovnavaci farmakokinetickou studii s ZnPc
inkorporovanych do dipalmitoylfosfatidylcholin liposomii (ZnPc—-DPPC) nebo do
lidskych LDL (ZnPc—-LDL) injekéné podanych do fibrosarkomt u mysi.

Ackoliv se podatfilo shromazdit zajimavd data zin vitro studii na zvifecich
modelech, klinické vyuziti lipoproteini jako dopravnich systéml nardzi na fadu
problému. Takto ziskana data nemohou byt snadno pievedena na lidsky organismus,
nebot’ slozeni sérovych proteinti neni shodné u zviteciho a lidského druhu a dokonce ani
mezi jedinci stejného druhu. Velké rozdily byly pozorovany mezi clovékem a
hlodavcem, ktery je obvykle uzivan v experimentalnich PDT studiich. Hlodavci maji
mnohem méné cirkulujictho LDL (0,6 mg/ml u myS$i) ve srovnani s c¢lovékem
(1-2 mg/ml). Vysledky ziskané na zvitecich modelech tedy nemohou odrazet skutecnou

situaci v lidském organismu a piima extrapolace je slozitd a omezena.”
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Konjugaty s protilatkami

Tvorba konjugatii fotosenzitizérti s protilatkami (antibody (Ab)) predstavuje dalsi
metodu zdokonaleni selektivity fototoxického ucinku, ptesnosti PDT terapie a lepsi
piekonani vedlejSich ucinki s ni spojenych. Metoda je zalozena na spojeni PS S
monoklonalnimi protilatkami (MoAb z angl. monoclonal antibody) a interakci tohoto
konjugatu se specifickymi antigeny na povrchu malignich bun¢k bez vyznamné ztraty
aktivity PS nebo specifity MoAb. Je znamo, Ze mezi tumordzni a normalni zdravou
bunikou existuji charakteristické rozdily a to napt. 1 vétsi exprese specifickych antigent
a onkoproteinti rakovinovymi buikami.*” Vzniklé imunokonjugaty vykazuji slibné
vysledky v in vitro vyzkumech a jsou vhodné zvlast¢ pro 1é€bu malych nadorti nebo
nadort v duting€ bfisni. Vysledky studii ukazaly, ze dostatecny selektivni fotodynamicky
efekt je dosazen jiz pii nizSich efektivnich davkdch imunokonjugatu, tedy
Vv koncentracich, pii kterych vodné roztoky nebo suspenze PS nevykazuji Zadnou

aktivitu.®

Mew a kol. provedli prvni pfedbézné studie o realizovatelnosti fotoimunoterapie
jako potencialni 16&by nadorovych onemocnéni.®® Spojili hematoporfyrin pies nahodnou
peptidickou vazbu s anti-myosarkomem M1. Tento konjugat odstranil az 95 %
nadorovych bun¢k zatimco ekvivalentni koncentrace samotnych Hp a MoAb neméla
zadny vliv na riist nadoru.

Piima vazba PS na MoAb vSak s sebou piindsi problémy v ptipadé zvysujiciho se
poctu jednotek PS véazanych na jednu MoAb. Dochazi totiz k postupné ztraté aktivity a
afinity konjugatu k antigenu v disledku zmény fyzikaln¢ chemickych vlastnosti MoAb.
Zmény zpusobuji molekuly PS, coz se pfi jejich vétSim poctu vyrazné projevi na
aktivits.*

Dal8im problémem je, Ze Casto pii pfipravé dochéazi k vazbé PS spiSe nekovalentné
do hydrofobnich kapes proteinu MoAb neZ kovalentnég, coz se pak projevi uvolnénim
1é¢iva po aplikaci do organismu. To 1ze obejit navazanim PS na MoAb pres polymerni
nosi¢ (dextran, polyglutamova kyselina, PVAL, poly-L-Lysin), ktery umoziuje nést

velké mnozstvi molekul PS bez ztraty vyhodnych vlastnosti MoAb.”

Jiang a kol.** pouzili reprodukovatelnou a kvantifikovatelnou techniku spojeni
specifické MoAb (T48) pro lidsky chorionogonadotropicky hormon sBPD-MA

s vyuzitim modifikovaného PVAL jako ptimého nosice.
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Dalsi metodou je znaceni komplexi PS s koloidnim nosicovy systémem (napf.
liposomem, polymerni ¢astici) pomoci protilatek. Ukazalo se, ze je mozné pokryt
povrch téchto komplext velkym mnozstvim MoAb (praimérné az 935 molekul Ab na
liposom), ¢imz se zlep$i moznost specifické dopravy 1é¢iv nebo PS na cilové misto
V porovnani s koloidnimi systémy bez protilatek. MoAb mohou byt spojeny s povrchem
nosice nekovalentni vazbou nebo kovalentnimi interakcemi. Targeting ¢astic pokrytych
MoAD se uspésné podatil pouze u omezené¢ho poctu in vivo preklinickych studii a to
pfedev§im z duvodu castého vychytavani ¢astic fagocytarnim systémem. To lze
vyznamné omezit pokrytim povrchu ¢astic misto celymi MoAb pouze jejich fragmenty

anebo vhodnymi polymery.’

Navzdory slibnym vysledkiim ma vyuziti protilatek nékteré nedostatky. Jednim
Znich je skutecnost, Ze povrch nadorovych bunék neni stabilni a neustdle se méni.
Zmeény v antigennim profilu nddorovych bunék vedou ke ztraté specifickych receptort,
down-regulaci nebo ukryvani antigenti. Dochazi tedy ke zna¢nym rozdilim Vv hustoté
specifickych. antigent na povrchu buiiky. Tyto zmény mohou vést ke snizeni az ztaté
specifity protilatka-antigen a jsou jednou z hlavnich pii¢in selhani imunokonjugacni
1é¢by. Pro piekonani této hlavni piekazky nékteti autofi navrhovali pouzit smés MoAb
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zamefenych proti riznym antigenim za uc¢elem dosazeni maximalni G¢innosti.

Dalsi ligandy

Zlepseni selektivnich fotodynamickych ucink a snizeni potfebné davky PS pro
uspéSnou terapii muze byt dosazeno uzitim specifickych ,,tumor-vyhledavajicich®
molekul jako jsou ristové faktory (napt. epidermalni ristovy faktor - EGF), specifické
proteiny (napf. transferrin) nebo hormony (napf. inzulin). Tyto molekuly by mohly byt
vyuzity jako alternativy k MoADb a tedy jako ligandy vazané s PS a to bud’ pfimo anebo
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ptes vhodné hydrofilni molekuly (albumin, dextran, PVAL). Gijsens a kol.™ dokazalli,

ze intracelularni akumulace konjugatu je zna¢né ovlivnéna povahou ligandu.

Mezi dalsi ligandy lze zatadit steroidy. Mize jit o konjugaty s cholesterolem, které
by se nasledné selektivné véazaly na plazmatické LDL Vv mistech zvySené exprimace
LDL-receptort. Dal§i mozZnost pfedstavuji konjugaty PS s pohlavnimi steroidnimi
hormony (estradiol, estron, progesteron), které maji vys$i afinitu k bunkam
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exprimujicim ve zvySené mite steroidni receptory (napt. bunky rakoviny prsu).
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Pasivni targeting

Od farmaceutickych nosi¢ti 1éCiv pro parenterdlni (intravendzni) podéani je
vyzadovano, aby byly biodegradabilni, mély malou velikost Castic, pfitom vsak velkou
kapacitu a dlouhodobou cirkulaci, a aby se hromadily na pozadovanych patologickych
mistech v téle. Stale vSak zlstava narocnym tkolem vyvinout takovy nosic¢ pro ve vodé
Spatné rozpustnd 1éCiva, ktery by splioval vSechny tyto pozadavky. Terapeuticka
aplikace hydrofobnich ve vod€ Spatné rozpustnych latek je spojena s nékterymi
podstatnymi problémy, nebot’ nizkd rozpustnost 1é¢iv ve vod¢é ma Casto za nasledek
jejich Spatnou absorpci a biologickou dostupnost a pfinasi komplikace spojené s
agregaci 1éCiva (napf. embolie). Na druhou stranu hydrofobicita pomahd molekule
lé¢iva prochazet bunéfnou membranou v piipadé, kdy je jeji cil lokalizovan
intracelularné. Navic se zjistilo, Zze biologicky aktivni molekula potiebuje hydrofobni
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skupinu, aby méla dostate¢nou afinitu k ptislusnému cilovému receptoru.

Mnoho PS je hydrofobnich, tedy Spatné rozpustnych ve vodé. Tato vlastnost
podstatné snizuje jejich schopnost akumulace ve tkani, proto musi byt dopraveny
pomoci vhodnych pienasecit PS. Tento zptisob dopravy je oznaCovan za pasivni
targeting. Radime K nému systémy jako jsou liposomy, olejové disperze, micelarni
systémy, biodegradabilni polymerni ¢astice a konjugaty PS s hydrofilnimi polymery.
Lze u nich hovofit o ,,pasivné cilené biodistribuci®, nebot’ k cileni vyuzivaji pfirozené
distribuéni mechanismy (pasivni difuzi, fagocytozu). Zjistilo se, ze k selektivni
akumulaci pasivnich ptfenasecu Vv cilové oblasti pfispiva zvySena cévni permeabilita,
tedy neuplnd endotelidlni bariéra a snizena lymfatickd drendz (zplsobena niZSim
rozvinutim lymfatického systému a jeho obstrukci) v tumordzni tkani. Déle se na
akumulaci spolupodili efekt prodlouzeného zadrzeni pienesené¢ho PS ve tkani. To vse
dava témto velkym c¢asticim moZnost dosdhnout pozadovaného mista jednoduchym

fyzikalnim d&jem - zvysenou filtraci pres cévni sténu v poskozenych oblastech.’

Liposomy

Liposomy jsou uméle vytvorené jedno nebo mnoholamelarni fosfolipidové vezikuly,
které umoznuji vpraveni lipofilnich nebo hydrofilnich latek do své matrice v dasledku
jejich zvlastniho charakteru (tj. koncentrického uspotfadani lipidovych dvojvrstev
uzavirajicich vodné kompartmenty). Liposomy jsou dobie biokompatibilni, nebot’ jejich

hlavnimi slozkami jsou fosfolipidy a cholesterol, tedy latky vyskytujici se v téle ve
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velkém mnozstvi. Vyuziti téchto koloidnich nosi¢i v PDT bylo jiz popsano v mnoha
studiich a nyni se liposomy vyuzivaji jako efektivni dopravni systémy jak
v experimentalni oblasti tak i klinické praxi. Richter a kol.* provadéli studie na mysich
M1 rhabdomyosarkomech, piiemz  pracovali s fotosenzitizérem  typu
benzoporfyrinového derivatu - BPD-MA (Verteporfin). Studie srovnavala biodistribuci
a  clearence  unilamelarni  liposomalni  formulace  (L-BPD-MA)  proti
dimethylsulfoxidovému roztoku (DMSO-BPD-MA) a roztoku pufru (PBS-BPD-MA),
(PBS z angl. phospate buffer saline). Po intravendznim podani se rychle a vyznamné
akumulovala pravé L-BPD-MA v nadorové tkani. Liposomalni formulace se ukdzala

byt vyznamné u¢inngjsi nez vzorky obou porovnavanych vodnych formulaci.

Fotosenzitizér je inkorporovan do liposomu také za tucCelem udrzeni jeho
monomerniho stavu, protoze pravé PS v monomernim uspoiadani zvySuje spotiebu

kysliku a je vice fotodynamicky u¢inny ne fotosenzitizér v agregovaném stavu.’

Olejové disperze

Disperze (emulze) Cremophoru-EL (CRM-EL), neionogenniho polyethoxylovaného
ricinového oleje jako emulgac¢niho cinidla jsou dalsi alternativou feSeni problému
s rozpustnosti hydrofobnich PS. Takové disperze se uzivaji k pfipravé a aplikaci
parenteralnich forem preparatd v PDT. Selman a kol.* provadéli PDT studie
K experimentalni 1é¢b¢ transplantovanych nadord mocového méchyfe u krys
S purpurinovymi derivaty jako fotosenzitizéry. Cytotoxické vzorky barviv dispergované
v CRM-EL vykazaly tumor6zni regresi pii Vyrazné nizSich dévkach nez u vodnych
suspenzi PS.

Podle vysledkl z experimentalnich dat lze fict, ze Cremophorové disperze mohou
byt povazovany za vhodné transportni prostfedky pro hydrofobni PS. Zjistilo se vSak, Ze
po parenteralnim vpraveni piipravku obsahujiciho CRM-EL v roli emulga¢niho agens
byla pozorovana akutni anafylaktickd reakce. Jeji pficinou byla pravdépodobné
pritomnost CRM-EL a jeji vyskyt koreluje s davkou a rychlosti infuze. Stale je velmi
obtizné zcela zabranit tomuto nepfijatelnému vedlejSimu ucinku, mizeme ho vSak
zmirnit pomalou rychlosti infize a premedikaci antihistaminiky a kortikosteroidy.
Dokumentované ptipady vyskytu nezadouci reakce vSak brani SirSimu uplatnéni tohoto

oy . . 5,4
aplikac¢niho systému v prax1.5‘ °
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Lipidové emulze obsahujici fosfolipidy a sojovy olej nebo Miglyol 812 jako
lipidovou fazi a 2,5 % glycerolu v destilované vod¢ reprezentujici vodnou fazi byly

uzity jako ,,dopravni systémy* pro benzochlorinové derivét‘[y.47

Miceldarni systémy

Obecné jsou micely sférické (kulovité) koloidni nanocastice, které se spontanné
tvofi ve vodném prostiedi z mnoha amfifilnich molekul. Hydrofobni ¢asti amfifilnich
molekul vytvaii jadro micely, které mize solubilizovat malo rozpustné latky (1éCiva).
Hydrofilni ¢asti molekul naopak tvoii obal micely (viz. Obr. 16). Micelarni enkapsulaci
se zvysi rozpustnost a biologickd dostupnost Spatné rozpustnych latek, zvySuje se také
jejich stabilita v okolnim biologickém prostiedi a zlepSuje farmakokinetika a

biodistribuce, zatimco se snizuje jejich toxicita.*®

Hydrofobni latky jsou k hydrofobnimu micelarnimu jadru zachyceny fyzikalné
a/nebo kovalentni vazbou. Obvykle je fyzikalniho zachyceni dosazeno elektrostatickou
interakci mezi latkou a polymerem (vysledné ¢astice se pak nazyvaji polyion komplex
(PIC) micely), rozkladem z organického rozpoustédla nebo postupem tvorby emulze
typu o/v. Jako solubiliza¢ni ¢inidla pro hydrofobni latky (Ié¢iva) maji polymerni micely
zfejmé vyhody oproti nizkomolekuldrnim surfaktantim vzhledem k vysoké stabilité
micel. Ta se odrazi v souvislosti s obvykle velmi nizkou kritickou micelarni koncentraci
(CMC) polymernich surfaktanti. To znamend, Ze polymerni micely jsou odolné vici
GGinkéim feddni, napf. pi iv. podani latky*, zatimco b&né nizkomolekularni
surfaktanty maji relativné vysokou hodnotu CMC, coz vede k pomémé rychlé disociaci

micel pfi fedéni a vysledné precipitaci lai‘[ky.43
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Obr. 16: Schéma tvorby polymerni micely z amfifilnich blokii kopolymerii a zaclenéni
léciva do micely (kovalentnimi vazbami k hydrofobni casti molekuly polymeru a
nekovalentnimi vazbami k hydrofobni cdsti obalu micely)

Dalsi diilezitou charakteristikou micel ve srovnani Snapf. mikrosférami nebo
liposomy je jejich mald (obvykle 5-50 nm) a jednotna velikost Castic. Tato velikost je
vSak stale dostatecna na to, aby se uskutecnil pasivni targeting. Diky malym rozmérim
se micely samovolné hromadi v patologickych oblastech, kde je zvySend permeabilita
cév a narusena lymfaticka drenaz, tedy v mistech tumort a zanétlivych tkani a to
pomoci mechanismtl zvySené propustnosti a reten¢niho efektu (EPR z angl. enhanced

permeation and retention effect)).*> %

Polymerni micely vykazuji celou $kalu vyhodnych vlastnosti. Micelarni obal
tvoteny hydrofilnimi polymernimi bloky poskytuje in vivo dlouhou Zivotnost, nebot’
brani opsonizaci a ,,ukofisténi“ buiitkami a organy retikuloendoteliarniho systému.
Polymerni micely jsou vysoce stabilni a zadrzuji enkapsulované latky v solubilizované

formé b&hem parenteralniho podé.ni.43

Pro farmaceutické ucely byly jiz zaznamenany znacné obmény ve slozeni jadra,
které muze byt tvofeno polyestery, poly(amino kyselinami), poly(meth)akrylaty nebo
poly(akrylamidy). Nicméné obal se témét vyhradné sklada z poly(ethylenglykolu)
(PEG), nebot’ je to velmi dobte biokompatibilni polymer, ktery vykazuje pouze malé
nebo zaddné nezadouci interakce s proteiny a buiikami. PEG se c¢asto uzivd jako
,»ochrana“ koloidnich nosi¢t 1é¢iv pred vnitinim prostfedim (ochrana pted interakcemi

s krevnimi slozkami) a za ucelem prodlouzeni doby jejich cirkulace v ob&hu.*
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Polymerni micely pfipravené zkonjugatt PEG a diacyllipidu jako je
fosfatidylethanolamin (PE) jsou zvlasté zajimavé. PEG fetézce jsou ve vodé rozpustné,
dobie hydratované a slouzi jako uc¢inna stéricka ochrana pro rizné¢ mikrocastice (napf.
micely, liposomy, nanoc¢astice a nanokapsuly) v biologickém prostiedi. PEG-PE micely

maji maly rozmér, jsou stabilni a mohou pojmout riizné druhy slabé rozpustnych latek.*
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Obr. 17: PEG-PE — sloucenina vytvadrejici micely

Pluronics (poloxamery) jsou komeréné dostupné ve vodé rozpustné triblokové
kopolymery poly(ethylenoxidu) a poly(propylenoxidu) (ve zkratce znamé jako
PEO-PPO-PEO), které jsou &asto uzivany jako solubilizaéni ¢inidla 1é&iv.*® Hioka a
kol.* zkoumali uziti Pluronic P123 k solubilizaci benzoporfyrinového derivatu (B-kruh
izomeru) pro PDT. Nad kritickou micelarni koncentraci je fotosenzitizér (P123)
pfitomen v monomernim stavu V jadfe micely v koncentraci 1 mg/ml, zatimco agregaty
se ve vodé vytvari aZ pti hodnoté nizsi nez je CMC. Tento poznatek je velmi dilezity,
protoze agregované PS Spatn€ absorbuji svétlo a nedostatecné produkuji singletovy
kyslik. Stabilni micely (dosahujici rozmérd od 15 do 20 nm) se tvofi pii vysoké
koncentraci (10 % wi/v) P123. Za nizké koncentrace (0,2 % a mén¢) vznikaji ¢astecné

agregované micely.
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izomer kruhu A 1zomer kruhu B

Obr. 18: benzoporfyrinové derivaty

Tvorbou micel z izomerd benzoporfyrinu A a B kruhu pfipravenych obdobnym

1.%°, pracovali s methoxypoly(ethylenglykolem)

zpusobem se zabyvali Zhang a ko
(s molekulovou  hmotnosti 2000 Da)  kovalentn¢  navazanym na lipid
distearoylfosfatidylethanolamin ~ jako  surfaktant = (MPEGgy000-DSPE).  Micely
MPEG2000-DSPE : benzoporfyrinovy derivat A nebo B kruhu byly pfipraveny v poméru
6:1 a po in vivo i.v. podani a expozici svétlem (690 nm) se zkoumal vliv na tumor6zni

regresi u mysi. Injekce s benzoporfyrinem B-kruhu nijak neovlivnila nador, zatimco

derivat A-kruhu vyvolal iplnou tumoroézni regresi za 3-20 dnt.

Tvorba micel schopnych specifické nebo alespoit preferenéni akumulace
vV pozadovaném télnim kompartmentu nebo patologické oblasti mize dale zvysit
uéinnost micelarné enkapsulovanych 1é¢iv nebo diagnostickych latek. Napt. adriamycin
vloZzeny do polymernich micel byl mnohem G¢innéjsi v experimentalni 1é¢bé mysiho

solidniho adenokarcinomu tlustého stieva nez pii lé€be samostatnym volnym 1é¢ivem.*®

Uginnost pasivniho targetingu v PDT byla dale zdokonalena vyvojem micel, které
reaguji na podnéty za ucelem uvolnéni PS (1éCiva) selektivné v cilovém misté. Byly jiz
predstaveny micely schopné dezintegrace pii zvySené teploté nebo pii poklesu pH, tedy
vlastnosti Casto charakteristickych pro nadory a zanétlivé tkan€. Navic po bunééném
uptake mohou micely skonéit v bunéénych kompartmentech jako jsou napt. endosomy

¢i lyzosomy s kyselym pH. V disledku toho se mize zménit polarita a struktura
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polymeru, ktera zplsobi destabilizaci endosomalni membrany a uvolnéni

fotosenzitizéru.*®

Jde o kombinaci EPR efektu a schopnosti reagovat na podnéty. pH-sensitivni
polymerni micely obsahujici ftalocyaniny jsou nadéjnymi nosi¢i pro fotodynamickou
nadorovou terapii. Také polymerni micely s navazanym doxorubicinem pies vazby
Stépici se v kyselém prostfedi poskytuji vylepSenou intracelularni dopravu 1éciva do

. , . o r e 51,52
nadorovych bungk a tedy i vyssi ucinnost.

Nedavno byly zkoumany pH-senzitivni polymerni micely a zdalo se, Ze se stanou
nad¢jnou alternativou CRM disperzim chlorovanych ftalocyanini s centralnim hlinikem
(AICIPc). V pokusech in vitro na prsnich nadorovych buiikach u mysi vykazovaly vyssi
fototoxicitu nez disperze s Cremophorem. Avsak in vivo pokusy prokazaly obdobnou
ucinnost v tumordzni regresi a 1é¢bé a dokonce mensi akumulaci v nadorové tkani a

rychlou clearence z krevniho fegists.”®

Teplotné citlivé polymerni micely dokazi zvySené uvoliovat 1éCivo (PS) pii
teplotnich zmé&nach.> Prémnik polymerni micely do tumorézni buiiky stejn& jako
uvolnéni jejiho obsahu muiZe byt zvyseno zevné aplikovanym ultrazvukem.> Dosud
nejSirSi moznosti v ramci ruznorodosti cilt a specifiky interakce poskytuje metoda

targetingu zalozena na protilatkach.

Novou vazebnou technikou byly nedavno pfipraveny PEG-PE imunomicely
modifikované s tumor-specifickymi monoklonalnimi protilatkami.”® Dilezité je také to,
ze touto modifikaci nevzroste velikost micel a zachovaji si i stejny sféricky tvar.
Nedavno se dokonce zjistilo, Ze nékteré nepatogenni monoklondlni antinuklearni
autoprotilatky s nukleosomalné vyhrazenou specifitou rozpoznaji povrch mnoha
odlisnych nadord ale ne normalnich zdravych bungk.”’ Vyzkumy ukézaly, Ze toho Ize
vyuzit napf. pokud imunomicely nesou protinadorové 1é¢ivo (napft. paklitaxel), znacné

se zvySuje schopnost znicit nadorové buiiky jak in vitro tak in vivo.

7y wvr

Polymerni Castice a nanocdstice

Biodegradabilni nanocastice jsou povazované za alternativu k liposomum, tedy za
dal$i mozny zptsob dopravy antineoplastickych agens. Jejich hlavni vyhody tkvi ve
schopnosti pojmout velké mnozstvi latky (PS, 1é¢iva) a v moznosti kontroly jejiho
nasledného uvoliovani a také ve velké rozmanitosti materidlit a snadnych vyrobnich

technologii. Na poli PDT probéhla fada experimentalnich studii s nanoc¢asticemi
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(nanokapsuly a nanosféry) obsahujicimi HpD, ftalocyaniny nebo mTHPC, které
ptinesly nadéjné vysledky. Mezi latkami tvoficimi nanocastice se objevily napf.
poly(isobutylkyanoakrylat), poly(ethylbutylkyanoakrylat), poly(isohexylkyanoakrylat),
polyestery (jako napi. PLA (polymlé¢na kyselina)) atd. Ukéazalo se, Ze nanoenkapsulace
zvySuje bunécnou lokalizaci PS a dava dobrou in vitro fototoxickou aktivitu, lepsi nez
by vykazovalo samotné volné barvivo. Hone a kol.*® pouzili nanoéastice ze zlata
v kombinaci se Zn-ftalocyaninem. Zjistili zvySenou efektivitu generace singletového

kysliku ve srovnani s PS samotn}'/m.5

V PDT studiich se zkoumaly také ostatni polymerni c¢astice jako jsou napf.
mikrosféry srozmérem vétSim nez 1000 nm, ale byly popsany pouze experimenty

zaméfujici se jen na hydrofilni fotosenzitizéry.”

Konjugaty PS—hydrofilni polymer

Tvorba vazby vhodného polymeru (hydroxylpropylmetakrylamid - HPMA,
polyetylenglykol - PEG, polyvinylalkohol - PVAL a dalsi) k fotosenzitizéru je stale
rozsahle studovanou problematikou a pfinasi s sebou nékteré vyhody pro PDT aplikaci
na rozdil od volného PS. Tvorbou konjugatu se napt. prodlouzi intravaskularni polocas,

zlepsi tumordzni selektivita a zvyrazni G&innost PDT.”

Dlouhocirkulujici dopravni systémy

Terapeuticka aplikace intraven6zné podanych koloidnich systému (,,nosi¢i®) je
omezena snahou fagocytarniho systému (phagocytic systém - PHS) tyto c¢éstice
z cirkulujiciho krevniho ob&hu rychle odstranovat. To nasledné ovlivni uptake
koloidnich nosi¢t nebo barviva cilovou tkani, jez je pak nedostate¢ny. Vychytavani
fagocytujicimi bunikami je podpofeno opsonizaci cizich téles (tj. adsorpci ligandl
plazmatickych proteini citlivych Kk interakci s receptory umisténymi na povrchu
fagocytujici bunky).

V provedenych in vivo studiich se zjistilo, Ze interakce opsonizujicich castic je
zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech cizich ¢astic (nosicl) jako jsou
hydrofobicita, naboj, velikost a pfizpusobivost jejich povrchu. Modifikaci téchto
vlastnosti nebo saturaci PHS lze zabranit fagocytéze jednotlivych nosi¢l. U nadorové
1é¢by vsak neni zadouci blokdda fagocytarniho systému, protoze se jeho bunky

(makrofagy, ,,pfirozeni zabije¢i“- natural killer buiiky) ucastni potiebnych imunitnich
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reakci pro kontrolu rozvoje nddoru a hraji tedy vyznamnou roli pifi vlastnim
protinadorovém 1c¢inku. Vice pozornosti si proto zaslouzi druha strategie, tedy
modifikace povrchu koloidnich systému.

Zjistilo se, ze opsoniny pii adsorpci upiednostiiuji spiSe hydrofobni nez hydrofilni
povrch ¢astic, proto jsou hydrofobni molekuly rychleji rozpoznany a ,,uklizeny. Tato
nevyhoda muze byt piekonana pravé vhodnou modifikaci povrchovych vlastnosti
koloidnich nosici. Tim se minimalizuje nebo dokonce zabrdni rozpoznavani a
naslednému vychytavani fagocytdrnim systémem a dlouhocirkulujici ¢astice mohou
1épe dosahnout cilového mista. Jednim ze zplsobl zvySeni hydrofility je potazeni
povrchu hydrofilnimi vrstvami (poloxamery, poloxaminy, PEG) nebo inkorporace
gangliosidi do lipidové dvojvrstvy. Tyto vrstvy polymerd musi tvofit stérickou
pfekazku mezi povrchem nosice a opsoninil, kterd ucinné Celi fagocytujicim buiikdm.
Doba cirkulace koloidnich nosicl je pak del§i a zavisi na molekulové hmotnosti,

povrchové hustot¢ a délce fetézce polyrneru.5

Cyklodextriny — moderni prenasece PS

Cyklodextriny jsou intenzivné studovany jako jedny z vhodnych ptrenasecu celé fady
1€kd. V soucasné dob¢ je ovéfovana moznost jejich vyuziti i u fotodynamicky aktivnich
latek. Jsou to cyklické oligosacharidy tvofené glukopyranozovymi jednotkami.
Struktura cyklodextrini pfipomina kuzelovy pohdr, ktery vytvaii hydrofobni dutinu.
Vngjsi plast’ je hydrofilni a jeho polarita je pfisuzovana primarnim a sekundarnim
hydroxylovym skupinam. Fotodynamicky aktivni latky jsou vazany v dutiné
cyklodextrinli pomoci hydrofobnich a van der Waalsovych sil. Vazba tedy umoZiiuje
hydrofobnim PS transport ve vodném prostfedi. Cyklodextriny maji také vyznamny
monomerizujici efekt, ktery zabranuje vzajemné agaregaci PS a zvySuje kvantovy

vytézek a dobu Zivota excitovaného stavu PS.>®

Ptirodni cyklodextriny vSak maji pomémé nizkou rozpustnost jak ve vodé, tak
v organickych rozpoustédlech, coz omezuje jejich pouziti ve farmaceutickém primyslu.
Proto je vyvijena cela fada cyklodextrinovych derivati s vhodnéj§imi fyzikalng-
chemickymi vlastnostmi. Tyto derivaty jsou vysoce biokompatibilni, a to pfedevsim pfi

parenteralnim podani.*
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2. TEORETICKA CAST

2.1. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace byla snaha najit vhodny a ucinny solubiliza¢ni systém
pro fotodynamicky aktivnich latky. Za ukol jsem méla vyzkouset rizné postupy ptiprav
soustav s vybranymi solubiliza¢nimi, emulga¢nimi ¢inidly a rozli¢nymi lipidy a zjistit,
které z nich jsou vhodné pro solubilizaci konkrétnich ftalocyanind.

Ftalocyaniny jsou potencialn¢ fotodynamicky aktivni latky, které jsou pomérné
Spatné rozpustné ve vodé. Ftalocyaniny ve funkci fotosenzitizéru v PDT jsou podavany
parenteralni cestou do krevniho ob&hu, a proto je nezbytné pievést je do takové formy,
aby bylo mozné aplikaci provést. Pro zvyseni rozpustnosti ftalocyaninut Ize volit nékolik
ptistupti. Jednim z nich je zasah do vlastni struktury ftalocyaninu, napiiklad substituci
na periferii nebo centralnim atomu. Dalsi volbou je vybér vhodného distribué¢niho
systému, ktery hydrofobni PS dopravi na misto ur¢eni. Nabizi se vice zptsobi, jak toho
docilit. PS muize byt inkorporovan do zvolené transportni molekuly (napt. liposomu,
micelarniho systému, cyklodextrinu) a ta pasivnim targetingem dopravi PS do nemocné
tkané. Lze také vyuzit emulga¢nich schopnosti nékterych povrchové aktivnich latek
(naptf. emulgatoru Cremophoru) a vytvofit disperze, které slouzi jako transportni

prostfedek hydrofobnimu PS.

Pracovala jsem s ftalocyaninovymi barvivy s pfevazné lipofilni povahou a s riznymi
centralnimi atomy kovu. V piedlozené diplomové praci jsem se zaméfila na vyuziti
kombinace solubiliza¢nich a emulgaénich vlastnosti nékterych latek za G¢elem pievést
hydrofobni ftalocyaniny do formy stabilni disperze. K realizaci ukolu jsem hledala a
vyuzivala rozlicné solubilizatory, emulgatory a lipidy v riznych koncentracich a
kombinacich. Vybrané pfipravené soustavy disperzi byly podrobeny testu na
fototoxicitu a cytotoxicitu, aby se zjistilo, zda spliuji pozadavek zachovani

fotodynamické aktivity a zadroven netoxicity pro tkanové kultury.
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2.2. POMOCNE LATKY PRO KAPALNE DISPERZNI
SYSTEMY

Ke stabilizaci kapalnych disperznich systémi se pouzivaji emulgatory, smacedla,
solubilizatory, latky zvysujici viskozitu disperzniho prostiedi. Disperze jsou latkové
systémy charakterizované tim, ze v homogenni a zpravidla souvislé fazi jedné latky jsou

rozptyleny ¢éstice jiné latky (faze).

Emulgatory

Nejvétsi ¢ast emulgatorti patii do skupiny tenzidd, dalsi skupinou jsou nepravé a
nerozpustné emulgatory, zvlastni skupinu tvoti emulgatory komplexni.

Tenzidy, surfaktanty, povrchové aktivni latky maji vystupfiovanou schopnost
snizovat povrchové napéti kapalin, zejména vody a vodnych roztokli, snizovat
mezipovrchové napéti mezi polarni a nepolarni kapalinou a zvySovat smaceni tuhych

latek kapalinami.®*

Tenzidy

Tenzidy jsou povrchové aktivni latky vyuzivané v primyslu 1 teoretickém vyzkumu.
Tenzidy vykazuji smaceci, emulgacni, pénici, Cistici nebo stabiliza¢ni ucinky. Tyto
slouceniny maji schopnost ovliviiovat fotochemické reakce, jsou u nich pozorovany

katalytické u¢inky i vlastnosti analogické vlastnostem biologickych membréan.®

Spolec¢nou vlastnosti tenzidi je schopnost hromadit se na rozhrani fazi. Uz pii nizké
koncentraci méni energetické poméry na fazovém rozhrani, coz se projevuje hlavné
sniZzenim povrchového napéti kapalin a adsorpci tenzidu na fdzovém rozhrani. Tenzidy
obsahuji vzdy dvé casti — lipofilni a hydrofilni. Latky s touto strukturou se nazyvaji
amfifilni nebo amfipatické. Lipofilni je nepolarni ¢ast nebo ¢asti molekuly tenzidu
odpuzujici vodu. Hydrofilni jsou polarni ¢asti molekuly, které maji afinitu k vodé a ve
vodném prostiedi jsou v rizné mife hydratovany. To znamena, Ze se kolem nich vytvofi
solvatacni obal z molekul vody vdzanych diky vodikovym miistkiim mezi hydratovanou

¢asti molekuly tenzidu a molekulami vody.

V technologii 1€kt je obvyklé tfidéni tenzidi podle jejich iontového charakteru a
podle hydrofilné lipofilni rovnovahy (HLB z angl. hydrophilic-lipophilic balance).
Iontovy charakter je vyznamny z hlediska kompatibility tenzidl s ostatnimi sloZkami

emulzniho systému. Podle naboje, tedy podle schopnosti tenzidii disociovat ve vodée se
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tenzidy déli na ionogenni (iontové) a neionogenni (neiontové). lonogenni tenzidy ve
vod¢ disociuji. Neionogenni tenzidy nemaji vyrazné lokalizovany ndéboj hydrofilni
skupiny - jeji polarni ¢ast je zde dana napiiklad vét§im poctem kyslikovych atomu
v molekule.

HLB je pomér mezi intenzitou manifestace hydrofilnich a lipofilnich vlastnosti
jednotlivych ¢asti molekuly tenzidu. Pii hodnoté¢ HLB do 9 ptevlada charakter lipofilni.
9 az 11 jsou hodnoty stiedni a HLB nad hodnotou 11 znamena, Ze vlastnosti molekuly

tenzidu urcuji prevazné hydrofilni sloZky.Gl‘ 62

Tab. 2: HLB tenzidii a jejich pouziti

HLB | pouziti

4-6 | emulgator v/o

7-9 | smacedlo

8-18 | emulgator o/v

13-15 | detergent

10-18 | solubilizator

Tenzidy maji asocia¢ni schopnosti a pfi dosazeni urcité koncentrace tzv. kritické
micelarni koncentrace (CMC) molekuly nebo ionty tenzidu spontdnné agreguji do
vétsich utvart oznacovanych jako micely. Ty se skladaji z agregatii s velikosti typickou
pro koloidni stav. CMC je dana zejména strukturou tenzidu.

Normalni micely vznikaji z ionogennich tenzidi v polarnich rozpoustédlech. Jadra
téchto micel jsou tvofena hydrofobnimi uhlovodikovymi fetézci. Inverzni (invertni)
micely se vyskytuji v prostfedi nepolarnich rozpoustédel. Castice tenzidu jsou zde
orientovany opacné ve srovnani s normalnimi micelami. Jadro tenzidu je tedy v tomto
pfipad¢ tvofeno hydrofilnimi skupinami. Micely nejevi na rozdil od monomert
povrchové aktivni vlastnosti a jsou v termodynamické rovnovaze s molekulami
monomeru tenzidu. Schopnost poutat a solubilizovat latky pfitomné v systému je

vyznamnou vlastnosti micelarnich roztoki tenzidi.*" %2

Solubilizatory

Solubilizatory jsou latky, které zvySuji rychlost a rozsah rozpousténi, pficemz

umoziuji do roztoku prevadét malo rozpustné latky beze zmény jejich chemické
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struktury.®® Solubilizatory G&inkuji vytvarenim komplexi (napf. uzavérové komplexy
cyklodextrintl), tuhych roztokti, hydrotropnim efektem a jako koloidni micely tenzidd.
Solubilizovat 1ze i piisadou kosolventi. VSechny tyto zpusoby jsou dale podrobnéji

probrany.

Solubilizace

Solubilizaci neboli zprosttedkovanym rozpousténim malo rozpustné latky rozumime
tedy podstatné zlepSeni rozpustnosti ptidanim dalsi latky (solubilizatoru) do roztoku.
Jedna se zeyjména o zlepSeni rozpustnosti latek, které se samy ve vod¢ nedostatecné
rozpoustéji nebo se prakticky nerozpoustéji. Termin solubilizace zahrnuje zpiisoby,
jimiz lze ptipravit z téchto latek vodné roztoky. Zprostiedkovaného rozpousténi lze

dosahnout n¢kolika riiznymi mechanismy:

e Vytvofeni komplexu — reakei malo rozpustné latky a solubilizatoru

v stechiometrickém poméru vznikne komplex s jiZ lepsi rozpustnosti. Casto viak
komplex vznika az pfi rozpousténi malo rozpustného 1é¢iva v roztoku podstatné
vétstho mnozstvi solubilizatoru, nez odpovidd stechiometrickému poméru.
Komplex musi byt vratny, aby se po zfedéni télesnymi tekutinami mohlo 1é¢ivo
Z komplexu opét uvolnit a nezménil se tak zdsadné jeho ucinek. Takovym
ptikladem vzniku komplexu je jiz zminény tzv. uzavérovy (inkluzni) komplex.
Lze uzaviit 1 velmi lipofilni molekulu uvnitt struktury ptirodniho nebo
modifikovaného cyklodextrinu nebo piibuzné makrocyklické slouCeniny a

prevést ji tak do vodného roztoku.

e Miceldrni solubilizace — pfedstavuje vstup solubilizované latky do koloidnich

micel tenzidl. Lokalizace solubilizované latky v micele zavisi na tom, zda je
latka hydrofobni ¢i hydrofilni. Vodné micelarni roztoky tenzidd rozpoustéji
lipofilni latky tak, ze se tyto latky zabuduji do nitra micel tenzidi (do
hydrofobnich uhlovodikovych vnittkd micel) nebo vytvaii s tenzidem smiSené

micely. Hydrofilni polarni latky jsou lokalizovany v povrchové vrstvé micel.??

e Hydrotropni efekt — vysvétluje se jim mirné zvétSeni rozpustnosti malo

polarnich latek ve vodnych roztocich nékterych dobie rozpustnych soli a
polarnich neelektrolyti. Hydrotropné u0¢inné soli a polarni latky castecné
rozruSuji asociovanou strukturu vody, ¢imz zlepSuji jeji schopnost rozpoustét

malo polarni latky.
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e Piidavek kosolventu — zajisti Gi¢innou piipravu roztokt fady malo rozpustnych
nepolarnich 1 polarnich latek. Kosolventem je nevodné rozpoustédlo misici se
svodou. Smésné rozpoustédlo se zvySenou rozpoustéci schopnosti vznika
pfidanim jednoho nebo vice vhodné zvolenych kosolventii do vody. Béznym
kosolventem je glycerol nebo ethanol, mezi novéjsi se fadi propylenglykol,
dimethylacetamid, nizsi kapalné polyethylenglykoly (PEG 400) apod.. Vyhodné
se kombinuje také solubilizace pomoci kosolventd a tenzidd (napf.
polysorbat 20 a 80), mezi kapalnymi tenzidy a kosolventy ani nelze stanovit

ostrou hranici.

Solubilizaci vhodnymi kosolventy a jeji kombinaci 1ze zvysit rozpustnost fady latek
zhruba 1000 nasobné i vice, tvorbou komplexu s cyklodextriny vice nez 100 ndsobn¢,
micelarni solubilizaci tenzidy zpravidla méné nez 100 nasobné a hydrotropnim efektem

pouze nékolikanasobné.

Solubilizace léciv

Podani 1é¢iv oralni cestou je pacienty povazovano za nejpohodIngjsi zpusob
aplikace. V soucasné dobé se farmaceuticky pramysl potyka se stale rostoucim poctem
Spatné rozpustnych 1é¢iv s nizkou, proménlivou nebo na potravé zdvislou biologickou
dostupnosti. Hledaji se nové zpusoby, jak feSit problém se Spatnou biologickou
dostupnosti 1é¢iv. Nejvice limitujicim krokem vstiebavani téchto 1é¢iv byva Casto jejich
solubilizace v gastrointestinalnim traktu (GIT). To vyvolalo zajem o formulace zalozené
na lipidech, které jsou schopné udrzet 1é¢ivo v roztoku pii prichodu GIT, a tim
obchazeji  proces  rozpousténi. Jednim  zmoZnych  pfistupi je  uZiti
samomikroemulgujicich  distribuénich ~ systémt  1é¢iv ~ (SMEDDS  zangl.

self-microemulsifying drug delivery systems).*

Pevné roztoky reverznich micel (SRMS z angl. solidified reverse micellar solutions),
coz jsou napi. smési lecitinu a triglyceridii poskytujici velkou solubiliza¢ni schopnost
riznym typum latek (IéCiv) na rozdil od jednoduchych systémua triglyceridi.
Nanosuspenze zalozené na SRMS jsou pfipraveny homogenizaci blizko bodu tani
matrice SRMS. V prvnim kroku je do matrice (v poméru 1:1 lecitinu a triglyceridt)
vlozeno léCivo a nasledné rozetieno v tekutém dusiku, aby se pozdéji minimalizovala
difaze 1éciva. Prasek je pak dispergovan v roztoku polysorbatu 80 homogenizaci za

vysokého tlaku. Nanosuspenze zaloZené na SRMS byly navrZzeny jako slibné vodné
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nosice Spatné rozpustnych 1é¢iv jako napt. 17B-estradiol-hemihydratu, hydrokortisonu
nebo pilokarpinu.®

Cilem dalsi studie® bylo zkoumat izotropni systém amfifilniho lipidu mono- a
diglyceridu (MCMDG)/olej/voda a jeho vyuziti k ptipravé potencialnich formulaci bez
kosurfaktant a zjistit, zda-li by takovy systém mohl solubilizovat jak hydrofilni tak
lipofilni 1é¢iva. Byly studovany solubilizace lipofilnich 1é¢iv v pfitomnosti hydrofilnich
1é¢iv a 1 naopak ve formulacich trojkomponentniho systému (MCMDG/sezamovy
olej/voda) a dvoukomponentniho systétmu (MCMDG/voda) s 1éCivy. Hydrofilnim
léCivem byl levamizol hydrochlorid a lipofilnim abamektin. Tato 1éCiva byla
stanovovana v izotropnich formulacich pomoci HPLC analyzy. Ob¢ 1é¢iva mohou byt
solubilizovéana v béznych koncentracich v téchto izotropnich systémech, pficemz u obou
byla solubilizace v izotropnim trojslozkovém systému vyssi nez ve dvoukomponentnim.
Studie dokézala, Ze pouzité izotropni systémy se jevi jako vhodné distribu¢ni systémy
pro hydro i lipofilni 1é¢iva.

Podstatou solubilizace je vnutit nerozpustné pevné latce pravidelnou (metastabilni)
mikrostrukturu. Pokrocilé pfistupy k solubilizaci 1é¢iv nerozpustnych ve vodé jsou
zalozeny na tvorb¢ disperze 1éCiva (na molekularni trovni) v prostiedi stabilizujiciho
média. K témto ucelim se nejnoveji vyuziva mikrovinami indukovana difuze (MIND
z angl. microwave induced diffusion), pomoci niz se pfipravuji aktivovana léciva ve
form¢ pevnych nanostruktur. K témto experimentim byla pouzita 1éCiva napf.
ibuprofen, nimesulid nebo nifedipin se solubilizaénimi matricemi B-cyklodextrinem a

krospovidonem.®’

Nedavno byla vypracovana studie na téma tykajici se polysorbatovych
(Polysorbat 80) a cremophorovych (Cremophor EL) micel, které deagreguji a
solubilizuji 1é¢ivo nystatin na fadzovém rozhrani micelarniho jadra a obalu.®® Studie
urcila rozsah a lokalizaci solubilizace nystatinu micelami z neionickych surfaktantu.

Dalsi pokusy tykajici se snahy zlepSit biodostupnost ve vodé Spatné€ rozpustnych

1é¢iv uskuteénili Joshi a kol.®°

pomoci uziti pevné disperze ve smesi PEG 3350 s PS 80.
Tuhé disperze 1éCiv byly pfipraveny rozpousténim 1éciva v tekutém pienaseci (65°C) a
plnénim taveniny do pevnych Zelatinovych kapsli. Biodostupnost po ordlnim podéani
této formulace u psii byla srovnavana s kapslemi obsahujicimi mikronizované 1é¢ivo
smisené s laktozou a mikrokrystalickou celulézou a kapalnym roztokem ve smési

PEG 400, PS 80 a vody. Roztok ve smési propylenglykolu, PS 80 a vody byl uzit také
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pro intravendzni podani. Ve studii se zjistilo, ze uzitim pevné disperze vzrostla
nékolikandsobné¢ biodostupnost 1éc¢iva v porovnanim s kapslemi obsahujicimi
mikronizované léCivo. Navic formulace pevnych disperzi byly fyzikaln€ i chemicky

stabilni po dobu alespont 6 mésict.

Sadurni a kol." provedli studii zaméfenou na pfipravu o/v nanoemulzi vhodnych pro
farmaceutické¢ aplikace a solubilizaci prakticky ve vodé nerozpustného 1é¢iva
(lidokainu). Tvorba nanoemulzi byla zkoumana v systémech voda/neionogenni
surfaktant/olej. Nanoemulze byly pfipravovany pomoci nizkoenergetickych
emulgacnich metod. Solubilizace lidokainu byla zkouména v nanoemulzich s vysokym
obsahem vody. Maximalni koncentrace lidokainu solubilizovaného v systému
voda/Cremophor EL/Miglyol 812 s 90 a 95 % obsahu vody dosahla ptislusnych hodnot

3,5a2,1%. Tyto hodnoty se pohybuji v terapeutickém rozmezi koncentraci lidokainu.

Solubilizace fotosenzitizéru

Faktory jako jsou ndboj, agregace a lipofilita ovliviiuji lokalizaci fotosenzitizéru.
Lipofilni oktasubstituovany senzitizér 2,3,9,10,16,17,23,24-okta(decyloxy)ftalocyanin
Zn(Il) byl wv¢lenén do DMPC (dimyristoyl-L-a-fosfatidylcholin)  liposomd,
neionogennich micel z Tweenu 80 a pfidan k roztoku polymeru Solutolu® HS 15 (ve
vodé rozpustného) za tucelem prozkoumat, jak tato rozdilnd prostfedi ovlivni
fotofyzikalni vlastnosti ZnPc a fototoxicitu vici bunééné linii lidského karcinomu
hrtanu (Hep-2). Spektralni vlastnosti byly zkoumany v rozmezi vlnovych délek
500-800 nm v odlisnych rozpoustédlech: THF, oktanol, DMPC liposomy (2,1 mmol/I
v PBS), Solutol® HS 15 (25 % m/m) a v Tween 80 (75 mmol/l). Kvantovy fluorescenéni

vytézek a tvorba singletového kysliku byly zvysené v piitomnosti Solutolu® HS 15."

V této studii byla popsana piiprava roztoku polymeru Solutolu® HS 15, roztoku
s Tweenem 80 a unilamelarnich liposomi DMPC. Roztok polymeru Solutolu® HS 15
byl pfipravovan nasledovné: Solutol zahtaty na 60-65°C byl smichan s roztokem PBS
(pH 7,4; 0,01 mol/l fosfat a 0,15 mol/l NaCl) za stejné teploty a tato smés byla dikladné
promichana. Smés se miize zakalit, je-li prvni polovina vodného roztoku piidana pfilis
rychle. AZ pak byl roztok ZnPc ptidan k této smési za protiepavani pii teploté 60-65°C.

Nejsilngjsi fotodynamicky efekt byl pozorovan pii koncentraci 0,1 umol/l ZnPc a 15
min dobé ozafeni viditelnym svétlem. Za téchto podminek bunéc¢na linie Hep-2

vykazala po 24 hodinach Zzivotaschopnost 53 % u DMPC liposomid a 30% u
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Solutolu® HS 15. Velké mnozstvi apoptickych bunék bylo mozno sledovat 6 hod po
fotodynamické 1é¢bé s 15 min ozafenim, zatimco nekrotické bunky az po 24 h inkubaci.
Fotofyzikalni a biologické studie vyhodnotily, Ze Solutol® HS 15 je lepsim distribuénim
systtmem nez DMPC liposomy, protoze ZnPc v Solutolu produkuje vice aktivnich
agens ve stejné davce svétla a koncentraci PS nez ZnPc inkorporované v liposomech.
PDT studie se ZnPc v Tweenu 80 nebyly provedeny z divodu vysokého stupné

agregace barviva v tomto prostiedi.

Zjistilo se, ze n¢které faktory mohou byt modulétory fototerapeutické aktivity, napf.
hydrofobni barviva vykazuji obzvlasté velkou afinitu k malignim bunikam, zatimco vice
hydrofilni slouceniny jsou piednostné uvolnény do extracelularni matrix. Proto hlavnim
cilem poskozeni indukovaného fotosenzitizérem je cévni systém. V nékterych ptipadech
muze byt selektivita nadorového targetingu zdokonalena spojenim PS s vhodnym
distribu¢nim systémem pted systémovym podanim. Pfitomnost elektricky nabitych nebo
objemnych perifernich substituentd a axialnich ligandi na centralnim kovovém iontu
minimalizuje tendenci barviva podléhat agregaci, ktera ¢asto snizuje jeho G¢innost jako

PS.

Uzitim emulgatort se muze nékdy predejit agregaci a rozpustnost nékterych

v . o v s v v 7 Y o 71
sloucenin se muize zvysit, coz umozni snadné¢jsi podani PS.

Sojovy olej (SBO) byl uzit jako prostiedek k solubilizaci ftalocyaninu s centralnim

atomem zinku (ZnPc), coZ je znamy fotosenzitizér pro potencidlni uZziti v PDT."

ZnPc se tadi mezi slibné fotosenzitizéry, ale jeho uziti v PDT je limitovano jeho
hydrofobicitou a tato skute¢nost vyzaduje uziti vhodného dopravniho systému pro jeho
transport do cilové tkdn¢. Timto dopravnim systémem mohou byt liposomy, které jsou
¢asto vyuzivany u mnoha biomedicinskych aplikaci. AvSak liposomy maji tendenci byt
vychytavany retikuloendotelidlnim systémem (RES) a proto je jejich vyuZiti limitovano
Vv pfipadech, kdy terapeutickym cilem z&jmu neni buitka RES. Dal§im pfistupem feSeni
hydrofobicity ZnPc je tvorba jeho hydrofilnich derivath -  zinkovych
tetrasulfoftalocyaninii (ZnPcS,4). Tyto slouceniny jsou dobfe rozpustné v polarnich
rozpoustédlech. AvSak problém nastdva s jejich Cistotou pii ziskdvani béznymi
syntetickymi postupy, kterymi se tvoii smési mono-, di- a tri- sulfonovanych derivatu.
Déle ZnPcS,; vykazuji fototoxicitu u bilych mysi, kterd je pfi¢inou vyskytu

malformacéniho syndromu ocasni ¢asti.
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Dal8i moznosti pfekonani solubilizacnich problémti ZnPc je spojeni s organickymi
rozpoustédly nebo mikroheterogennimi povrchové aktivnimi latkami (surfaktanty). Ani
tyto piistupy vSak nesplituji vSechna kritéria na netoxicitu nebo dopravni kapacitu.
Proto zde byla snaha najit dobry solubiliza¢ni systém, ktery by nezptsoboval bunécnou
toxicitu, byl relativné dostupny, levny a bezpecny. A SBO je latka, kterd spliuje
vSechny tyto podminky. Tento olej je biodegradovatelny a sklada se z béznych lipida a
mastnych kyselin, které se nachéazeji v bunikach i bunéénych membranach. Neni znamo,
ze by byl toxicky a nyni bylo objeveno, ze Gc¢inn¢ solubilizuje ZnPc za vhodnych

podminek.

Fluorescenéni spektralni analyza roztoku ZnPc-SBO provadéna po 38 dni ukazala,
ze je roztok stabilni béhem tohoto ¢asového ramce. Nebyla zaznamenana zadna toxicita
pfi podani roztoku do kultury lidskych endotelidlnich bun¢k po 36 hod ani pfi injekénim
subkutannim podani mys$im (Balb C). V obou piipadech doslo ke clearence ZnPc
Z injek¢ni oblasti za pfimétenou dobu. Tato skutecnost spolu s jeho dobrou solubilizaéni
schopnosti pro ZnPc a domnélou netoxicitou mize SBO zaradit mezi mozné distribu¢ni

systémy pro transport vhodnych PS do cilovych bungk v PDT a souvisejicich aplikaci.”
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2.3. POUZIVANE SOLUBILIZATORY, EMULGATORY A
LIPIDY

Solutol® HS 15 7

» Chemicky nazev: polyethylenglykol-15-hydroxystearat

» Synonyma: Polyethylenglykol 660 12-hydroxystearat, Makrogol-15-hydroxystearat

> Jakostni standard: Solutol® HS 15 odpovida poZadavkim monografie ,,Macrogol-

15-Hydroxystearat™ v Ph. Eur.

» Solubilizator vyvinuty firmou BASF (BASF Aktiengesellschaft, Ludwigshafen,

Germany) v roce 1995 jako solubilizator s nizkou toxicitou.
» Neiontova povrchové aktivni latka uzivana pro farmaceutické tcely.

» Slozeni: sklada se z polyglykol mono- a di- esterti a eterd 12-hydroxy-stearové
kyseliny (lipofilni ¢ast) a z asi 30-35 % volnych polyethylenglykolt (hydrofilni
¢ast). Volny polyethylenglykol mtize byt stanoven HPLC. Solubilizator vznikne
reakci 1 molu 12-hydroxystearové kyseliny a 15 mold ethylenoxidu (EO).

» Hlavni komponenty lipofilni ¢asti maji nasledujici chemické struktury:

OH

H(O = CH, = CHy), = O~ s~

0

%
H(O = CH, = CH,), - Q/CMW
O~

WC‘O

OH

Obr. 19: Struktura Solutol HS 15

» Mala ¢ast 12-hydroxy skupin mize byt etherifikovana polyethylenglykolem.

» Popis: pii pokojové teploté je to Zluto-bila hmota, tekutou se stava pii piiblizné
30°C. Jeji HLB lezi mezi 14-16, CMC mezi 0,005 az 0,02 %.

> Rozpustnost: Solutol® HS 15 se rozpousti ve vodg, etanolu a 2-propanolu.

Rozpustnost ve vodé klesa s rostouci teplotou a je nerozpustny v tekutém parafinu.

» Stabilita: je vysoce chemicky stabilni, dlouhodoby vliv tepla mize vyvolat fyzikalni

oddélovani tekuté a tuhé faze po ochlazovani, které se da zvrétit naslednou
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homogenizaci. Pokud je skladovan v uzavieném originalnim obalu pfi pokojové
teploté (max. 25°C), je stabilni po vice nez 24 mésicti. Mnoho 1é¢iv se vyrabi za
aseptickych podminek, coz v piipadé Solutolu®™ HS 15 neni nutné, protoZe je mozné
jeho vodné roztoky podrobit sterilizaci parou (121°C/20 min). Nésledné testy
neodhalily zadné zmény vlastnosti, coz signalizuje, ze pfi sterilizaci nedochazi
k vyznamné vétsi hydrolyze. Pouze by se mélo brat v tivahu, ze béhem sterilizace
muze slabé klesnout hodnota pH roztoku. Po sterilizatnim procesu se muze objevit
fazova separace, kterou lze piekonat mirnym protfepavanim roztoku bé&hem
chladnuti. Hodnoty priméru micel zistdvaji nezménény. Vodné roztoky mohou byt
stabilizovany béznymi konzerva¢nimi prostiedky uzivanymi u 1é¢iv ve farmacii.

Aplikace: hlavni pouziti jako neionogenni solubilizator pro vyrobu vodnych
parenteralnich pfipravkd - injekénich roztokl vitamind rozpustnych v tucich - vit.
A, D, E, K a mnoha dalSich lipofilnich farmaceuticky a€innych latek (lé¢iv napf.
klotrimazol, mikonazol, karbamazepin, sulfathiazol, alfadolon, nifedipin,
piroxikam, 17p-estradiol a dalsich). Solubiliza¢ni schopnost pro néktera testovana
1é¢iva roste témét linedrné se zvétSujici se koncentraci solubiliza¢niho cinidla
v disledku utvéareni sférickych micel a to dokonce i1 pfi vysokych koncentracich
Solutolu. Viskozita roztoki i pii takovych koncentracich zistava relativné nizka.

Proto je tedy mozné nekomplikované podani az 30 % roztoku Solutolu® HS 15.

Postup ptipravy: nejprve se 1écivo michdnim suspenduje do tekutého solubilizatoru

pii teploté¢ 65°C. Pak se po kapkach pridava fosfatovy pufr (PBS) pH 7,0 o stejné
teploté. Smes se nasledné michdnim ochlazuje az na pokojovou teplotu. Disperze se
zfiltruje skrz membranu o velikosti pori 0,22 um az do vysledného ¢irého ¢i mirné

opalizujiciho roztoku.

Toxikologie: Solutol® HS 15 je velmi dobfe snaSen, jak ukéazalo mnoho
toxikologickych testi. Po jeho aplikaci je pozorovano uvolnéni pouze malého
mnozstvi histaminu. Toxikologické studie akutni a subakutni toxicity provedené u
pst (viz. Tab. 3) zjistily, Ze Solutol® HS 15 je 1épe tolerovan nez Cremophor EL

(vyplaveni histaminu je u n¢j zhruba 10x nizsi nez u Cremphoru EL).

Solutol® HS 15 se diky své vysoké solubilizatni schopnosti a nizké toxicité fadi

mezi efektivni moderni solubilizatory pro parenteralni pouziti.
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Cremophor® EL ™

» Neionogenni ricinovy olej ethoxylovany s 35 EO.

» Pouziti: pro oralni, topické a injek¢ni Gcely; vyvinuty pied rokem 1992 (BASF).

Cremophor® RH 40 ™

» Neionogenni hydrogenovany ricinovy olej ethoxylovany s 40 EO.

» Pouziti: solubilizator a emulgator pro oralni a topické pouziti; vyvinut pred rokem

1992 po Cremophoru EL.

Cremophor® EL-P "

» Ricinovy olej ethoxylovany s 35 EO purifikovany.

» Je odvozeny od Cremophoru EL a navic v dal§im kroku ¢istény patentovanym

postupem s vyuzitim adsorpcnich materialii, aby se minimalizoval obsah volnych

mastnych kyselin, vody a drasliku. Je ur€eny pro preparaty, které jsou nestabilni

nebo citlivé na zminéné latky.

» Vyvinuty v roce 1995 pro onkologické preparaty (Taxol).

Po aplikaci téchto surfaktantii (povrchové aktivnich latek) se mizou vyskytnout

nezadouci vedlejsi ucinky: uvolnéni histaminu, anafylakticka reakce, pokles krevniho

tlaku, hemolyticka reakce.

Tab. 3: Vyplaveni histaminu a pokles krevniho tlaku po injekcénim podani emulgdtori (u psi
100 mg/kg vahy psa) ™*

pokles krevniho uvolnéni vyskyt histaminovych
produkt tlaku histaminu reakci
(mmgHg) (ng/ml) (>10 ng/ml)
Polysorbat 80 115 400 8/8
Cremophor®EL 81 254 8/8
Cremophor® RH40
90 185 8/8
(hydrofobni)
Solutol® HS 15 60 <10 1/8

Zdroj: Lorenz a kol., Agents and Actions, 12, (1982)
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Polysorbat 80

>

Chemicky nazev: Polyoxyethylen-sorbitan-20-monooleat (Polysorbat 20 misto

kyseliny olejové obsahuje strukturu kyseliny laurové)

Synonymum: Tween 80
Je neionogenni surfaktant vykazujici zna¢nou povrchovou aktivitu a relativné

nizkou toxicitu, HLB 15.

Pouziti: solubilizani nebo stabilizacni ¢inidlo bézné uzivané ve farmaceutickém
pramyslu u cetnych zdravotnickych a farmaceutickych produkti (napf.
vitaminovych oleji, ockovacich a protinadorovych latek), masti, krémt, roztok,

také jako prisada v tabletach a velké uplatnéni naléza i v potravinafstvi.

Polysorbaty a obzvlaste Tween 80 je vyuzivan déle ke zlepSeni absorpce 1é¢iv po
oralnim podani nebo pii transdermalnim neinvazivnim priniku kazi.

V soucasnosti se fesi zavazny problém tykajici se vyvolani anafylaktické reakce po
podani pfipravki stimto solubilizatorem. Polysorbat 80 byl jednoznaéné
identifikovan jako piivodce vaznych anafylaktickych reakci neimunologického

. .o 75
pivodu u pacientd.

Tento surfaktant slouzi také k solubilizaci 1é¢iv $patné rozpustnych ve vode. Kdyz
je surfaktant pfidan do vody v koncentraci nad CMC, rozpustnost hydrofobniho
1éCiva znacné vzroste. Za ucelem urCeni stability excipientli, takovych jako je
PS 80, ve formulacich 1éC¢iv je pozadovana rychla chromatograficka metoda. Avsak
PS 80 nemé Zadny silny chromofor, ktery by umoZiioval monitorovani pomoci
absorpéni spektrometrie. V literatufe bylo popsano né€kolik pokust o kvantifikaci
PS 80, nékteré znich jsou zalozené na kolorimetrii nebo tenkovrstevné
chromatografii. Pak byla vyvinuta jednoducha a rychla metoda pro stanoveni PS 80
ve farmaceutickych formulacich, kterd vyuzivd vysoce u€innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) s detekci rozptylu svétla (ELSD z angl. evaporative light
scattering detection). Metoda je specificka pro PS 80 ve formulacich, tam kde neni
zadna interference léCiva ani dalSiho excipientu. HPLC s UV detekci je dnes

nejbeéznéjsi analyticka technika pouzivana k analyze surfaktant.®

Struktura polysorbatu 80 (soucet w, x, y a z je 20), molekulova hmotnost = 1310
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Obr. 20: Struktura polysorbatu

» Polysorbaty maji heterogenni strukturu, skladaji se z castecné esterifikovaného
polyolického cyklického éteru (odvozeného od sorbitolu modifikaci OH skupin
polyethylenglykolovymi mustky).

MCT

» Jsou to triglyceridy slozené ze stfedné dlouhych fetézci (MCT z angl. medium

chain triglycerides) s vlastnostmi napodobujicimi piirodni triglyceridy.

» Chemické slozeni: smés triesterti glycerolu a nasycenych mastnych kyselin zejména

kaprylové (Cg) a kaprinové (Cyp), obsahujici nejméné 95 % nasycenych mastnych
kyselin s 8 nebo 10 uhlovodikovymi atomy; zbytek je tvoten triglyceridy kyselin

kapronové (Ce) a laurové (Cy).>

» Vlastnosti: svétle Zluta tekuta hmota, bez zapachu, hustota 0,95 glem® pii 20°C7,

velmi vysoka polarita, HLB 10-11.

> Radi se mezi oleofilni rozpoustédla, MCT jsou tedy prakticky nerozpustné ve vodg,
ale snadno rozpustné v organickych rozpoustédlech, misitelné s etanolem a
mastnymi oleji.

» MCT vykazaly netoxicitu Vv provedenych testech akutni toxicity u n€kolika druh
zvitat. V testech o¢ni a dermalni drazdivosti se nejevily jako potencialni alergeny,
dokonce ani pfi delSi o¢ni a kozni expozici. MCT nevykdzaly Zadnou zplsobilost
indukovat hypersenzitivni reakci. V danych koncentracich je lze aplikovat i
intramuskuldrné. V testech provedenych pro intraven6zni aplikaci MCT u zvifecich
druhti (krysa, prase) nebyl podlozen zadny diikaz, Ze by nepfiznivé ovliviiovaly
reproduktivitu nebo byly toxické v téhotenstvi. Ani mutagenni toXicita a

teratogenita nebyly odhaleny.”
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>

>

Smés kapalnych nasycenych triacylglycerolli se vyrabi z oleje, ktery se ziskava
z tuhého a suSené¢ho podilu endospermu Cocos nucifera L. anebo z oleje, ktery se
extrahuje ze suSen¢ho endospermu Elaeis guineensis JACQ.

Pouziti: primarné se pouzivaji jako emulgatory ve farmaceutickych ptipravcich a
kosmetice, jsou bézné¢ uzivané pro parenteralni vyzivu u jedinci vyZzadujicich
nahradni nutrici, také hojné vyuzivané v potravinarském prumyslu.

Jsou zndmé pod obchodnim nazvem Miglyol® 812.

Abil Care 85 '

>

Chemické slozeni: silikonovy polyéter (Bis-PEG/PPG-16/16 PEG/PPG16/16

Dimetikon) s pridavkem (10-25 %) triglyceridi kyseliny kaprylové (Cg) a
kaprinové (Cyp).
Neionogenni emulgator pouzitelny pro emulze typu o/v.

Vlastnosti: bezbarva nebo jen slabé nazloutla kapalina, bez zapachu, ve vodé
nerozpustna. Jeji HLB hodnota se pohybuje okolo 10, hustota 0,98-1,01 g/cm® pii
25°C. Formulace s Abil Carem 85 se vyznacuji $irokou tepelnou stabilitou v

rozmezi teplot od -15°C az do +45°C.

Pouziti: v kosmetice v emulzich, krémech a roztocich (Abil Care je uzivan v téchto

ptipravcich obvykle v koncentraci 1,5-3 %).

Polyglyceryl-3-oledt "’

>
>

Obchodni nazev: ISOLAN® GO 33

Chemické slozeni: lipofilni ester olejové kyseliny a polyglycerolu. Jeho molekulova

struktura je podobna pfirodnim lipidim.

Vlastnosti: kapalina zIuté barvy, se slabym charakteristickym zapachem, ve vodé
nerozpustna, HLB hodnota 5, hustota 0,9 g/cm® pii 20°C. Formulace s
ISOLAN® GO 33 jsou dobie teplotné stabilni.

Pouziti: emulgator vhodny pro v/o krémy (uzivany obvykle v koncentracich

2,5-4,0 %), také v potravinafstvi.

PEG-7-glycerylcocoat 7

» Obchodni nazev: TEGOSOFT® GC
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>

Chemické slozeni: estery polyolické mastné kyseliny rozpustné ve vodnych

roztocich surfaktantu

Vlastnosti: bezbarva nebo slabé nazloutla kapalina se slabym charakteristickym
zapachem, HLB hodnoty 10,6, ve vodé rozpustna (tvoii slabé zakaleny roztok),
biodegradabilni, hustota 1,06 g/cm® pii 20°C. Solubilizuje oleje a lipofilni latky

(napt. mentol, salicylovou kyselinu a jeji derivaty, kafr).

Pouziti: v kosmetice hydrofilni zmé&kéujici prostiedek v Samponech a koupelovych

ptipravcich (uzivany v koncentracich 2-7 %).

Oktylpalmitdt (OP) '

>

>
>
>

Obchodni nazev: TEGOSOFT® OP
Synonymum: ethylhexylpalmitat

Chemické slozeni: 2-ethylhexyl ester hexadekanové kyseliny

Vlastnosti: nazloutld kapalina slabého charakteristického zéapachu, ve vodé
nerozpustna, hustota 0,86 g/cm® pii 20°C, stfedné polarni. Univerzalni zvla&iujici

ester s nizkou okluzivitou, dobry solubilizator.

Pouziti: Vv kosmetice jako stfedn¢ viskdzni ester S dobrymi roztiratelnymi

vlastnostmi, vhodny pro vSechny typy krému, roztoky a oleje.

Diethylhexylkarbondt (DEHK) "'

>
>

Obchodni nazev: TEGOSOFT® DEC

Chemické slozeni: bis(2-ethylhexyl)karbonat (vznik konverzi diethylkarbonatu a

ethylhexanodatu)

Vlastnosti: bezbarva kapalina Se slabym charakteristickym zapachem, hustota
0,9 g/em?® pii 20°C, stfedn& polérni, ve vod& nerozpustna, rozpustna v ethanolu. M4

velmi nizkou viskozitu, snadno emulguje v emulzich typu o/v a v/o.

Pouziti: zlepSuje roztiratelnost emulzi typu o/v i v/o, v produktech uzivan v max.
koncentraci 15 %. V kosmetice jako olej pro emulze, zvlacnujici pripravek ve

sprejich, pénach, krémech a roztocich.
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Ethylhexyloktanodt (EHO) "°

>
>

>

Obchodni nazev: SAMODERM® OO

Chemické slozeni: 2-ethylhexyl-2-ethylhexanoat

Vlastnosti: tekuta latka, hustota 0,86 g/cm® pii 20°C, $patné rozpustna ve vodg,

rozpustna v nepolarnich rozpoustédlech.

Pouvziti: v kosmetice

Decyloleat (DO) "

>
>

Obchodni nazev: TEGOSOFT® DO

Chemické slozeni: smés obsahujici decylestery mastnych kyselin, pfevazné

olejové.61 Po chemické strance podobny esteriim ptirodnich voskd a pfirozenym
koznim lipidam.
Vlastnosti: nazloutld kapalina slabého typického zépachu, hustota 0,86 glcm® pii

20°C, vysoce polarni, ve vodé vsak nerozpustna.

Pouziti: rozpoustédlo lipofilnich soucasti, jako lipofilni olej uzivan v kosmetice

v krémech, roztocich a télovych olejich.

C12-CI5 alkylbenzodt (C12-C15 AB)

>
>

Obchodni nazev: TEGOSOFT® TN

Chemické slozeni: ester benzoové kyseliny a mastného alkoholu s 12-15 uhlikatym

fetézcem

Vlastnosti: kapalina, nizka viskozita, hustota 0,92 g/cm3 pti 25°C, vysoce polarni,
ve vodé nerozpustna.

Pouziti: dispergujici ¢inidlo pigmentl a bentonitl, uzivan v kosmetice v krémech,
roztocich a olejich, Samponech a dekorativni kosmetice. Zmékcujici ester, ktery

lehce rozpousti lipofilni soucasti.
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2.4. FTALOCYANINY

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

oktaazaftalocyaninato hovecnaty komplex

\\ "
T MQQI

N\N/N

/ \

S

Obr. 21: Struktura barviva ZIP-T-44Mg

Kod*: ZIP-T-44Mg
Molekulova hmotnost = 1699

Molekulovy vzorec: Cgg Hi36 Mg N1g Sg

vV V VY V

Molekulové slozeni: C (62,21 %), H (8,07%), Mg (1,43%), N (13,19 %),
S (15,10 %)

(*...kdd, pod kterym bude ftalocyanin déle v textu oznacovan)
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2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(butoxy)-1,4,8,11,15,18,22,25-oktaazaftalocyaninato

.
A
peelSene
s

N

T

Obr. 22: Struktura barviva ZIP-T-37Mg

Kod: ZIP-T-37Mg
Molekulova hmotnost = 1121,61

Molekulovy vzorec: Css H72 Mg Nig Og

vV V VY V

Molekulové slozeni: C (59,97 %),
O (11,41 %)

3
L

H (6,47 %),
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2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(oktylsulfanyl)ftalocyaninato zinecnaty komplex

S S

Obr. 23: Struktura barviva 123Zn

Kod: 123Zn
Molekulova hmotnost = 1732,15

Molekulovy vzorec: Cgs Hia4a Ng Sg Zn

vV V VYV V

Molekulové  slozeni: C (66,57 %), H(8,38%), N (647%), S (14,81 %),
Zn (3,77 %)
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2,3,9,10,16,17,23,24-oktakis(terc-butylsulfanyl)-1,4,8,11,15,18,22,25-

oktaazaftalocyaninato zinecnaty komplex

N N=
\Zn'/
N
\ NN/
N N
ey
\
S/S;N N\%\S

Obr. 24: Struktura barviva ZIP-T-21Zn

Kod: ZIP-T-21Zn
Molekulova hmotnost = 1291,19

Molekulovy vzorec: Csg H72 Nig Sg Zn

vV V VY V

Molekulové slozeni: C (52,09 %), H (5,62 %),
Zn (5,06 %)
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2.5. METODIKY

Test na fototoxicitu

Na testy fototoxicity se pouzivaji buiikky 3T3 Balb/c - mysi fibroblasty, které jsou

doporudené v testu fototoxicity dle smérnice EU*® i OECD®.

Test na cytotoxicitu

Zkousky cytotoxicity byly provedeny dle CSN EN ISO 10993-5: 2005 - Biologické
hodnoceni zdravotnickych prostedki - Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.
Zkousky byly provedeny ve zkuSebni laboratofi Centra zdravi a Zivotnich podminek
akreditované CIA &. 1206.3.

Bunécna linie: mysi fibroblasty - linie Balb/c 3T3
Kultiva¢ni medium: DMEM s obsahem antibiotik (PNC 100 IU/ml, STM 100 pg/ml)
s 10 % inaktivovaného teleciho séra

Pozitivni kontrola: laurylsulfat sodny

Negativni kontrola: DMEM bez séra

Postup:

Po 24 hod. prekultivaci byla buné¢éna kultura exponovana testovanym vzorkiim v rizné
koncentraci DMEM bez séra po dobu 24 hod. (37°C, 7,5 % CO;). Nasledné¢ byla
stanovena Zivotnost bunécné kultury na zéklad€ inkorporace vitalniho barviva (neutralni
cerven¢) fluorimetrickou metodou a pozorovana zivotnost kultury ovlivnéné

testovanym vzorkem s Zivotnosti negativni kontroly.

Tab. 4: Stupern cytotoxicity vzorku

Zivotnost (z) hodnoceni vzorku

z>80% necytotoxicky

80 % <z>60% | slabé cytotoxicky

60 % <z >40 % | stfedn¢ cytotoxicky

72<40% silné cytotoxicky
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast diplomové prace 1ze rozvrhnout do nasledujiciho schématu:

Nejprve jsem piipravovala pouze vodné soustavy solubilizatori S vybranymi
barvivy. Pracovala jsem vsak s pfili§ lipofilnimi ftalocyaniny, které se piidavkem

solubilizatoru do vodného roztoku nepodafilo dostate¢né solubilizovat.

Poté jsem zvolila jiny postup pfiprav. Nejdiive jsem se pokousela rozpustit barvivo
Vv piislusném lipidu a sledovala, ve kterém konkrétnim lipidu a v jaké koncentraci se
podaii barvivo rozpustit tak, aby vytvofilo stabilni roztok, aniz by se barvivo ze
soustavy agregovalo. Také samotné lipidy bylo tfeba jednotlivé solubilizovat c¢i
emulgovat ve vodném prostredi. V nasledujicim kroku jsem spojila predeslé postupy a

pokusila se solubilizovat lipidy s rozpusténym barvivem.

Kapitola 3.1. zahrnuje postupy pfiprav vSech zasobnich roztoku barviv, se kterymi
jsem v pokusech pracovala. V nasledujicich kapitolach pak vzdy pii praci s konkrétnimi

roztoky barviv nalezneme pouze odkaz na jeji postup ptipravy.

Koncentrace roztokd u nasledujicich piiprav jsou casto vyjadfovany v %. Jde o
procenta hmotnostni (% m/m) udavajici pocet grami latky ve 100 g konecného
produktu. Pro jednotnost jsem koncentraci barviva v piipravenych roztocich ptevedla na

vyjadifeni v molarni koncentraci.
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3.1. PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU BARVIV

3.1.1. Pfiprava zasobniho roztoku barviva ZIP-T-44Mg v THF

Zasobni roztok jsem pripravila 0 koncentraci 50 umol/l. Vypocitané mnozstvi
navazky (0,998 mg) barviva jsem odvazila do zvlast’ ptipravené Cisté vysusené sklenéné
baiky. Barvivo jsem rozpustila v 11,7 ml v tetrahydrofuranu (THF). Baiku jsem poté
ithned uzaviela, aby se zabranilo vytékani THF a didkladnym protfepavanim jsem

barvivo v THF rozpustila.

Hodnoceni: zna¢né lipofilni barvivo ZIP-T-44Mg je dobie rozpustné v THF.

3.1.2. Priprava zasobniho roztoku barviva ZIP-T-44Mg v THF

Ptipravila jsem zasobni roztok o koncentraci pfiblizné 500 umol/l, navazku barviva
8,382 mg jsem odvazila do Cisté suché banky a rozpustila dikladnym protfepavanim

v 9,8 ml THF a baiiku zazatkovala.

3.1.3. Piiprava zasobniho roztoku barviva ZIP-T-37TMg v THF

Ptipravila jsem 10 ml z&sobniho roztoku barviva o koncentraci pfiblizn¢ 100 umol/I.
Navazku barviva 1,12 mg jsem rozpustila v 10 ml THF, ale pro jeji uplné rozpusténi

bylo tieba vlozit baiiku na 15 min do ultrazvuku.

3.1.4. Piiprava roztoku barviva ZIP-T-44Mg v MCT

Cilem bylo vyzkousSet, zda bude mozné lipofilni barvivo ZIP-T-44Mg ve zvolenych

koncentracich rozpustit v MCT.

a) Ptipravila jsem si 3 ml zasobniho roztoku barviva o koncentraci asi 1180 umol/l. Do
banky jsem odvazila 6 mg barviva, rozpustila jej protiepavanim v dostate¢ném
objemu (nekolik ml) chloroformu, pfidala 3 ml MCT, fadn¢ protiepala a chloroform

nechala nésledné odpafit na vakuové odparce zahtivané na teplotu 35-40°C.

Hodnoceni: kratce po ptipravé roztoku zacalo barvivo cCastecné agregovat ze
soustavy pravdépodobné proto, zZe zvolena koncentrace barviva byla pfili§ vysoka a

barvivo se nepodatilo zcela v MCT rozpustit.

b) Stejnym postupem jako u predeslého bodu a) jsem pfipravila roztok barviva 0
¢tvrtinové koncentraci (pfiblizné 290 pumol/l). Navazku 2mg barviva jsem
rozpustila v chloroformu, pridala 4 ml MCT a pak chloroform nechala odpatit na

vakuové odparce.
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Hodnoceni: ihned po pfipraveé doslo k ¢aste¢né precipitaci barviva z roztoku a tedy
ani c¢tvrtinovou koncentraci barviva ZIP-T-44Mg se nepodafilo zcela uspésné
rozpustit v MCT. Z pfevazné Casti vSak zustalo barvivo v roztoku rozpusténo, proto

jsem zasobni roztok po ptefiltrovani pouzila k dal$im ptipravam.

3.1.5. Priprava roztoku barviva ZIP-T-37TMg v MCT

Pripravila jsem roztok barviva o koncentraci priblizné 450 umol/l. Navazku barviva
2 mg jsem tfepanim v bance rozpustila v malém mnozstvi chloroformu, poté jsem do
banky pridala 4 ml MCT, dikladné¢ protiepala a chloroform nechala nasledné odpatit na

vakuové odparce zahtivané na teplotu 35-40°C.

Hodnoceni: po pfipravé se barvivo z roztoku neagregovalo, zustalo rozpusténo
v MCT dokonce 1 po 3 mésicich od pfipravy. Barvivo ve zvolené koncentraci se

podartilo v MCT rozpustit a roztok byl pouzitelny pro dalsi pokusy.

3.1.6. Pfiprava roztoku barviva 123Zn v DMSO

Ptipravila jsem zasobni roztok barviva 123Zn o koncentraci ptiblizn¢ 1160 pmol/I.
Odvazila jsem do banky 6 mg barviva, rozpustila jej v malém mnozstvi chloroformu,
pfidala jsem 3 ml DMSO, dukladné protiepala a chloroform nechala odpatit na vakuové
odparce zahfivané na teplotu 35-40°C.

Hodnoceni: barvivo se kratce po ptipravé roztoku agregovalo a jeho castecky

ulpivaly na sténach banky. Barvivo se nepodaiilo v DMSO rozpustit.

3.1.7. Priprava roztoku barviva 123Zn v MCT

Barvivo jsem se dale pokusila rozpustit v polarnich lipidech (MCT). Zasobni roztok
barviva jsem pripravila 0 koncentraci pfiblizné¢ 1160 umol/l. Navazku barviva 6 mg
jsem rozpustila v chloroformu, ptidala 3 ml MCT a pak chloroform nechala odpatit na

vakuové odparce zahfivané na teplotu 35-40°C.

Hodnoceni: barvivo se jen nepatrné vysrazelo z roztoku, vétSina barviva zustala

v roztoku rozpusténa, proto byl roztok prefiltrovan a pouzit k dalSim ptipravam.

3.1.8. Piiprava zdsobniho roztoku barviva ZIP-T-37Mg v THF

Pripravila jsem si 10 ml zasobniho roztoku barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci
ptiblizn¢ 210 pmol/l v THF. Navazila jsem do banky 2,3 mg barviva, rozpustila jej
v 10 ml THF dikladnym protfepavanim a baiiku zazatkovala.
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3.1.9. Pfiprava zdsobniho roztoku barviva 123Zn v MCT

Ptfipravila jsem si 3 ml zasobniho roztoku barviva o koncentraci 2000 umol/l.
Potiebné mnozstvi navazky (10,4 mg) jsem odvazila do banky, rozpustila v dostatecném
objemu THF a pfidala 3 ml MCT. VSechny slozky jsem dobie protiepala a pak nechala

odparit THF na vakuové odparce.

Hodnoceni: Barvivo se pomoci MCT podafilo dobfe rozpustit, roztok zustal

neagregovany i po 3 mésicich od piipravy.

3.1.10. Priprava zasobnich roztoku barviva ZIP-T-37TMg v C12-C15 AB; DO

Pripravila jsem dva zasobni roztoky barviva ZIP-T-37Mg o0 koncentraci pfiblizné
2000 pumol/l ve dvou zvolenych esterech: C12-C15 alkylbenzoatu a decyloleatu.
Postupy ptiprav obou zasobnich roztokt se neliSily a vzhledem k tomu, Ze §lo o zasobni
roztoky stejné koncentrace s totoznym barvivem, také navazky i objemy u pfiprav se
shodovaly. Navazku barviva (11,2 mg) jsem rozpustila v bafice v dostate¢ném objemu
THF a roztok prottepavala az do rozpusténi barviva. Pak jsem do banky ptidala 5 ml
piislusného esteru (C12-C15 AB nebo DO), diikladné protiepala a nechala THF odpafit

na vakuové odparce zahtivané na teplotu 35-40°C.

Hodnoceni: barvivo se nepodafilo ani v jednom ze zvolenych esteri dostatecné
rozpustit, pevné Castecky barviva se v obou piipadech vysrdzely na hlading a sténach

banky.

3.1.11. Priprava zasobnich roztokit barviva ZIP-T-37Mg v OP; DEHK; EHO

Ptipravila jsem tii zasobni roztoky barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci piiblizné
2000 pmol/l ve tfech rozdilnych esterech: oktylpalmitatu, diethylhexylkarbonatu,
ethylhexyloktanoatu. Opét se jednalo o pifipravu zasobnich roztokd, v nichz je barvivo
vzdy obsazeno ve stejné koncentraci, tedy navazky i1 postupy piiprav byly stejné.
Barvivo (6,7 mg) jsem odvazila do sklenéné bariky, rozpustila jej v potifebném objemu
THF, ptidala 3 ml piislusného esteru (OP, DEHK nebo EHO) a dikladné protiepavala.
Nasledné jsem nechala THF odpafit na vakuové odparce pfi teploté 35-40°C.

Hodnoceni: barvivo ve vSech zasobnich roztocich asi po tydnu sedimentovalo na
dné banky, pravdépodobné z divodu jeho vysoké koncentrace obsazené v roztoku.
Proto byl kazdy roztok nafedén na poloviéni koncentraci (1000 umol/l) dale popsanym

zpusobem. K ptivodnimu zésobnimu roztoku jsem pfidala pottebny objem THF, v némz
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se sedimentované cCasteCky barviva rozpustily. Pak jsem pfidala do banky 3 ml
ptislusného esteru (OP, DEHK nebo EHO) a THF jsem nechala odpafit na vakuové

odparce.

V niz$i koncentraci barviva v zdsobnim roztoku jiz barvivo nesedimentovalo, proto
jsem pro dalsi pokusy pfipravila nové zasobni roztoky jiz 0 1000 umol/l koncentraci
barviva ZIP-T-37Mg s pfislusnymi estery Vv celkovém objemu zasobniho roztoku 3 ml.
Postup se az na rozdilnost navazky barviva, ktera nyni ¢inila 3,3 mg, shodoval

S postupem jiz vySe popsanym.

3.1.12. Piiprava zasobnich roztokit barviva ZIP-T-21Zn v MCT;, DO, C12-C15 AB

Pfipravila jsem tfi zasobni roztoky barviva ZIP-T-21Zn o koncentraci ptiblizné
2000 pmol/l v tfech rozdilnych lipidech: MCT, decyloleatu a C12-C15 alkylbenzoéatu.
Ptipravy vSech téchto zasobnich roztokt l1ze popsat nésledujicim obecnym postupem.
Navazku barviva ZIP-T-21Zn (6,7 mg) jsem V bafice rozpustila v potfebném objemu
THF, ptidala 2,6 ml ptislusného lipidu, dobfe protiepala a THF nésledné odparila na
vakuové odparce pii teploté 35-40°C.

Hodnoceni: stejné jako u piedeslé ptipravy zasobnich roztokd doslo k sedimentaci
barviva na dn¢ banky, pravdépodobné opét z divodu vysoké koncentrace barviva
v roztoku. Proto jsem i vtomto piipadé nafedila zasobni roztok na polovi¢ni

koncentraci barviva (1000 umol/l) postupem totoznym u ptedchoziho bodu (3.1.11.).

V poloviéni koncentraci barviva v zdsobnim roztoku jiz barvivo nesedimentovalo,
proto jsem pro dal§i pokusy pfipravila nové zasobni roztoky jiz o 1000 umol/l
koncentraci barviva ZIP-T-21Zn s pfislusnymi lipidy v celkovém objemu roztoku 3 ml

(navazka barviva nyni ¢inila 3,9 mg).
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3.2. SOLUTOL® HS 15— VODNE SOUSTAVY

3.2.1. Vzorky disperzi solubilizatoru Solutol® HS 15 s klesajici koncentraci

Pripravila jsem si nejprve dostateéné mnozstvi 10% zasobniho roztoku
Solutolu® HS 15 ve fosfatovém pufru a pak jsem jeho postupnym Fedénim ziskala fadu
vzorkt s klesajici koncentraci solubilizatoru (5%, 1%, 0,1 %) vzdy o vysledném
objemu 5 ml. K vzorkiim Sol 5, Sol 6 a Sol 7 jsem po vychladnuti pfidala vypocitany
objem THF (p = 0,89 kg/dm®), aby v konetném objemu vzorku ¢&inil poZadovanou
koncentraci 1 %, 0,5 % a 0,1 %. THF byl pouzivan jako rozpoustédlo n¢kterych barviv,
proto bylo nutné zjistit, jaka jeho koncentrace je jiz pro buiky toxicka. Nasledné byly

vzorky Sol 1 az Sol 7 podrobeny testu cytotoxicity.

Postup pripravy zasobniho roztoku Solutolu:

Do vycisténé vysuSené a vytarované banky jsem navazila potfebné mnozstvi
Solutolu, aby jeho vysledna koncentrace v roztoku byla 10 %. Do baiiky jsem piidala
magnetické michadlo, zazatkovala ji a pfipevnila drzakem tak, aby jeji spodni ¢ast byla
(asi tak z 1/2) ponoiena do pfipravené vodni lazn€ vytemperované na teplotu 60-65°C.
Vodni lazen byla umisténa na vyhfivané magnetické michacce. Pufr jsem
vytemperovala na teplotu vodni 14zn€ a postupné ho po ml ptidavala ke smési v barice.
Zpocatku zacala smés v dusledku hydratace houstnout az dosédhla maxima asi pii
poloviné pfidaného objemu pufru. Viskozita pak zacala klesat pfidavanim dal§iho pufru
az do konecného objemu zdsobniho roztoku. Jestlize je prvni polovina pufru pfidana

prilis rychle, miZe se roztok zakalit.

Tab. 5: Vzorky pro test cytotoxicity Solutolu HS 15

Solutol® HS 15
¢islo vzorku | koncentrace
Sol 1 10%
Sol 2 5%
Sol 3 1%
Sol 4 0,1%
Sol 5 1% + 1% THF
Sol 6 1% + 0,5% THF
Sol 7 1% + 0,1% THF
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Tab. 6: Vysledky testu cytotoxicity Solutolu HS 15 (+ THF)

vzorek | ¢;=10% | ¢, =5% | c3=1%
Soll |+ecr +cr +

Sol2 |+ecr +cr +

Sol3 |+ + *

Sol4 |* * *

Sol5 |+ + *

Sol6 |+ + *

Sol7 |+ + *
Legenda:

+ toxicky vzorek

* netoxicky vzorek

cr krystalky

Ci, Cp, C3 koncentrace, na které byl naredeén piivodni vzorek

Vzorky podrobené testu cytotoxicity byly testovany na buné¢né linii HeLa (v mediu
RPMI, 10% FCS). Piavodni koncentrace vzorkt Sol 1 - Sol 7 byly povazovany za 100%
a pro ucely testovani byly nejdiive postupné nafedény na 10% (koncentrace oznacena

v tabulce jako c3), 5% (c2) a 1% (c3).
Hodnoceni:

V provedenych testech na cytotoxicitu byla zjiSt€éna hodnota nejvyssi netoxické
koncentrace solubilizatoru 0,01% Solutolu® HS 15 ve vodné disperzi. Testu byly
podrobeny i vzorky, které kromé solubilizatoru navic obsahovaly THF v riznych
koncentracich. Jako prvni netoxicky se ukazal vzorek Sol 5 az po natedéni na 100krat
nizsi koncentraci neZ byla ptiivodni koncentrace vzorku. Nejvyssi netoxické koncentrace
obou slozek tedy reprezentuji hodnoty 0,01% Solutolu® HS 15 a 0,01% THF ve vodné
disperzi.

3.2.2. 25% Solutol se ZIP-T-44Mqg o koncentraci 0,1 umol/I

Jedna se 0 vodnou soustavu Solutolu® HS 15 pouze se samotnym barvivem. Bylo

pozadovano, aby vV kone¢ném objemu vysledné soustavy (5 ml) mél Solutol koncentraci

25 % a barvivo ZIP-T-44Mg koncentraci 0,1 pmol/1.
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Postup pripravy:

Do banky jsem navazila 1,25 g Solutolu, ptidala magnetické michadlo, bariku
zazatkovala a ponofila z poloviny do ptipravené vodni lazné€ vytemperované na teplotu
60-65°C. Vodni lazen byla umisténa na vyhiivané magnetick¢ michacce. Potom co
Solutol v barce rozehiatim ztekutél, jsem pipetou odebrala 10 ul z pfedem piipraveného
zasobniho roztoku barviva ZIP-T-44Mg v THF o koncentraci barviva 50 pmol/l
(ptiprava viz. kapitola 3.1.1.) pridala do banky k rozehtatému solubilizatoru a pak
nechala né€kolik minut promichavat. Pak jsem postupné do barky piidavala fosfatovy
pufr (vytemperovany téZz na teplotu 60-65°C). Prvni polovinu objemu pufru je ticba
pfidavat pomalu po cCastech, pfesto se na zacatku jesté¢ pii vysSich koncentracich
solubilizatoru stavalo, ze po pridani malého podilu objemu pufru ihned ,,ztuhla“ a
teprve po nékolika dalSich pifidanych ml se ji podafilo magnetickym michadlem
rozmé&lnit a zhomogenizovat. Druhou polovinu pufru lze jiz piidavat do barnky rychleji.
Smés je tieba nechat vzdy po ptidani veskerého objemu pufru dostatecné dlouho
promichavat (alespont 5 minut), aby se vznikld soustava dobfe zhomogenizovala. Po
kazdém kroku pridavani slozek soustavy je nutné opét banku rychle zazatkovat, aby se
ptedeslo vytékani THF, v némz je rozpusténo barvivo.

Hodnoceni:

Pii ptipravé za stalého promichdvani smési magnetickym michadlem jsem

nepozorovala, ze by se barvivo vydélovalo z disperze. Avsak po dokonceni pfipravy,

kdyz jsem nechala soustavu za laboratorni teploty v klidu stat, se po n¢kolika minutach

zacalo barvivo z disperze agregovat a ulpivat na sténach banky a hladiné disperze.

Vyse popsanym zpisobem se nepodafilo barvivo ve zvolené koncentraci Solutolu
dostatecné solubilizovat. Pravdépodobnym divodem agregace barviva mohlo byt rychlé

vytékani THF pfi piipravé v temperované vodni 14zni na 60-65°C.

3.2.3. 19% Solutol se ZIP-T-44Mqg o koncentraci 100 pmol/I

Po ptedeslém nezdafeném pokusu byl navrzen jiny postup piipravy. Pracovala jsem
jiz sniz8i koncentraci solubilizatoru (1 %) a naopak s vys$i koncentraci barviva
v soustavé (100 umol/1). Opét jsem si piipravila zasobni roztok barviva rozpusténého

v THF, tentokrat o koncentraci 500 umol/l (pfiprava viz. 3.1.2.).
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Postup pripravy:

Do bariky jsem navazila 0,2 g Solutolu, mirn¢ jsem solubilizator zahtala na vodni
lazni tak, aby byla jeho konzistence jen mirné tekutd. Poté jsem k solubilizatoru v baice
jiz mimo vodni lazen piidala 4 ml zasobniho roztoku barviva ZIP-T-44Mg (500 pumol/l)
a dobie protiepavala. Pak jsem nechala z baiiky na vakuové odparce pfi teploté asi 30°C
odpafit THF. Po jeho odpafeni jsem umistila baiku na vodni lazen (60-65°C) na
magnetickou michacku a za stdlého promichavani magnetickym michadlem ptidavala
nejprve po kapkach, pak jiz po vétsich podilech pufr (vytemperovany také na teplotu
vodni 1azn¢) az do vysledného objemu soustavy 20 ml. Po doplnéni pufru na piislusny
objem soustavy se po par minutach stani za laboratorni teploty za¢alo barvivo srazet na
sténéach baiky.

Hodnoceni:

Vzorky mély byt proméfovany na UV-VIS spektrofotometru, ale vzhledem
K vysrazeni barviva ze soustavy se méfeni neprovadélo. Barvivo ZIP-T-44Mg je
pravdépodobné pfili§ lipofilni na to, aby se ve zvolené koncentraci solubilizatoru

v roztoku rozpustilo. To bylo ziejmé hlavni pfi¢inou agregace barviva.

3.2.4. 19% Solutol se ZIP-T-37Mg 0 koncentraci 5 pmol/l

Pro ptipravu jsme zvolili méné lipofilni barvivo ZIP-T-37Mg. Ptipravila jsem Si
10 ml zasobniho roztoku barviva o koncentraci 100 umol/l v THF (piiprava viz. 3.1.3.).

Se soustavou jsem provedla dva odli$né postupy ptipravy:

Postup pfipravy &. 1:

Do barnky jsem navazila 0,2 g Solutolu, ptidala magnetické michadlo a temperovala
solubilizator na vodni 1azni k teploté¢ 65°C umisténé na magnetické michacce. Poté jsem
K solubilizatoru za stalého promichavani pfidavala po kapkach opatrné 1 ml zasobniho
roztoku barviva (100 umol/l) a ponechala jesté asi 30 min homogenizovat. Béhem této
doby doslo ke zméné zbarveni soustavy ze svétle modro-zelené na tmavsi zelenou. Pak
jsem zacala postupné¢ ke smési prikapavat vytemperovany pufr, ale jiz pfi ptidani 0,1 ml
se barvivo vysrdzelo a ani po dalSich pfidanych ml vodné faze (az do konecného
objemu roztoku 20 ml) za intenzivniho promichavani se stav nezlepsil. Po vychladnuti a

del$im stani castecky agregovaného barviva zcela pokryly hladinu pfipravené disperze.
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Hodnoceni K postupu &.1:

Béhem 30 min homogenizace doSlo ke zméné zbarveni soustavy ze svétle modro-
zelené na tmavsi zelenou, coz bylo ziejmé zptisobeno vyprchavanim THF. Barvivo se
ihned po pfidani malého podilu pufru vyagregovalo a nepodafilo se jej dale

solubilizovat.

Postup pfipravy ¢. 2:

Nejprve jsem odvazila 0,2 g Solutolu, umistila banku na vodni lazen na vyhtfivanou
magnetickou michacku a po vytemperovani na 65°C jsem postupné po ¢astech piidavala
19 ml na stejnou teplotu ohtatého pufru. Pak nasledovalo pomalé prikapavani 1 ml
zasobniho roztoku barviva (100 umol/l) a soustavu jsem nechala je$té par minut
dikladné promichavat. Po skonceni pfipravy a n€kolika minutich stani za laboratorni

teploty se vSak zacalo barvivo z disperze agregovat a usazovat na povrchu stén barnky.

Hodnoceni K postupu &. 2:

Barvivo se po pripravé vzorku vysrazelo a soustava po vychladnuti vykazovala pii

pozorovani pod UV lampou jen velmi slabou fluorescenci.

3.2.5. 20% Solutol se ZIP-T-37Mqg 0 koncentraci 5 pmol/l

Postup pfipravy:

Ptipravila jsem si 12 ml 20% zasobniho roztoku Solutolu v pufru (navazku Solutolu
2,4 g jsem na vodni lazni rozmichavala v 9,6 ml ohtatého pufru (60°C), ktery jsem
pridavala do banky k temperovanému solubilizatoru na 60-65°C po mensich podilech).
Z ptipraveného zasobniho roztoku Solutolu jsem odebrala 5ml a ptidala 0,25 ml
zasobniho roztoku barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci 100 umol/1 (ptiprava viz. 3.1.3.)
a dikladné protiepala.

Hodnoceni:

Barvivo se ze soustavy pfi jejim chladnuti ¢aste¢né vyagregovalo.
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3.3. SOLUTOL® HS 15— SOUSTAVY S MCT

3.3.1. 5%: 2,5% Solutol s 5% MCT

Postup pfipravy:

Ptipravu jsem provadéla na vodni lazni (60-65°C). Do vysusené a vytarované banky
jsem si odvazila vypocitané mnozstvi Solutolu (1 g u 5% roztoku; 0,5 g u 2,5% roztoku)
a dala vytemperovat na vodni lazen. Pak jsem do banky dovazila 1 g MCT také
vytemperovaného na teplotu vodni lazn¢, piidala magnetické michadlo a baiku umistila
op¢t na vodni lazen. Postupné jsem do banky piikapéavala ohtatou destilovanou vodu az
do vysledného objemu 20 ml. Prvni polovinu podilu vody je tieba ptidavat opatrné,
presto soustava po par kapkach vodné faze zvysi viskozitu (zgelovati), ale postupnym
ptidavanim vody opét viskozita klesa. Diky neustalému promichavani magnetickym
michadlem je Solutol v kone¢ném objemu 20 ml dobfe emulgovan a zadné gelovité

¢asti v ném nezustanou a vznikne mlééné zabarvena emulze.

Pro lepsi zpracovani soustavy jsem pozdé&ji zvolila pfipravu v nerezové tience
s térkou namisto sklenéné banky. V tfence bylo mozné 1épe rozettit vzniklé gelovité
hrudky, které se vytvotily vzdy, kdyz se zacala k rozehiatému solubilizatoru
smichanému s MCT piiddvat po kapkach vodna faze. Nevyhodou vSak pii praci
s ttenkou bylo to, ze se s ni hlife manipulovalo na vodni 14zni a pfi teploté¢ 60-65°C se
vice odpatfovala pfidavanad destilovand voda neZ pii praci se zazatkovanou sklenénou

bankou.
Hodnoceni:

Zkusila jsem dvé rizné moznosti ptipravy solubilizace triglycerida (MCT)
v destilované vode€. Pro lepsi zpracovani soustavy je vhodné&jsi piiprava v nerezové
ttence s térkou, ve které jdou jednoduseji rozettit gelovité Castice tvofici se pii priprave.
MCT obsazené v soustaveé v 5 % se podatilo tispésné solubilizovat v disperzi pfidavkem

Solutolu 0 obou zvolenych koncentracich (5 % a 2,5 %).

3.3.2. 5% Solutol, 5% MCT s riznvmi barvivy

U vzorka (S7, S8, S9) se jednalo o soustavu, ktera obsahovala 5% Solutolu a

barvivo rozpusténé v MCT. MCT mély vzdy vkonecném objemu soustavy
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koncentraci 5 %. Obsah barviva v kone¢ném objemu soustavy se lisil vzhledem k tomu,

zZe barviva byla pfipravena jiz v rozdilnych koncentracich svych zasobnich roztoki.

Postupy piiprav roztokt barviv v MCT jsou popsané v kapitole 3.1. (zasobni roztok
barviva 123Zn v MCT o koncentraci 1160 umol/l (pfiprava viz. 3.1.7.), roztok barviva
ZIP-T-44Mg v MCT o koncentraci 290 umol/l (ptiprava viz. 3.1.4. b)) a roztok barviva
ZIP-T-37Mg v MCT o koncentraci 450 pmol/l (pfiprava viz. 3.1.5.).

Tab. 7: Vzorky Solutol HS 15 + MCT + barvivo

vzorek | Solutol® HS 15| MCT barvivo hodnoceni
% (m/m) % (m/m) | (pFiblizna vysledna
konc. v soustavé)
S7 5 5 123Zn +
(60 pmol/l)
S8 5 5 ZIP-T-44Mg -
(15 pmol/l)
S9 5 5 ZIP-T-37Mg -
(22 pmol/l)
Legenda
+ barvivo ze soustavy neagregovalo

- barvivo agregovalo ze soustavy na hladinu roztoku

Postup pfipravy:

Vzdy jsem odvazila to nerezové tienky vypocitané mnozstvi solubilizatoru (0,5 g),
ptidala 0,5 ml pfislusného zasobniho roztoku barviva rozpusténého v MCT a dukladné
ob¢ slozky promichala térkou. Trenku jsem pak umistila na vodni lazeii vyhiivanou na
asi 60°C a postupné prikapavala za stdlého michdni 9 ml vodné faze (destilované vody
zahtéaté na 60°C).

Hodnoceni:

Pouze u vzorku S7 ze vSech zkousenych se barvivo pfi ani po ptipravé soustavy
neagregovalo a dokonce i v pribéhu 6 mésict od pfipravy zustavalo barvivo 123Zn
dobfe solubilizované v soustavé s MCT a Solutolem. U vzorki S8 a S9 dochazelo jiz pfi
ptiprave ve fazi postupného piidavani destilované vody ke smési K vysrazeni barviva ze

soustavy Solutolu s MCT.
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3.4. ABIL CARE 85

3.4.1. 1%, 2% a 3% Abil Care 85s 5% MCT

Postup pfipravy:

Abil Care 85 pii ptipravé vystupoval ve funkci emulgatoru, kterého jsem pouzila
k emulgaci triglyceridi (MCT) ve vodé¢. Piipravu jsem provadéla v nerezové trence
s térkou za normalni laboratorni teploty. Do tfenky jsem navazila 0,1 g emulgatoru (u
1% koncentrace Abil Care 85 v soustavé), 0,2 g (u 2%) nebo 0,3 g (u 3%), postupné
ptfidavala za neustalého michani vodnou fazi (9,4 ml, 9,3 ml nebo 9,2 ml destilované
vody). Nakonec jsem pomalu vmichavala 0,5 g olejové faze (MCT) a vSechny slozky na

zaver dikladné promichala.
Hodnoceni:

Pii pripravé vzorkl Se zvolenymi koncentracemi emulgatoru Abil Care 85 se
nepodafilo lipid ani v jedné soustavé dostate¢né emulgovat a kratce po piipravé

soustavy se zacaly MCT vzdy z disperzi vydélovat.

3.4.2. 3% Abil care 85 se ZIP-T-37Mg v koncentraci 100 pmol/l

Postup pfipravy:

Do nerezové tienky jsem si odvazila 0,3 g Abil Care 85, postupné piimichavala
4,8 ml zasobniho roztoku barviva ZIP-T-37Mg o koncentraci 210 pmol/l v THF
(ptiprava viz. 3.1.8.), dikladné promichala, pielila do barniky a nechala odpatit THF na
vakuoveé odparce pii teploté asi 40°C. Pak jsem banku umistila na temperovanou vodni
lazen (60°C) a na magnetickou michac¢ku. Do baiky jsem ptidala magnetické michadlo
a postupné prikapavala 9,7 ml destilované vody ohtaté na ptiblizné stejnou teplotu.
Hodnoceni:

Barvivo se ihned po pfipravé vysrazelo ze soustavy a ulpivalo na sténach barnky a

hladin¢ disperze.
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3.5. POLYSORBAT 80, POLYSORBAT 20

V tomto kroku pfiprav jsem méla za cil ptipravit disperze s Polysorbatem 80

v

solubilizator jesté schopny solubilizovat a pfitom nebyt toxicky na testované bunky.

Nékteré pripravené vzorky pak byly podrobeny testu cytotoxicity a fototoxicity.

3.5.1. Ruazné koncentrace Polysorbatu 80 (Polysorbatu 20) s 5% MCT

Piipravy s PS80 i PS 20 jsem provadé¢la v kovové tience s térkou na vodni lazni

temperované na teplotu 40°C.

Postup pfipravy:

Do vytarované tienky jsem si navazila potfebné mnozstvi Polysorbatu 80 (nebo
PS 20) dle ptislusné pozadované koncentrace a k tomu jsem vzdy dovazila 0,5 g MCT.
Tfenku jsem ponofila do vytemperované vodni ldzné¢ (40°C) a zacala postupné za
stalého michani térkou piidavat po jednotlivych ml vytemperovanou destilovanou vodu
az do kone¢ného objemu soustavy (10 ml). Pii opatrném piidavani vodné faze bylo
potieba neustale a dikladné soustavu térkou roztirat, aby se predeslo tvorbé gelovitych

shlukd.

86



Tab. 8: Vzorky PS 80 (20) s MCT

oznaceni | koncentrace | MCT vzhled-sledovani po pripravé
vzorku | PS80(20) | (% m/m) | 3den | 5.den | 7.den| 12.den | 18.den
(% m/m)

PS80-1 50 50 +++ | +++ | +++ | ++(H)R | ++R
PS80-2 4,0 50 ++R|++R | ++R | ++R ++R
PS80-3 3,0 50 ++R|++R | ++R | ++R ++R
PS80-4 2,0 50 ++R|++R | ++R +R ++R
PS80-5 1,0 50 -r -r -r -r -R
PS80-6 0,5 50 -r | —-r | -r -r -r
PS80-7 1,5 5,0 -R -R | -R -R -R
PS20-1 5,0 5,0 +R | +R | +R +R +R
PS20-2 4,0 5,0 +R | +R | +R -R -R
PS20-3 3,0 5,0 -r | -R | -R -R -R
PS20-4 2,0 50 -r -r -r -r -r

Legenda:

+++  stabilni

++  oddélend mald vrstvicka na hladiné

+ oddélend vrstvicka na hladiné, ale trvaly zdkal

- oddelenad vrstva na hladine, trvaly zdakal

-- oddelend vrstva na hladine, mirny zdakal

- uplné oddélene

R dobre roztiepatelné, po roztrepani stabilni
r roztrepatelné, po roztrepani se oddéluje
Hodnoceni:

Hodnoceni bylo provedeno ihned po pfipravé vzorkl a pak se provadélo jesté po
dobu 18 dnt v rizné dlouhych intervalech. Vzorek PS80-1 byl nejvice stabilni a snadno
roztiepatelny. Protoze vzorek PS80-5 bezprostiedné po pfipravé vykazoval téméf
neroztiepatelné oddélovani vrstvy na hladiné, dodatecné jsem pfipravila koncentraci
PS 80 1,5 % (vzorek PS80-7). 2% koncentrace solubilizatoru PS 80 (vzorek PS80-4) se
jevila jako nejnizs§i mozna koncentrace, ktera je schopna solubilizovat soustavu s 5 %

MCT. Pii 2% hrani¢ni koncentraci solubilizatoru PS 80 jiZz dochazelo k oddélovani
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vrstev po vice dnech stani, ale soustava zlstavala stale roztfepatelna. U PS 20 jsem jako

Cv v

3.5.2. Test na cytotoxicitu u PS 80 a PS 20:

Testu cytotoxicity byly podrobeny vzorky PS80-1, PS80-4, PS20-2. Vzorky byly
pfipraveny (postupem popsanym viz. 3.5.1.) vzdy v objemu 10 ml a vodnou fazi v nich

predstavovala pievarena destilovana voda p.a..
Provedeni:

Test cytotoxicity byl proveden dle protokolu fototoxicity, ale bez zafeni. Vzorky se
fedily PBS, byly vystaveny 2 hod expozici, pak nasledoval oplach a vyména za DMEM

se sérem. Poté prob¢hla 24 hod kultivace a barveni.

V tabulce ¢.9 v prvnim sloupci hodnoty konc. % vyjadiuji vzestupné jednotlivé
koncentrace vzorkl, které vznikly nafedénim pavodnich koncentraci vzorka PS80-1,
PS80-4 a PS20-2 (které jsou zde oznaceny jako 100%). Hodnotdm V prvnim sloupci
odpovidaji v dalSich sloupcich hodnoty, které vycisluji procento pteziti bunck (mysi
fibroblasty - linie Balb/c 3T3). Nejvyssi netoxické koncentrace jednotlivych vzorkt jsou
v tabulce zvyraznény tuéné. Vzorek je netoxicky, kdyz dosahne Zivotnost testovanych

bunék > 80 %.

Tab. 9: Vysledky testii na cytotoxicitu

konc. % | PS80-1 | PS80-4 | PS20-2

0,1 93,4 99,3 93,1

0,5 97,2 93,1 58,8

1 94,8 96,9 8,4

5 88,4 86,8 5,3

10 94 83,2 6,4

50 23,9 31,8 4

100 5,9 6,4 4,8

Hodnoceni:

V provedenych testech na cytotoxicitu vykazoval vzorek PS80-1 netoxické ptisobeni
az pii nafedéni na desetinu pavodni koncentrace vzorku. Nejvyssi netoxickou

koncentraci obsazenych latek ve vzorku - solubilizaitoru PS80 a MCT tedy
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predstavovala koncentrace 0,5 %. Vzorek PS80-4 se stal netoxickym v provedeném
testu také az pfi nafedéni na desetinu své plivodni koncentrace. Netoxické hodnoty
V tomto ptipad¢é vysly pro solubilizator PS 80 0,2 % a pro triglyceridy 0,5 %. VVzorek
PS20-2 vykazal netoxicitu az pii tisicinasobném natredéni pivodni koncentrace roztoku.
Netoxické hodnoty solubilizatoru PS 20 podle téchto vysledkl ptedstavuje koncentrace

0,04 %, u triglyceridi koncentrace 0,05 %.

3.5.3. PS80, PS 20 s 5% MCT, pop¥. barvivem 123Zn o koncentraci 100 pmol/l

Postup pfipravy:

Priprava soustav s Polysorbatem 80 a 20 (vzorky PS80-1B, PS80-4B a PS20-2B)
probihala v kovové tfence s térkou na vodni lazni vytemperované na 40°C. Do tienky
jsem si vzdy odvazila piisluSné mnoZzstvi daného solubilizatoru (navdzka se vztahovala
k celkovému objemu soustavy 10 ml), k nému jsem piidala vzdy 0,5 ml zasobniho
roztoku barviva 123Zn v MCT (piiprava viz. 3.1.9.), takze ve vysledném objemu
soustavy mélo barvivo koncentraci 100 pmol/l. Slozky jsem dobfe promichala. Za
stdlého promichavani a temperovani na vodni lazni jsem postupné piidavala po malych
podilech vytemperovanou destilovanou vodu (na 40°C), aby vzorek dosahl kone¢ného

objemu 10 ml.

Tab. 10: Vzorky PS 80 (20) + MCT + 123Zn

Oznaceni | PS80 PS 20 MCT 123Zn
vzorku | (% m/m) | (% m/m) | (% m/m) | (umol/l)
PS80-1B 5 - 5 100
PS80-4B 2 - 5 100
PS20-2B - 4 5 100

Hodnoceni:

U vzorku PS80-1B zustalo barvivo v soustavé dobie solubilizovéano, barvivo se
neagregovalo. U vzorku PS80-4B se jiz pti pfidani prvniho podilu vodné faze barvivo
agregovalo na hladiné. Po pfidani veskerého objemu destilované vody a po preplnéni
vzorku do zkumavky se na hladiné vytvoril tmave zeleny prstenec nesolubilizovaného
barviva. Taktéz vzorek PS20-2B vytvofil na hladin€ podobny prstenec agregované¢ho

barviva tmavé¢ zelené barvy.
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3.5.4. Test na fototoxicitu u vzorku PS80-1B

V tabulce ¢. 11 v prvnim sloupci hodnoty konc. % vyjadiuji vzestupné jednotlivé
koncentrace vzorki, které vznikly nafedénim ptivodni koncentrace vzorku (ktera je zde
oznacena jako 100%). Sloupec oznaceny +UV znaci hodnoty (v %) pieziti bunék pii
ozafeni vzorku UV svétlem v provedeném testu fototoxicity. Sloupec oznaceny -UV
zobrazuje hodnotu vyjadiujici procento pieziti bunék ve vzorku o dané koncentraci bez
ozateni UV svétlem. Rozdil téchto dvou hodnot +UV a -UV udéva pravdépodobnost
fototoxicity sledovaného vzorku. Cim je rozdil téchto dvou hodnot vétsi, tim se zvysuje
pravdépodobnost, ze je vzorek v dané koncentraci slozek fototoxicky. PIF = Photo
Irritation Factor je faktor, ktery porovnava hodnoty ED50 (efektivni davka, ktera
vykazuje pozadovany ucinek u 50 % testovanych buné¢k). Pokud je PIF < 2, znamena to,

ze vzorek nevykazuje zadnou fototoxicitu.

Tab. 11: Vysledky testu fototoxicity vzorku PS80-1B (tabulka a graf)

konc. % | +UV | -UV
Fototoxicita PS80-1B —o— +UV
0464 | 789|765 .
1] 67155 100
80
215| 47| 67 . '\
2 60
464 41| 34 £
2 40
10| 46| 39 N \\
215| 49| 38 . e e
464 | 49| 36 0.1 1 10 100
koncentrace
100| 52| 33
Hodnoceni:

V provedeném testu byla zjiSténa hodnota PIF = 1.122, coz znali, Ze studovany

vzorek nevykazuje zadnou fototoxicitu.

3.5.5. Riuazné koncentrace Polysorbatu 80 S riznymi lipidy

V tomto kroku jsem pfipravovala celou Skalu klesajicich koncentraci PS 80 vzdy s
jednim z péti zvolenych lipidi (OP - oktylpalmitat, DEHK - diethylhexylkarbonat,
EHO - ethylhexyloktanoat, C12-C15 AB - C12-C15 alkylbenzoat, DO - decyloleat). Slo

o ruzné estery srozdilnou polaritou, které jsem se pokousela pomoci polysorbatu
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solubilizovat ve vodném prostiedi. V kazdém ptipravovaném vzorku mél ester vzdy

stejnou koncentraci (5 %). Vzorky jsem ptipravovala o kone¢ném objemu 10 ml.

Postup pfipravy:

Do kovové tfenky jsem navazila dané mnozstvi PS 80 a 0,5 g pfislusného esteru
(OP, DEHK, EHK, C12-C15AB ¢i DO) a smichala. Trenku jsem umistila na
temperovanou vodni lazen (40°C) a postupné po malych podilech piidavala
vytemperovanou pievaienou destilovanou vodu (40°C). Jednotlivé podily vodné faze

bylo tieba velmi dikladné vmichavat do celé soustavy az do kone¢ného objemu 10 ml.

Tab. 12: Vzorky PS 80 + lipidy

Oznaceni | Koncentrace OoP DEHK EHO | Vzhled
vzorku (% m/m) | (% m/m) | (% m/m) | (% m/m)

PS80-8 5 5 - - +

PS80-9 4 5 - - +
PS80-10 3 5 - - -
PS80-11 2 5 - - -
PS80-12 1 5 - - -
PS80-13 5 - 5 - +
PS80-14 4 - 5 - +
PS80-15 3 - 5 - +
PS80-16 2 - 5 - -
PS80-17 1 - 5 -
PS80-18 5 - - 5 +
PS80-19 4 - - 5 +
PS80-20 3 - - 5 +
PS80-21 2 - - 5 -
PS80-22 1 - - 5 -
Legenda:
+ stabilni soustava, pop¥. oddélend vrstvicka na hladiné, ale dobre roztiepatelna

- oddélena vrstvicka na hladine, ale po roztrepani se ihned oddéluje a zistava
nehomogenni
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Tab. 12: - pokracovani

Oznaceni | Koncentrace C12-C15 DO Vzhled

vzorku (% m/m) | AB (% m/m) | (% m/m)

PS80-23 5 5 - +

PS80-24 4 5 - +

PS80-25 3 5 - +

PS80-26 2 5 - +

PS80-27 1 5 -

PS80-28 5 - 5 +

PS80-29 4 - 5 +

PS80-30 3 - 5 +

PS80-31 2 - 5 -

PS80-32 1 - 5 -

Legenda:

+ stabilni soustava, pop#. oddélend vrstvicka na hladiné, ale dobfe roztiepatelnd

- oddélend vrstvicka na hladiné, ale po roztiepani se ihned oddéluje a ziistdva
nehomogenni

Hodnoceni:

Ze vsech piipravenych vzorku PS 80 s piislusnymi lipidy jsem vybrala vzdy jeden
vzorek o uréité koncentraci solubilizatoru, kterou jsem zvolila za nejniz§i moznou
ucinnou koncentraci, pfi niZ solubilizator vytvari stabilni, popfipad¢é roztfepatelnou
emulzi ve vode¢ s piislusnym esterem.

V soustavé PS 80 s oktylpalmitatem jsem wurcila jako vyhovujici koncentraci
solubilizatoru 4% (vzorek PS80-9), s diethylhexylkarbonatem 3% (vzorek PS80-15),
s ethylhexyloktanoatem 3% (vzorek PS80-20), s C12-C15 alkylbenzoatem 2% (vzorek
PS80-26) a s decyloleatem 3% (vzorek PS80-30). S témito vybranymi koncentracemi
solubilizatoru jsem pak pracovala v dalsim kroku pfti ptipravé soustav s piislusnymi

lipidy, v nichz se podafilo pfislusné barvivo rozpustit.

3.5.6. Soustavy PS 80 s riznvymi estery a barvivy ZIP-T-37Mqg nebo ZIP-T-21Zn

Postup piipravy pro vzorky PS 80 (PS80-33, 35, 37, 39, 41, 43):

Kazdy vzorek jsem piipravovala v objemu 10 ml. Do kovové tfenky jsem navazila

vypogitané mnozstvi PS 80 (dle konkrétni pozadované koncentrace ve vzorku). Slo o
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v

roztfepatelnou emulzi ve vodé s pfislusnym lipidem. Tyto zvolené koncentrace
solubilizatoru jsem zjistila z piedeSlych pokusu. Pak jsem do tfenky piidala navazku
0,5 g prislusného esteru (vzdy se jednalo o 5% koncentraci V soustav€) a promichala
térkou. Vzorky jsem ptipravovala vzdy s jednim ze Sesti jiz odzkousenych esterti (OP,
DEHK, EHO, MCT, DO ¢i C12-C15 AB). Trenku jsem pak umistila na vodni lazen
temperovanou na 40°C a postupné po malych podilech (asi po 1 ml) ptidavala za
stalého promichavani pievarenou destilovanou vodu (vytemperovanou také na 40°C) az

do kone¢ného objemu soustavy (tedy do 10 ml).

Postup piipravy pro vzorky PS 80 obsahujici pfislu§né barvivo v daném esteru:

V tabulce ¢. 13 je zaznamenana Sestice vzorku, z nichz tfi obsahuji barvivo ZIP-T-
37Mg o vysledné koncentraci 50 umol/l rozpusténé v prislusném esteru (OP, DEHK ¢i
EHO), jde o vzorky PS80-34, 36, 38. (K piipravé pouzity zasobni roztoky o
1000 pumol/l koncentraci barviva ZIP-T-37Mg ptipravené viz. 3.1.11.)

V tabulce ¢.14 je piehled druhé Sestice vzorki, znichz téi (PS80-40, 42, 44)
obsahuji barvivo ZIP-T-21Zn o vysledné koncentraci 50 umol/l rozpusténé v dalSich
tiech lipidech (MCT, DO, C12-C15 AB). (K pfipravé pouzity zasobni roztoky o
1000 pumol/1 koncentraci barviva ZIP-T-21Zn ptipravené viz. 3.1.12.)

Postup piipravy vzorki, které obsahovaly v konecném objemu (10 ml) vzorku
solubilizator PS 80 v pfislusné koncentraci, barvivo o koncentraci 50 pmol/l s 5%
lipidem, lze popsat jednotné. Do kovové tienky jsem navazila dané mnozstvi PS 80,
Knému jsem pridala 0,5ml 100 umol/l zasobniho roztoku pfislusného barviva
(ZIP-T-37Mg nebo ZIP-T-21Zn, ptipravy viz. 3.1.11. a 3.1.12.) a dikladné promichala.
Zasobni roztok barviva byl ptedem piipraven o koncentraci 1000 umol/l v pfislusném
lipidu. Ttenku jsem umistila na vodni lazen (40°C). Pievaienou destilovanou vodu jsem
zahtala na stejnou teplotu a dikladn€ vmichavala po mensich podilech do smési az do
celkového objemu 10 ml. VSe jsem dikladné promichala a vzorek pielila do zkumavky
a uzaviela. VSechny vzorky (PS80-33 az PS80-44) byly poslany na test cytotoxicity na
SZU. U vzorki PS80-33, PS80-35, PS80-36, PS80-38, PS80-42, PS80-43 a PS80-44
testy prokézaly cytotoxicitu pii plivodni koncentraci, pfi nafedéni na polovi¢ni
koncentraci jiz cytotoxicitu nevykazovaly. Ostatni vzorky nebyly cytotoxické jiZ pfi

puvodni koncentraci.
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Tab. 13: Vzorky PS 80 + roztoky barviv v lipidech

Oznaceni | Koncentrace OP DEHK EHO | ZIP-T-37Mg
vzorku (% m/m) | (% m/m) | (% m/m) | (% m/m) (umol/l)
PS80-33 4 5 - - -
PS80-34 4 5 - - 50
PS80-35 3 - 5 - -
PS80-36 3 - 5 - 50
PS80-37 3 - - 5 -
PS80-38 3 - - 5 50

Tab. 14: Vzorky PS 80 + roztoky barviv v lipidech

Oznaceni | Koncentrace MCT DO C12-C15 AB | ZIP-T-21Zn
vzorku (Y% m/m) | (% m/m)| (% m/m)| (Y% m/m) (umol/l)
PS80-39 2 5 - - -
PS80-40 2 5 - - 50
PS80-41 3 - 5 - -
PS80-42 3 - 5 - 50
PS80-43 2 - - 5 -
PS80-44 2 - - 5 50
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3.5.7. Test na fototoxicitu u vzorku PS80-34, 36, 38, 40, 42, 44

Vzorky PS80-34, 36, 38, 40, 42, 44 byly podrobeny testu fototoxicity (3T3 NRU

Phototoxicity Test, software Phototox Version 2.0).

Tab. 15: Vysledky testu fototoxicity vzorkii s PS 80

vzorek ED50 | ED50 | MPE PIF
(+UVv) | (-UV)

PS80-34 | 0,5080 | 1,033 | 0,184 | 2,062

PS80-36 | 0,3114 | 2,888 | 0,214 | 9,280

PS80-38 | 1,7710 | 2,888 | 0,179 | 1,635

PS80-40 | 0,1650 | 1,434 | 0,144 | 8,742

PS80-42 | 0,0994 | 1,096 | 0,420 | 11,062

PS80-44 | 0,09394 | 2,534 | 0,475 | 27,397

Legenda:
ED50(+UV) .....efektivni davka, kterd usmrti 50% testovanych bunék po ozdreni UV

ED50(-UV) .....efektivni davka, kterd usmrti 50% testovanych bunék bez aplikace UV
PIF = Photo Irritation Factor .....porovndvd ED50 (pomér ED50(+UV) a ED50(-UV))
model MPE= Mean Photo Effect .....porovnava priibéh kiivek

podle OECD Guideline 432:

PIF <2 nebo MPE < 0,1 .....znamend Zddnou fototoxicitu

PIF > 2 ale <5aMPE > 0,1 ale < 0,15 .....znamend pravdépodobnou fototoxicitu
PIF > 5 nebo MPE > 0,15 .....znamend fototoxicitu

Hodnoceni:

V provedeném testu byla fototoxicita prokdzéna u vzorkl: PS80-36, PS80-40,
PS80-42 a PS80-44. Pravdépodobnou fototoxicitu vykazoval vzorek PS80-34. Vysledky

testl fototoxicity u vzorku PS80-38 jsou nejednoznaéné a nelze jednoduse rozhodnout,

zda tento vzorek fototoxicitu vykazoval nebo ne. Podle ukazatele PIF, ktery nedosahl

hodnoty 2, by vzorek nemél mit zadné fototoxické ucinky.
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3.6. POLYGLYCERYL-3-OLEAT

Emulgator, u n¢hoz jsem pouze orientacné volila rizné koncentrace, za ucelem

zjisténi, ve kterych koncentracich je schopny dobie emulgovat vodnou soustavu s MCT.

Riuzné koncentrace Polyglyceryl-3-oleatu s 5 % MCT

Postup pripravy:

Vzorky jsem piipravovala v kovové tfence s térkou na vodni 1azni vytemperované
na teplotu 70°C. Do tfenky jsem navazila ptislusné mnozstvi solubilizatoru, pak ptidala
0,5 g MCT a umistila tfenku na vodni lazen. Poté jsem postupné asi po mililitrovych
podilech ptidavala ohfatou destilovanou vodu za neustalého michani tfenkou. Konecny

objem soustavy byl 10 ml.

Tab. 16: Vzorky polyglyceryl-3-oledtu s MCT

Oznaceni | Polyglyceryl-3-oleat | MCT
vzorku (% m/m) (% m/m)
P30-1 5 5
P30-2 1 5
P30-3 3 5
Hodnoceni:

Vodna faze §la dobfe zapracovat, avSak koncentrace solubilizatoru 5% a 3 % se
jevily jako piili§ vysoké, nebot’ vytvofily velmi viskoézni emulzi. U vzorku P30-2
viskozita vysledného produktu jiz byla ptijatelna, Slo o tekutou soustavu, avsak doslo u
ni k oddéleni fazi ihned pii piipravé. 1% koncentrace polyglyceryl-3-oleatu byla na

emulgaci nedostate¢na.
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3.7. PEG-7-GLYCERYLCOCOAT

Soustava s 5 % PEG-7-GC, 5 % MCT

Do tfenky jsem navézila 0,5 g solubilizatoru PEG-7-GC, ptidala 0,59 MCT a
umistila tfenku na vodni lazeni (70°C). Poté jsem postupné asi po mililitrovych podilech

pridavala 9 ml ohtaté destilované vody za neustalého michani tienkou.
Hodnoceni:

Ihned pfi ptipravé se na hladiné objevily olejové kapky oddélené lipofilni faze,
produkt byl vSak tekuty a jednoduse rozttepatelny. Po del§Sim stani se olejova faze zcela

oddélila ve formé¢ souvislé olejové vrstvicky na povrchu hladiny, byla sice

roztiepatelna, ale po chvilce stani opét dochazelo k oddélovani vrstev fazi.
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4. DISKUSE

Diplomovéa prace byla zaméfena na hledani novych soustav pro dispergaci
ftalocyaninovych barviv ve vodném prostiedi. Tato barviva jsou potencidlnimi
fotosenzitizéry ve fotodynamické terapii a jsou ve vod¢ prakticky nerozpustnd. Pro
jejich vyuziti v PDT je nutné je dispergovat ve vodném prostiedi.

Byly zkoumdny dispergacni soustavy zalozené na komercnich solubilizatorech a
emulgatorech (Solutol®HS 15, Polysorbat 80 (20), Abil Care 85, Polyglyceryl-3-olet,
PEG-7-glycerylcocoat) a jejich smésich s pfirodnimi a modifikovanymi lipidy (MCT,
oktylpalmitat, diethylhexylkarbonat, ethylhexyloktanoat, decyloleat,
C12-C15 alkylbenzoat).

Ve studovanych soustavach byla dispergovana nasledujici barviva: ZIP-T-44Mg,
ZIP-T-37Mg, 123Zn, ZIP-T-21Zn.
Z vysledkl experimentti byly odvozeny nasledujici zavéry:

1. Pfi pouziti samotného solubilizatoru Solutol HS 15 pro dispergaci barviv
(ZIP-T-44Mg, ZIP-T-37Mg) ve vodném prostiedi byly vysledné disperze
nestabilni a barviva se z nich obvykle rychle agregovala. Nestabilni byla i
disperze pfipravena pomoci solubilizatoru Abil Care 85 s barvivem
ZIP-T-37Mg. Barvivo se opét rychle agregovalo. U ostatnich solubilizatorti
(emulgatord) proto tento postup nebyl zkousen. Z vysledka vyplyva, ze nelze
pouzita barviva solubilizovat jen pomoci samotného solubilizatoru. Pro
zlepSeni rozpustnosti barviv byl v dalsich experimentech pouzit kombinovany

postup solubilizace prostfednictvim razné polarnich lipidi.
2. Nejprve bylo potfeba experimentdlné zjistit, kterd barviva se v konkrétnich
lipidech podafi rozpustit.
a) Barvivo ZIP-T-44Mg se v MCT rozpustilo, po rozpusténi doslo
k ¢asteéné agregaci. Po prefiltrovani k dal$i agregaci nedochazelo a
roztok byl pouzitelny pro dalsi experimenty.
b) Barvivo ZIP-T-37Mg se podafilo rozpustit v MCT. Vznikly roztok byl
velice stabilni, nedoslo k zadné agregaci. Toto barvivo bylo dale uspésné
rozpusténo v OP, DEHK a EHO. Pouze v C12-C15 AB a DO se barvivo

nepodaftilo rozpustit.
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c)

d)

Barvivo 123Zn se z roztoku v DMSO uplné agregovalo. Barvivo se vSak

podafilo rozpustit v MCT. Pfipraveny roztok byl stabilni.

Barvivo ZIP-T-21Zn se rozpustilo v MCT, DO, C12-C15AB.
Ptipravené roztoky byly stabilni.

3. Dale bylo potieba zjistit, jaké koncentrace jednotlivych solubilizatort

umoziuji vytvofit stabilni disperze pouzitych lipidi ve vodném prostiedi. Tyto

experimenty byly provadény jak s Cistymi lipidy, tak i s lipidickymi roztoky

barviv zbodu 2. Disperze Ccistych lipidi byly podrobeny testim na

cytotoxicitu, u disperzi obsahujici barviva byly testovany jejich fototoxické

vlastnosti.

a)

b)

d)

Barvivo ZIP-T-44Mg rozpusténé v MCT se nepodafilo solubilizovat
pomoci Solutolu HS 15 (koncentrace solubilizatoru 5 %) ve vodném

prostiedi. Doslo k precipitaci barviva z disperze.

Barvivo ZIP-T-37Mg rozpusténé v MCT se nepodafilo solubilizovat
pomoci Solutolu HS 15 (koncentrace solubilizatoru 5 %). Pti dispergaci
dochazelo k precipitaci barviva. Pomoci PS80 doslo kuspésné
solubilizaci barviva rozpusténého v OP (koncentrace solubilizatoru 4 %),
DEHK (koncentrace 3 %) a EHO (koncentrace 3 %). Takto pfipravené
disperze byly podrobeny testu fototoxicity.

Barvivo 123Zn rozpusténé v MCT se podatilo solubilizovat pomoci
Solutolu HS 15 (koncentrace solubilizatoru 5 %). Zdatil se téZz postup
solubilizace barviva rozpusténého v MCT pomoci PS 80 (koncentrace
solubilizatoru 5 %). Netspésné dopadly solubilizace barviva pomoci
niz8i koncentrace PS80 (2 %) a také pomoci PS 20 (koncentrace

solubilizatoru 4 %).

Barvivo ZIP-T-21Zn rozpusténé v MCT se povedlo solubilizovat pomoci
PS 80 (koncentrace solubilizatoru 2 %), dale se podafilo solubilizovat
roztok barviva v DO (koncentrace solubilizatoru 3 %) a C12-C15 AB
(koncentrace solubilizatoru 2 %), opét pomoci PS 80.

K experimentim  byly  pouzity také  polyglyceryl-3-oleat a
PEG-7-glycerylcocoat. Pii emulgaci MCT vsak s prvni latkou vznikaly

prili§ viskdézni emulze nevhodné pro praktické vyuZziti. Pfi niZSich
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koncentracich  polyglyceryl-3-oledtu  stejné¢  jako pii  pouziti
PEG-7-glycerylcocoatu vznikajici emulze nebyly stabilni a rychle se

odd¢lovaly.

4. Nekteré z pripravenych soustav byly podrobeny testu cytotoxicity a testu
fototoxicity (v piipadé soustav s obsazenym barvivem). Testy cytotoxicity jsou
dilezit¢ pro zjiSténi, zda zkoumané latky i bez spoluptisobeni svétla
nevyvolavaji poskozeni buné€k, coz je pro pouziti v praxi nepfipustné. Byly
testovany disperze Solutolu®HS 15 ve vodném prostfedi, i disperze
s piidavkem rozpoustédla THF. Byly stanoveny nejvyssi netoxické
koncentrace Solutolu i THF (viz. Tab. 6). U vzorka solubilizovaného MCT
pomoci PS80 i PS20 o riznych koncentracich byly zjistény nejvyssi
netoxické hodnoty (viz Tab. 9). Test cytotoxicity a fototoxicity byl proveden u
disperzi barviv ZIP-T-37Mg, ZIP-T-21Zn a 123Zn solubilizovanych pomoci
PS 80 v kombinaci s lipidy (OP, DEHK, EHO, MCT, DO a C12-C15 AB) (viz.
Tab.11 a 15). Fototoxicitu vykazaly vzorky barviva ZIP-T-37Mg
rozpusténého v DEHK pfi koncentraci PS 80 3%. Dalsimi fototoxicky
aktivnimi vzorky se ukazaly disperze barviva ZIP-T-21Zn rozpusténého
VMCT (koncentrace solubilizaitoru PS80 2%), v DO (koncentrace
solubilizatoru PS 80 3%) a v C12-C15 AB (koncentrace solubilizatoru PS 80
2%). Jako pravdépodobné fototoxicky se projevil vzorek barviva ZIP-T-37Mg
rozpusténého v OP pii koncentraci PS 80 4%. Zadné fototoxické vlastnosti
nebyly prokdzany u vzorku barviva ZIP-T-37Mg rozpusténého v EHO
(koncentrace solubilizatoru PS 80 3%) a u vzorku barviva 123Zn rozpusténého

Vv MCT pfi koncentraci solubilizatoru PS 80 5%.
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5. ZAVER

Experimentalné bylo zjiSténo, ze samotné solubilizatory nejsou vhodné pro
dispergaci pouzitych ftalocyaninovych barviv ve vodném prostiedi. Barviva se

z disperzi agregovala.

Jako Uspésny se ukézal postup, pii kterém se barviva nejprve rozpustila v rizné
polarnich lipidech. Pfi ndsledné solubilizaci lipidickych roztok barviv ve vodném
prosttedi vznikaly v nékterych ptipadech pomérné stabilni disperze, které by mohly mit

praktické uplatnéni.

Tyto disperze byly poslany na testy cytotoxicity a fototoxicity, kde se ukazalo, které
kombinace solubilizacniho systému a ftalocyaninového barviva nejsou nebezpecné bez

spoluucinku svétla a pfitom maji zadané fototoxické vlastnosti.

Dalsi vyzkum piipravenych disperzi, zejména z hlediska zacileni fotosenzitizéru do

nemocné tkané (nddoru) je jiz nad ramec této diplomové prace.
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