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a hodnoceni jejich fotodynamické aktivity

Fotodynamicka terapia je jednou z metdd pouzivanych na zniCenie
neziaducich buniek. Kombinuje tri v zasade netoxické zlozky: svetlo, kyslik
a fotosenzitizér.  Azaftalocyaniny = (AzaPc) su nadejné  zluCeniny
s fotosenzitivnymi vlastnostami. Ich hlavnou nevyhodou je nizka rozpustnost vo
vode a znacna agregacia, ktora znizuje ich fotodynamicku aktivitu.

Ciefom tejto prace bolo nasyntetizovat anionicky derivat AzaPc
substituovany sulfénovymi skupinami na periférii a charakterizovany dobrou
rozpustnostou vo vode a otestovat jeho fotodynamické vlastnosti.

Prvym krokom syntézy bola kondenzacia diaminomaleonitrilu s benzilom
za vzniku 5,6-difenylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu. Nasledne prebehla
cyklotetramerizacia s octanom zinoCnatym za pouZitia 2-dimetylaminoetanolu
ako rozpustadla. Vysledny produkt bol ziskany sulfonaciou kyselinou
chlérsulfénovou, po ktorej nasledovala hydrolyza hydrogenuhliitanom sodnym.
Produkt zelenej farby bol potom precisteny gélovou chromatografiou s vyuzitim
stacionarnej fazy Superdex®. Nasyntetizovana zli¢enina je rozpustna vo vode,
ale na zdklade absorpcnych spektier je CiastoCne agregovana.

Testy na fotodynamicku aktivitu boli vykonané na Hela bunkach
s pouzitim bezsérového média (fototoxicita ECso = 0,938 + 0,388 uM, toxicita
vime TCso > 1000 uM). Latka bola v médiu obsahujucom sérum prakticky

neaktivna kvéli silnej vazbe na plazmatické bielkoviny.
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evaluation of their photodynamic activity

Photodynamic therapy is one of the methods used for destruction
of undesirable cells. It combines three essentially nontoxic components: light,
oxygen and a photosensitizer. Azaphthalocyanines (AzaPcs) are promising
compounds with photosensitizing properties. However, their major disadvantage
is their low water solubility and significant aggregation that decreases their
photodynamic activity.

The aim of this work was to synthesize an anionic derivative of AzaPc
substituted with sulfonic groups on periphery characterized by good solubility in
water and to evaluate its photodynamic properties.

The first step in the synthesis was condensation of diaminomaleonitrile
with benzil giving 5,6-diphenylpyrazine-2,3-dicarbonitrile. Subsequently, the
cyclotetramerisation with zinc acetate in 2-dimethylaminoethanol as a solvent
was performed. The final product was obtained by sulfonation with
chlorosulfonic acid followed by hydrolysis with sodium hydrogen carbonate. The
green colored product was then purified by gel chromatography using
Superdex® as stationary phase. Synthesized AzaPc is soluble in water but
according to absorption spectra it is partially aggregated.

The tests for photodynamic activity were performed on Hela cells using
serum-free medium (phototoxicity ECso = 0.938 + 0.388 uM, dark toxicity
TCs0 > 1000 uM). It was practically inactive in serum-containing medium due to

its strong binding to plasma proteins.
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1 Zoznam pouzitych skratiek

102
ALA
AzaPc
BSA
DMAE
ECso
EDTA
FBS
FDA
HEPES
Hp

NR
NRU
PBS
PDT
PS
ROS
SCM
SFM
TCso
THF
TPyzPz

singletovy kyslik

kyselina 5-aminolevulova

azaftalocyanin

hovadzi albumin (bovine serum albumin)
2-(dimetylamino)etanol

stredna efektivna koncentracia

kyselina etyléndiamintetraoctova

fetalne bovinné sérum (fetal bovine serum)

Urad pre kontrolu potravin a liegiv (Food and Drug Administration)
kyselina 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfénova
hematoporfyrin

hematoporfyrinovy derivat

neutralna Cerven (neutral red)

neutral red uptake assay (test vychytavania neutralnej Cervene)
fosfatovy pufer (phosphate-buffered saline)
fotodynamicka terapia

fotosenzitizér

reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)
médium so sérom (serum-containing cell culture medium)
bezsérové médium (serum-free medium)

stredna toxicka koncentracia

tetrahydrofuran

tetrapyrazinoporfyrazin



2 Ciel prace

e syntéza anionického derivatu AzaPc s centralne viazanym zinoCnatym
kationom as 8 sulfénovymi skupinami na periférii s potencialnym
vyuzitim ako fotosenzitizér vo fotodynamickej terapii (Obr. 1)

e hodnotenie fotodynamickej aktivity syntetizovanej zlu€eniny in vitro
(stanovenie fototoxicity a toxicity v tme)

e urCenie subcelularnej lokalizacie daného fotosenzitizéru

e Studium jeho fotofyzikalnych vlastnosti

NaO;S SOzNa
NaO,S
’ N N SOafta
\ /
N— SN\, N
\ N

N~ N
NﬁQ
SO3Na

SO;Na

Obrazok 1 Struktira zlGéeniny syntetizovanej a testovanej v ramci tejto diplomovej prace



3 Teoreticka cast’

3.1 Uvod

Tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz) su najviac Studovanou skupinou
azaftalocyaninov (AzaPc). Ich systematické Studium zacCalo v Sestdesiatych
rokoch minulého storoCia a odvtedy zaujem o ne stale rastie. Dévodom su
Siroké moznosti ich praktického vyuZitia, napriklad ako farbiva v tlaciarenskom
atramente a toneroch, material pre rézne elektronické pristroje, komponenty
elektroluminiscencnych a elektrochemickych zariadeni, zhasSace fluorescencie
a mnohé iné. Z hfadiska tejto diplomovej prace je najddlezitejSia ich dalSia
moznost’ vyuZitia a to ako fotosenzitizéry vo fotodynamickej terapii.’

Fotodynamicka terapia (PDT) je elegantna, minimalne invazivna a
vysoko selektivna metdda odstranovania neZiaducich tkaniv vyuZivajuca tri
zakladné zlozky - kyslik, svetlo a fotosenzitizér (PS), ktoré su samy osebe
netoxické, no spolu vedu k tvorbe cytotoxického singletového kyslika ('02).
Povodne bola PDT vyuzivana iba na odstrafiovanie nadorov, no neskér sa jej
vyuzitie rozSirilo aj do mnohych dalSich oblasti ako su dermatologia, kozmetika,

oftalmoldgia, stomatoldgia, kardioldgia ¢i antiinfekéna terapia.?3

3.2 Historia PDT

Prvé zmienky o vyuzivani slneného svetla pri terapii (tzv. helioterapia)
pochadzaju zo starovekého Egypta, Indie, Ciny a neskér aj Grécka z obdobia
pred priblizne 5000 rokmi. Kombinacia svetla a chemickej latky zacCala byt
vyuzivana az o 2000 rokov neskér ato na repigmentaciu vitiliga s vyuzitim
psoralénu.

V roku 1900 nemecky Student mediciny Oscar Raab pozoroval smrt
nalevnikov v pritomnosti akridinovej oranze, ktoré boli vystavené intenzivnemu
svetlu poc€as burky. Neskér dokazal, Ze tento ucinok je ovela silnejsi ako uc€inok

samotného akridinu alebo svetla alebo akridinu vystaveného svetlu a nasledne

10



pridaného k nalevnikom. Tiez postuloval, ze pri tom dochadza k premene
svetelnej energie na chemicku.

O niekolko rokov neskdér von Tappeiner spolu s dermatologom
Jesionekom pouzili kombinaciu topicky podaného eozinu a bieleho svetla na
lieCbu koznych nadorov. Von Tappeiner a Jodlbauer potom dokazali potrebu
kyslika pri tomto procese a v roku 1907 zaviedli pojem ,fotodynamicka akcia®“.

Vroku 1913 Meyer-Betz sam na sebe otestoval fotosenzibilizujuce
ucinky hematoporfyrinu (Hp) a v roku 1924 Policard pozoroval fluorescenciu
oziareného Hp v nadorovom tkanive.

Vroku 1955 Schwartz modifikoval Struktiru Hp za vzniku
hematoporfyrinového derivatu (HpD), ktory mal vhodnejSie fototoxické a tumor
lokalizujuce vlastnosti, ¢o dokazal pri testoch na mysSiach a v nasledujucich
rokoch to potvrdil aj Lipson testami na ludoch. V sedemdesiatych rokoch 20.
storoCia Dougherty preukazal klinicku ucinnost HpD po oziareni Cervenym
svetlom pri terapii réznych typov malignych nadorov.

Prvykrat bola PDT oficialne schvalena v roku 1993 v Kanade ato na
lieCbu nadora mocového mechura s vyuzitim dékladnejSie precisteného a lepSie
charakterizovaného HpD s nazvom porfimér sodny pod komerénym nazvom
Photofrin®. Odvtedy celosvetovy zaujem o PDT stale rastie a vyvijaju sa nové

PS s vylepSenymi vlastnostami.*>

3.3 Priebeh PDT

PDT je metdéda navodenia bunkovej smrti s uplathenim najma
v onkoldgii. ZvyCajne prebieha ako dvojkrokova procedura. Prvym krokom je
intravenézne alebo lokalne podanie PS, ktory sa po aplikacii hromadi
v poskodenom (nadorovom) tkanive. Po ur€itom ¢asovom intervale, ktory zavisi
od vlastnosti PS, nasleduje druhy krok a to oZiarenie cielového tkaniva svetlom
vhodnej intenzity a vinovej dizky (zodpovedaijticej absorpcii PS), &im dochadza
k aktivacii PS a navodeniu cytotoxickej fotodynamickej reakcie. Tym je
docielena az dvojitd selektivita PDT, nizka systémova toxicita a minimum

neziaducich uginkov.287
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V suCasnosti nie je celkom objasnené, ako a preCo sa PS kumuluje
prednostne v nadorovom tkanive, avSak na zaklade doterajSich poznatkov je
uptake PS do cielového tkaniva kombinaciou viacerych faktorov a méze sa
u jednotlivych PS odliSovat. Vyznamnu ulohu pritom zohrava transport PS do
buniek prostrednictvom lipoproteinovych receptorov, ktoré su na malignych
bunkach upregulované kvéli vySSej potrebe Zivin. K nadorovej selektivite dalej
prispieva samotné prostredie nadora s mnozZstvom novych ciev s vysokou
priepustnostou a neefektivnym odstranovanim cudzorodych latok a vedlajSich
produktov metabolizmu. ZvySené vychytavanie PS je spésobené aj fagocytézou
makrofagmi v nadorovych loZiskach.®

Ozarovanie pri PDT nastava idealne v oblasti 650 — 850 nm. Tato Cast
spektra sa vyznaCuje maximalnou penetraciou svetla do tkaniv a nazyva sa
,fototerapeutické okno“ (Obr. 2). Jeho dolna hranica je dana absorpciou
endogénnych chromoforov (hemoglobin, melanin...) ahorna hranica

minimalnou energiou potrebnou na tvorbu 'O2 a tiez absorpciou vody.®1°
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Obrazok 2 Fototerapeutické okno. Prevzaté z 1
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3.4 Mechanizmus ucinku

Deje, ktoré mo6zu prebiehat po oZiareni PS su zhrnuté v Jablonského
diagrame (Obr. 3). PS absorbuje energiu dopadajuceho Ziarenia, ¢im sa
dostane zo zakladného singletového stavu (So) do excitovaného singletového
stavu (S1). PS vtomto stave je velmi nestabilny a nadbyto¢nu energiu méze
uvolnit vo forme fluorescencie (6o mozno s vyhodou vyuZit pri diagnostike'?),
vnutornou konverziou vo forme tepla alebo mézZe podstupit medzisystémovy
prechod do stabilnejSieho excitovaného tripletového stavu (T+1) s obratenym

spinom jedného elektronu. 314

Excited
photosensitizer
1~ A Intersystem crossing .
A \ Type | reactions
2 (electron or hydrogen transfer)
> | 5 T8 2
o) ey = 0
5 5 3 8 5 “@ _102 (singlet state)
< 5| & S@ §5
Ll Light 3 S E E i *é Phosphorescence
—%‘ < o ol = = ~ 1270 nm
(@) W v o
S o a5 ~1eV
= &, &
So —_— 302 (triplet state)
Ground state photosensitizer Oxygen

Obrazok 3 Jablonského diagram. Prevzaté z '3

Je niekolko moznosti, ako sa potom méze PS dostat’ spat do zakladného
stavu a to bud vyZiarenim energie sprevadzanym fosforescenciou alebo jednym
z dvoch typov fotoprocesov:

Fotoproces typu | je preferovany hlavne pri nedostatku kyslika
v bunke'? a zahffia priamu reakciu tripletového PS s pritomnym substratom,
pricom dochadza k prenosu elektrénu alebo odstiepeniu atdmu vodika za tvorby
volnych radikalov. Tieto vofné radikdly takmer okamzite reaguju
s molekularnym kyslikom v zakladnom stave a vedu k tvorbe reaktivnych foriem
kyslika - ROS (napriklad superoxid anién radikal, peroxid vodika, hydroxylovy

radikal), ktoré spdsobuiju oxidaéné poskodenie bunky. 31
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Pri fotoprocese typu Il, ktory je preferovany, ak je v bunke dostatok
kyslika,'? dochadza k prenosu energie PS v tripletovom stave na molekularny
kyslik v zakladnom (tripletovom) stave (302), pricom dochadza k vzniku
singletového kyslika ('02), ktory je povaZzovany za hlavny cytotoxicky Cinitef
v PDT.1315 Dizka Zivota 02 je velmi kratka a zavisla na rozpustadle (cca 10 —
320 ns), €o limituje jeho difuziu v bunkach maximalne do vzdialenosti 10 — 55
nm od miesta jeho vzniku, preto fotodynamické poSkodenie nastava v tesnej

blizkosti vnutrobunkovej lokalizacie PS."3

3.5 Biologicka odpoved na PDT

Odpoved bunky na PDT mézZe byt rézna. Zavisi od typu bunky, jej
genetického a metabolického potencialu, od PS a jeho subcelularnej lokalizacie
a celkovej PDT davky.'® M6ze nastat niektora z troch typov odpovedi, pripadne

ich kombinacia:

a) priama smrt’ buniek

PDT moéze vyvolat priamu smrt bunky troma cestami — apoptdzou,
nekrdézou a autofagiou, pricom za hlavnu cestu sa povazuje apoptoza.’

Apoptéza je vysoko regulovany proces bunkovej samovrazdy
kontrolovany intracelularnymi aj extracelularnymi signalmi, pri ktorom dochadza
k systematickému rozkladu bunky za tvorby apoptotickych teliesok, ktoré su
nasledne odstranené makrofagmi. Nedochadza pri tom k uniku vnutrobunkove;j
hmoty do okolia a teda ani k vyvolaniu zapalu.'®

Nekréza je typ bunkovej smrti, ktory méze byt stimulovany réznymi
stresovymi faktormi. Hlavni Glohu v priebehu nekrotickej smrti maju Ca?*
a ROS, ktoré vedu k posSkodeniu proteinov, lipidov a DNA a nasledne
k poSkodeniu organel a naruseniu integrity cytoplazmatickej membrany. Pritom
dochadza Kk vyliatiu obsahu bunky do okolia, ¢o spolu s uvolfiovanim
prezapalovych cytokinov vedie k rozvoju zapalového procesu.3 12

Typ bunkovej smrti silne zavisi od subcelularnej lokalizacie PS. U PS

lokalizovanych v mitochondriach dochadza k smrti apoptézou (pravdepodobne
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kvéli uvolneniu cytochromu c¢ do cytoplazmy, kde interaguje s APAF-1
(Apoptosis-activating factor-1) a aktivuje tak apoptotické kaspazy),’® zatial ¢o
u PS vlyzozédmoch mézZe nastat apoptdéza aj nekréza, priCom spdésob smrti
zavisi od davky pouzitého PS.'? Podmienky oZarovania taktieZz vplyvaju na
preferovany spbsob bunkovej smrti. Vysoka intenzita oziarenia prispieva
k nekrotickému typu smrti, zatial ¢o pri dlhSom, ale menej intenzivnom
ozarovani je uprednostiiovana apoptoza.®

Treti sposob, ako méze djst’ k priamemu usmrteniu bunky nasledkom
PDT je autofagia. Je to hlavna katabolicka cesta v eukaryotickej bunke sluziaca
na degradaciu nevyuzivanych a poskodenych komponentov, ktora svojimi
recyklaChymi mechanizmami prispieva k spravnemu fungovaniu bunky.
Primarne je teda autofagia povaZovana za cytoprotektivny proces, avSak na
zaklade mnohych in vitro §tudii méze PDT navodena autofagia za urcitych

okolnosti viest k bune¢nej smrti."”

b) poskodenie cievneho zasobenia

Dalsim mechanizmom, ktory prispieva k odumretiu nadorového tkaniva je
posSkodenie endotelu ciev, ktoré ho zasobuju. To méze vyvolat bud ich
konstrikciu veducu k hypoxii alebo dilataciu a zvySenie priepustnosti, ¢o vedie
k zhorSenému Cisteniu od toxickych metabolickych produktov. PoSkodenie
cievnej steny tieZ aktivuje koagulacnu kaskadu a tvorbu trombu, ¢o vo vysledku
brani dodavke krvi do prisludného tkaniva.

V pripade rychleho navodenia hypoxie v nadorovom tkanive, méze jej
nasledkom dojst’ k priamemu odumretiu tkaniva, zatial ¢o pomalé navodenie
hypoxie mbéZze mat na nadorové bunky paradoxne ochranny vplyv a méze im
umoznit prezit PDT, kedZe zniZzené mnozstvo kyslika bunkach povedie
k zniZenej tvorbe cytotoxického 102.8

Spbsob, akym déjde k zniCeniu nadora, je ovplyvneny pouzitym PS -
niektoré sa preferenéne hromadia v tkanive, iné zostavaju v cievhom
zasobeni.'”® Vyznamny vplyv ma v8ak aj interval medzi podanim PS a jeho
aktivaciou svetlom. Ak je tento interval kratky, PS sa v ¢ase ozZiarenia nachadza
prevazne Vv krvi, a preto dochadza najma k poSkodeniu cievneho zasobenia,

zatial o pri dlhSom intervale dochadza vo vacSej miere k priamej smrti
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nadorovych buniek. DiZka tychto intervalov je u kazdého PS ina a zavisi od jeho

farmakokinetiky.2

c) imunitna odpoved

PDT mobze tiez aktivovat imunitny systém atym podporit vyvolany
cytotoxicky efekt. Smrtou bunky dochadza Kk stimulacii lymfocytov
a makrofagov, ktoré odstranuju zniCené bunky a tiez ktvorbe pamatovych
buniek, ktoré pomahaju predist recidive.® Predpoklada sa, Ze tieto unikatne
vlastnosti PDT v kombinacii s adjuvantnou imunoterapiou by mohli byt vyuzité
nielen na odstranenie primarneho nadorového loziska, ale aj na rozpoznanie

a znicenie buniek metastazovanych do vzdialenych ¢asti tela.?

3.6 Fotosenzitizéry

PS je prirodna alebo synteticka latka, ktora je schopna absorbovat svetelnu
energiu a vyuzit ju na chemicku alebo fyzikalnu modifikaciu inej latky. V PDT je

tato energia vyuzivana na tvorbu cytotoxickych pésobkov ('O2 a inych ROS).%°
Idealny PS by mal mat tieto vlastnosti:

e chemicky Cista latka znameho zloZenia

e rozpustny a stabilny vo fyziologickom prostredi alebo podavany vo
farmaceuticky akceptovatelnych formulaciach

e vysoké extinkéné koeficienty v oblasti 650 - 850 nm ©

e vysoké kvantové vytazky 02

e preferencne vychytavany v cielovom tkanive

¢ rychlo vyluCovany z tela s nizkou systémovou toxicitou

e minimalna toxicita v nepritomnosti svetla®

o fotostabilny

e neagregujuci'’
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3.6.1 Zakladné Strukturne typy PS

Vacsina PS su tetrapyroly odvodené od porfyrinov, chlorinov,
bakteriochlorinov alebo ftalocyaninov (Obr. 4).° V poslednej dobe bolo
vyvinutych vela derivatov tychto zakladnych Struktur s ciefom vylepSit' vlastnosti
PS, avSak mnohé z nich mali prili§ vysoku vlastnu toxicitu a vo vysledku sa len

malo z nich dostalo do klinickej praxe.'®

— N
NN

porfyrin chlorin bakteriochlorin

@ e
AL

ftalocyanin azaftalocyanin
(tetrapyrazinoporfyrazin)

Obrazok 4 Zakladné Struktarne typy PS

Porfyriny

Porfyriny su makrocykly zlozené zo Styroch pyrolovych jednotiek, ktoré
mdzu obsahovat centralne viazany kovovy kation. Porfyrinovy skelet je
sucastou niektorych endogénnych zlu€enin ako napriklad hemu, ktory je
nevyhnutny pre transport kyslika v organizme.?® Vdaka rozsiahlemu systému
konjugovanych dvojitych vazieb su tieto Struktury planarne a vykazuju absorpciu

v oblasti okolo 630 nm.11:20
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Chloriny

Chloriny sa lisSia od porfyrinov redukciou jednej dvojitej vazby
v pyrolovom kruhu, ¢o vedie k batochromnemu posunu absorpéného maxima
(640 — 700 nm) s extinkénymi koeficientami okolo 40000 M-" cm'.2' Vyznacuju
sa nizkou rozpustnostou vo vode, preto vacsina PS tohto typu je modifikovana
konjugaciou s aminokyselinami, peptidmi alebo sacharidmi za ucelom zlepSenia
rozpustnosti.??2 Chloriny s centralne viazanym Mg?* sa nazyvaju chlorofyly a su
hlavhymi fotosenzitivnymi pigmentmi v chloroplastoch vacésiny rastlin, rias

a sinic.®
Bakteriochloriny

Bakteriochloriny maju na rozdiel od porfyrinov redukovanu dvoijitu vazbu
az vdvoch pyrolovych kruhoch, o vedie k dalSiemu posunu absorpéného
maxima az do oblasti 730 — 800 nm. Jednou z neziaducich vedfajSich reakcii,
ktorej podliehaju, je spatna oxidacia na prislusny chlorinovy alebo az
porfyrinovy derivat. Da sa tomu vSak predist napriklad centralnym naviazanim
Pd2+_19

Ftalocyaniny (Pc)

Ftalocyaniny su aromatické makrocykly odvodené od porfyrinu zloZzené
zo 4 izoindolovych podjednotiek navzajom pospajanych dusikatymi spojovacimi
mostikmi.®'® Vyznacuju sa absorpciou voblasti > 670 nm s vysokymi
extinkénymi koeficientami (> 10° M-' cm'). Okrem silnej absorpcie v oblasti
fototerapeutického okna navy$e nevykazuju Ziadnu alebo len nizku absorpciu
v oblasti 400 — 600 nm, kde je intenzita sine€ného svetla najvyssia. Spésobuju
preto mensSiu koznu fotosenzitivitu po vystaveni dennému svetlu.®

Fyzikalne-chemické a farmakokinetické vlastnosti tychto PS mézu byt
vylepsené modifikaciou Struktury vhodnou substiticiou a pridanim urcitych
kovovych kationov do centra makrocyklu.® Napr. Pc s koordinovanym Zn2*
alebo AIP* poskytuju vysoké vytazky 02, vy$sie ako zodpovedajlice bezkovové
Pc, preto tieto metaloftalocyaniny su vhodnejSie na vyuzitie v PDT ako ich

bezkovové analogy.'
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Azaftalocyaniny (AzaPc)

Azaftalocyaniny su analogy Pc, kde niektoré uhliky benzénového jadra
su nahradené atomami dusika. Ich hlavnou nevyhodou oproti Pc je absorpcia
pri niZSich vinovych dizkach.2*

Silna tendencia planarnych molekul Pc a AzaPc k agregacii je hlavnou
nevyhodou tychto nadejnych novych PS. Agregaty vyznamne zhorSuju ich
fotodynamické vlastnosti a navySe su priCinou zlej rozpustnosti v beznych
organickych  rozpustadlach atym spdsobuju probléemy pri  Cisteni

a charakterizacii.?®
Tetrapyrazinoporfyraziny (TPyzPz)

Ide o najvyznamnejSiu skupinu AzaPc — heterocyklické azaanalogy Pc,
kde prikondenzované benzénové jadra si zamenené za pyraziny.' Je pre nich
charakteristicka silna absorpcia v oblasti nad 650 nm, fluorescencia a vysoké
kvantové vytazky '02.26 Su velmi malo rozpustné, C¢o limituje vyuZitie
nesubstituovanych TPyzPz v PDT. Vhodnou substituciou na periférii je vSak
mozné nielen zvySit ich rozpustnost, ale aj ziskat zluCeniny s vylepSenymi

fotofyzikalnymi vlastnostami a vy$Sou biologickou aktivitou.

3.6.2 Delenie PS do generacii

1. generacia — patri sem hematoporfyrin (Hp), hematoporfyrinovy derivat
(HpD) a porfimér. Ich nevyhodou je dlha kozna fotosenzitivita, nie uplne
optimalna penetracia pouzitého svetla do tkaniv a Casto chemicka

nejednotnost.

2. generacia — obsahuje velké mnozstvo PS, ktoré boli vyvijané s ciefom
zmiernit nevyhody spajané s PS 1. generacie. Na rozdiel od nich sa va¢sinou
jedna o chemicky &isté latky s absorpciou svetla pri dlhdich vinovych dizkach
a spbsobujuce podstatne nizSiu fotosenzitivitu koze po terapii. Do 2. generacie
patria okrem inych aj vSetky PS uvadzané v nasledujucom prehfade s vynimkou

porfiméru (1. generacia).
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3. generacia — zahffia PS 1. a 2. generacie, ktoré su urcitym spésobom
upravené tak, aby sa zvysSila ich selektivna akumulacia v nadorovom tkanive.
To mdze byt dosiahnuté réznymi spésobmi, napriklad pomocou nanocastic

alebo vazbou na monoklonalne protilatky. 820

3.6.3 Prehlad niektorych najvyznamnejsich PS v klinickej praxi

Porfimér sodny (Photofrin ©)

Porfimér sodny (Obr. 5) je preCisteny HpD registrovany pod nazvom
Photofrin®. Ide o zmes dimérov a dalSich oligomérov porfyrinovych zluéenin,
celkovo asi 60 rbéznych latok, pricom presné zlozenie stale nie je uplne
objasnené. 920

Porfimér je schvaleny na lieCbu rakoviny pluc, pazeraka, mocového
mechura, zhubnych aj nezhubnych koznych ochoreni a skorych Stadii rakoviny
kr€ka maternice. Tento PS 1. generacie je v PDT je stale povazovany za zlaty
Standard, aj ked od idealneho PS ma velmi daleko. Vyznacuje sa absorpcnym
maximom pri 630 nm anizkym molarnym extinkcnym  koeficientom
1170 M-* cm-, kvoli omu su pre ucinné odstranenie nadora potrebné vysoké
davky porfiméru asvetla. Pri PDT je podavany intravenézne a oziarenie
nasleduje az po 24 — 48 hodinach. Pri beznych terapeutickych davkach 2 mg/kg
nie je dostatoCne selektivny a ma tiez vynimoc¢ne dlhy plazmaticky polCas az
452 hodin, preto fotosenzitivita po terapii pretrvava este dihu dobu a pacienti sa

musia vyhybat slne¢nému Ziareniu eS$te minimalne 4 tyzdne po terapii.?°
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Obrazok 5 Porfimér sodny

Kyselina 5-aminolevulova (ALA, Levulan®)

Kyselina 5-aminolevulova (ALA) je endogénna zluCenina vznikajuca
kondenzaciou sukcinyl CoA s glycinom za ucasti ALA-syntazy, ktora prebieha
v mitochondriach buniek. Po naslednom transporte do cytosolu sa ALA
zucCastnuje niekolkostupnovej biosyntézy hemu (Obr. 6), ktory je prostetickou
skupinou mnohych Zivotne dbélezitych hemoproteinov (napr. hemoglobinu,
myoglobinu, cytochrémov...). Z hladiska uplatnenia v PDT je vyznamny jeden
z medziproduktov tejto biosyntetickej drahy (prebiehajucej s€asti v cytosole
a sCasti v mitochondriach) ato protoporfyrin IX, ktory ma fotosenzitivhe
vlastnosti. Po inkorporacii zeleznatého kationu pomocou enzymu ferochelatazy
zneho vznika fotodynamicky neuc€inny hem, ktory spatnou vazbou inhibuje
produkciu ALA. Tato inhibicia syntézy sa da obist exogénnym privodom ALA a
kedZe zabudovanie Fe?* je relativne pomalym krokom, dochadza pritom
k hromadeniu protoporfyrinu IX, ktory mdze byt aktivovany svetlom a spustit
fotodynamicku reakciu navodzujucu poskodenie tkaniva. ALA je teda
prekurzorom endogénneho PS.?” Po jej podani zvonku je vysledkom vysSia
koncentracia protoporfyrinu IX v nadorovom tkanive oproti normalnemu tkanivu.
Tato selektivita je dana pravdepodobne rozdielnou enzymatickou aktivitou a tiez
mensimi zasobami Zeleza v nadorovych bunkach, ¢o spomaluje inaktivaciu PS
premenou na hem.2%27 Protoporfyrin IX je metabolizovany v priebehu 48 hodin
avdaka tomu ma vyrazne redukovanu neziaducu postterapeuticku koznu

fotosenzitivitu v porovnani s porfimérom.?

21



ALA synthase

Bypass feedback

repression I

COOH ‘
exogenous ALA — Normal feedback
I porphobilinogen I repression

I hydroxymethylbilane I

I uroporphyrinogen |l I

heme

| coproporphyrinogen |

Icoproporphyrinogen IIII

Iprotoporphyrinogen IXI

« I protoporphyrin IX I

HOOC COOH
PpIX
* fluorescence imaging

ferrochelatase

4+ photodynamic therapy

o}

Obrazok 6 Schéma biosyntézy protoporfyrinu IX. Prevzaté z 5

ALA bola vroku 1999 schvalenda FDA (Urad pre kontrolu potravin
a lie€iv) na neonkologicku lieCbu aktinickej keratdézy. V su€asnosti je jej hlavnou
onkologickou indikaciou lie€ba karcinomu bazalnych buniek, kde je podavana
lokalne, uplatnenie vSak nachadza aj v lieCbe mnohych dalSich typov nadorov.
Okrem toho mozno ALA vyuzit aj na detekciu nadorov koze, pluc,
gastrointestinalneho traktu a moCového mechura ¢&i urCenie presnych hranic
nadora pri jeho chirurgickom odstrarovani.?-?

Na zlepSenie prieniku ALA do buniek ana zvySenie ucinnosti boli
vyvinuté jej lipofilnejSie derivaty — estery, z ktorych v cielovych bunkach vznika
po Stiepeni intracelularnymi esterazami ALA.2027 Metylester ALA (Metvix®) ma
po lokalnej aplikacii lepSi prienik do tkaniv (az 2 mm) v porovnani s ALA, ktora
prenika len 1 mm. V Eurdpe je schvaleny na lieCbu aktinickej keratozy
a karcindbmu bazalnych buniek.?° Hexylester ALA (Hexvix®) je premiefiany na
protoporfyrin IX 50 — 100 krat ucCinnejSie ako ALA. Vroku 2010 ho FDA
schvalila na diagnostiku nadorov moc¢ového mechura.?’

Pri terapii réznymi formami ALA boli okrem onkologickych efektov
pozorované aj pozitivnhe kozmetické uCinky (odstranenie vrasok, omladenie

pleti), pre ktoré sa celosvetovo tato forma terapie pouziva ¢im dalej, tym viac.'®
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Derivaty chlorinu e6 (Photolon®, Photodithazine®, Radachlorin®,

talaporfin)

Chlorin e6 (Ce6, Obr. 7) je prirodna latka vznikajuca oxidaciou
chlorofylu a."® Ziskava sa zo Spirulina platensis a je hlavnou Géinnou latkou u
Photolonu®, Photodithazinu® a Radachlorinu®.

Photolon® (Ce6-PVP) je komplex chlorinu €6 a polyvinylpyrolidonu (PVP)
v pomere 1:1. PVP je synteticky polymér pridavany kvéli zlepSeniu rozpustnosti
vo vode a prevencii agregacie. Photodithazine® je zmes Ce6 (60 %), chlorinu
p6 apurpurinov 7 a18 spridavkom N,N-dimetyl-D-glukozaminu ako
desagregacéného d¢inidla. Radachlorin® obsahuje sodnu sof Ce6 (90 — 95 %)
a dalSie chloriny.

Absorpéné maxima tychto PS su v rozmedzi 650 — 670 nm, ¢o umozriuje
prienik svetla nepigmentovanym tkanivom az do hibky 7 mm. Maju vysoku
fototoxicitu, nizku vlastnu toxicitu a navySe silnu fluorescenciu, vdaka ¢omu
modzu byt vyuZité nielen v PDT, ale aj vo fotodiagnostike nadorov. Dosahuiju
vysoku nadorovu selektivitu (v priebehu 0,5 — 5 hodin) a su rychlo vylu¢ované
z tela (cca 2 dni).

Photolon® bol schvaleny v Bielorusku a Rusku na fotodiagnostiku a PDT
zhubnych nadorov koZe a dutych organov. Photodithazine® a Radachlorin® su

testované v ramci klinickych $tadii v Rusku.??

Talaporfin sodny (znamy tiezZ ako mono-L-aspartyl chlorin €6, MACE,
NPe6, Laserphyrin®)?® je chemicky cCisty hydrofiiny derivat chlorinu e6. Po
podani ostava prednostne v plazme, vdaka ¢omu po oziareni vedie k tvorbe
trombu v nadorovych cievach, ¢&im zefektiviiuje odstranovanie nadora. V
Japonsku je schvaleny na lieCbu rakoviny pluc a na zaklade preklinickych
a klinickych hodnoteni je nadejnym PS v liecbe mnohych dalSich druhov
nadorov. Je ucinny a bezpefny s minimalnou koZnou fotosenzitivitou vdaka

rychlemu vylu¢ovaniu z cirkulacie.?°
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Obrazok 7 Chlorin e6 (vlavo), talaporfin (vpravo)

Temoporfin (Foscan®)

Temoporfin (m-tetra(hydroxyfenyl)chlorin, m-THPC, Foscan®; Obr. 8) je
synteticky derivat chlorinu, ktory bol v roku 2001 schvaleny v Eurépe na
paliativnu terapiu nadorov hlavy a krku.?°

Ide o vefmi Gcéinny PS, ktory sa vyznacduje vysokou produkciou 'Oz pri
652 nm, vdaka ¢omu su pre uc¢innu PDT v porovnani s vacsSinou inych PS
potrebné omnoho nizsie davky PS (0,1 — 0,2 mg/kg) a svetla (20 J/cm?) a iba
niekolkominutové ozarovanie. Nevyhodami su dlhy interval medzi podanim PS
a oziarenim (4 dni) z dévodu pomalej akumulacie v nadorovom tkanive, bolest

pocas terapie a zavazna kozna fotosenzitivita pretrvavajica niekolko tyzdriov.'®

HO

OH

HO

Obrazok 8 Temoporfin
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Padoporfin, Padeliporfin

Oba PS (Obr. 9) su bakteriochloriny odvodené od bakteriochlorofylu a
(bakterialneho ekvivalentu chlorofylu) obsahujlice centralne viazany Pd2*.11.18

Padoporfin (WST09, Tookad®) je hydrofébny PS a vyZaduje nosi¢.'®
Jeho silna absorpcia v oblasti 763 nm umoziuje hibSi prienik ziarenia do tkaniv
- az 4 mm (pre porovnanie u porfiméru iba 1,6 mm pri 630 nm). Vyznacuje
sa rychlou farmakokinetikou, vdaka ¢omu méze oziarenie prebiehat uz 15
minut po podani PS a kozZna fotosenzitivita pretrvava iba necelé tri hodiny.
Ciefovym miestom jeho pésobenia je cievne zasobenie nadora, po jeho
poskodeni nasleduje rozvoj zapalu, hypoxia a nekréza nadorového tkaniva. Bol
testovany u pacientov s nadorom prostaty, kde preukazal sfubné terapeutické
ucinky bez zavaznych neziaducich Gcinkov.20-28

Padeliporfin  (WST11, Tookad Soluble®, Stakel®) je hydrofilny,
jednoducho aplikovatelny derivat padoporfinu. Podobne ako padoporfin ma
rychlu farmakokinetiku a uc¢inok zamerany hlavne na cievy. Koncom minulého

roka bol schvaleny v EU na lietbu nadora prostaty.'!:21.29
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Obrazok 9 Padoporfin (vlavo) a padeliporfin (vpravo)
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Redaporfin

Redaporfin (LUZ11; Obr. 10) je fluorovany sulfonamidovy bakteriochlorin
vyvijany v Portugalsku. Vyznacuje sa lepSou schopnostou absorbovat svetlo
a produkovat 'O2, hibSiou penetraciou do tkaniv a vy$Sou Gcéinnostou. Samotny
redaporfin je nerozpustny vo vode a podlieha agregacii. Na odstranenie tohto
nedostatku byva aplikovany v Speciadlnej formulacii s pridavkom malého
mnozstva Cremophor EL®. Na zaklade toxicitnych testov vykonanych na
hlodavcoch ma redaporfin a jeho formulacie nizku toxicitu a je dobre tolerovany.
Nebola pozorovana ziadna kozna fototoxicita aj napriek tomu, Ze zvierata boli
drzané pri normalnom laboratérnom osvetleni. Teoreticky je aplikovatefny na
vSetky solidne nadory pristupné laserom spojenym s optickym vlaknom.
Preukazal slubné vysledky klinickych testov fazy I/lla pokrocilych stadii rakoviny
hlavy a krku a Eurdpska liekova agentura (EMA) mu nedavno udelila status

sirotského liediva pre PDT nadora Zl¢ovodu.30-3

SO,NHCH,

HLCHNO,S

Obrazok 10 Redaporfin
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Photosens®

Photosens® (Obr. 11) je zmes hlinitych sulfonovanych Pc s réznym
stupfiom sulfonacie a maximom absorpcie pri 675 nm.® V Rusku je pouzivany
na lieCbu nadorov zaludka, prsnika, kozZe, pier a ust. Okrem nejednotného

zloZenia je jeho nevyhodou az niekolkotyZdiiova kozna fotosenzitivita.?’

HO;S

HO_:-,S

Obrazok 11 Photosens®
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4 Experimentalna ¢ast’

4.1 Vybavenie pre synteticku €ast’

Vychodiskové latky a rozpustadla pre reakcie boli zakupené od firiem
Lach-Ner, Penta, Sigma-Aldrich alebo Acros. Teplota topenia zlu€enin bola
merana pomocou digitalneho pristroja ELECTROTHERMAL 1A9200. Detekcie
UV lampou prebiehali pri vinovej dizke 254 nm alebo 366 nm. "H NMR a '3C
NMR spektra boli merané na pristroji VNMR S500. Elementarna analyza bola
vykonana pomocou pristroja Vario Micro Cube Elemental Analyzer. Spekitra
UV/VIS boli merané pristrojom Shimadzu UV-2600PC spectrophotometer.
Fluorescenéné spektra boli ziskané na FS5 Spectrofluorometer (Edinburg
Instruments). Gélova filtracia bola vykonana na Amersham Pharmacia AKTA
Fast Protein Liquid Chromatography System s pouzitim koléony XK 16/70, ako

stacionarna faza bol pouzity Superdex 30.
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4.2 Syntéza 5,6-difenylpyrazin-2,3-dikarbonitrilu (1)

e <

CH3COOH

Diaminomaleonitril (1,04 g, 9,59 mmol), benzil (1,98 g, 9,44 mmol) a 99%
kyselina octova (50 — 60 ml) sa v 100ml varnej banke zahriali k varu a potom
nechali reagovat pri tejto teplote asi dve hodiny. Nasledne sa zmes dve hodiny
nechala chladnut v studenej vode a vyzrazany produkt sa odfiltroval na frite.
Produkt sa potom rozpustil vo vaéSom mnozZstve vriaceho etanolu (> 300 ml)
a po pridani malého mnozstva aktivneho uhlia sa prefiltroval za horuca.
Vzniknuty filtrat sa nechal cez noc ochladit v chladni¢ke a potom bol odsaty na
frite za vzniku jemnych svetlozltych krystalov.

Zbytky produktu, ktoré ostali po filtracii etanolom s aktivnym uhlim na
fitraCnom papieri, boli premyté acetonom a vzniknuty filtrat bol odpareny na
vakuovej rotaCnej odparke, potom opat rozpusteny vo vriacom etanole,
prefiltrovany a ochladeny v chladniCke (asi 3 hodiny). Nasledne boli na frite
odsaté dalSie svetloZIté kryStaly, ktoré sa spojili s uz skér ziskanou frakciou

produktu.

Vytazok: 1,69 g (63 % teoretického vytazku)

T.t.:248,1 —249,3 °C (v literatdre je udavana teplota 247 °C).3?

NMR: "H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm) 7,36 (t, J = 8,0 Hz, 4H), 7,46 (t, J =
8,0 Hz, 2H), 7,53 (d, J = 8,0 Hz, 4H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) & (ppm)
155,35, 135,21, 131,15, 129,81, 128,84, 113,13

Syntéza prebiehala podla publikovaného postupu.33
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4.3 Syntéza 2,3,9,10,16,17,23,24-
oktafenyltetrapyrazinoporfyrazinato zino€natého

komplexu (2)

\ /
N N

N N
O
1

SvetloZlté krystaly latky 1 (1,98 g, 7,03 mmol) boli spolu s octanom
zinoCnatym (1,32 g, 7,19 mmol) rozpustené v 2-(dimetylamino)etanole (DMAE,
20 — 25 ml) a nasledne zahrievané asi 45 minut pri teplote 150 °C. Uz po par
minutach varu sa farba reakénej zmesi zmenila na tmavofialovu. Po ukonc&eni
reakcie bola do tejto zmesi pridana destilovana voda (asi 500 ml), vzniknuté
krystaly boli odfiltrované za znizeného tlaku na Blichnerovom lieviku a nasledne
eSte postupne premyté na filtri organickymi rozpustadlami (etanol, metanol,
acetoén).

Potom boli kry$taly dalej precistené povarenim s etanolom a odsatim na
frite, kde boli eSte premyté acetonom. Produkt z frity bol potom rozpusteny
v zmesi pyridinu a chloroformu (1:1 resp. 2:1) a po zahriati prefiltrovany na
skladanom filtri. Ziskany filtrat bol odpareny na vakuovej odparke a opat sa
zopakoval cely tento postup Cistenia kryStalov produktu pocinajuc povarenim
s etanolom.

Na zaver bol produkt eSte raz zahriaty s etanolom, odsaty na frite
a postupne premyty velkymi mnoZzstvami organickych rozpustadiel (etanol,
aceton, n-hexan, dietyléter). Po vysuSeni boli pozbierané tmavosivofialové

kryStaly zino¢natého TPyzPz 2.
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Vytazok: 0,74 g (35 % teoretického vytazku)
UVIVIS (pyridin): Amax (1 uM) (¢) = 657 nm (192930 mol' dm3® cm™), 595
(30560), 376 (107860).

Syntéza prebiehala podla publikovaného postupu.3

4.4 Syntéza sodnej soli 2,3,9,10,16,17,23,24-
oktakis(sulfonatofenyl)tetrapyrazinoporfyrazinato

zino€natého komplexu (3)
NaO3S SO3Na

NaO;S SO;Na
=N N= \ =N N= /
\ N // N
X AN
N \\ SN 1.HSO4CI N \ h \\ N
NG N= 2.NaHCO, AN
N zZn N —_— N )
\ RN /)
N N
Ut U@t
e T ey ®
=N N= =N N=
O O NaO3;S O SO3Na
o . O $) )

Zino¢naty TPyzPz 2 z predchadzajucej reakcie (0,48 g, 0,40 mmol) bol
spolu s kyselinou chlérsulfénovou (2,5 ml, 37,54 mmol) zahrievany k varu pod
spatnym chladiCom po dobu priblizne 1 hodiny. Obsah varnej banky bol
nasledne preliaty do nasyteného vodného roztoku chloridu sodného (cca
50 ml). DoSlo k burlivej reakcii, pri ktorej vznikli zelené krystaly, tie boli odsaté
na frite, premyté roztokom chloridu sodného a potom velkym mnozstvom
destilovanej vody.

K ziskanym krystalom bol pridany 5% NaHCOs (10 ml) a malé mnozstvo
pevného NaHCOs. Zmes bola potom dlhSiu dobu suspendovana v ultrazvuku
a nasledne mieSana pri laboratérnej teplote cez noc, potom odpareng,
zmieSana s etanolom, prefiltrovana na frite a nakoniec premyta velkym

mnozstvom etanolu.
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Ziskana latka 3 (cca 1,15 g) bola precistena gélovou chromatografiou na
Superdexe 30 za nasledovnych podmienok: objem kolény: 130 ml, rychlost
elucie: 0,5 ml/min, velkost frakcii: 1 ml. Zbieranie frakcii bolo automatizované
pomocou pristroja AKTA aich &istota sa hodnotila meranim absorbancie
a konduktivity. Kedze latka vytekala zkoldény priliS§ koncentrovana, boli
absorpéné spektra u vybranych frakcii merané manualne po 50, 75 alebo 100-
nasobnom nariedeni v rozsahu 200 - 800 nm. Cistota frakcii bola hodnotena
hlavne tvarom spektra v oblasti 250 - 400 nm. Cisté frakcie boli odparené

a Spinavé frakcie boli opatovne precistené pomocou gélovej chromatografie.

Vytazok: 77 mg (10 % teoretického vytazku).

Elementarna analyza: vypocCitané pre Cr2H32N16Nas024SsZn.8H20: C 40,13; H
2,25; N, 10,40; S 11.90; zistené : C 40,36; N 10,615; H 2,845; S 12,26

UV/VIS (voda): Amax (1 M) (€) 649 nm (89 530 dm?3 mol~' cm™), 615 (32 020),
366 (82 970), (voda + pyridin (4,8 %)): Amax (1 uM) (€) 654 nm (133 700 dm?
mol~" cm™), 592 (19 210), 373 ( 80 910)
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4.5 Vybavenie pre pracu s bunkovou liniou

1.

Pracovné pombcky

automatické pipety rézneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

8-kanalova elektronicka pipeta e-PET BioHit 50 - 1200 pl (BioHit, Finsko)
sterilné plastové Spicky rézneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

sterilné plastové sérologické pipety rézneho objemu (TPP, Svajéiarsko)
pipetovacie nastavce Biohit Midi Plus (Biohit, Finsko)

sterilné Pasteurove pipety (Brand, Nemecko)

sterilné plastové inkuba&né nadoby T75 (TPP, Svajgiarsko)

96-jamkové mikrotitraéné dosticky s plochym dnom (TPP, Svajgiarsko)
sterilné Petriho misky pre konfokalnu mikroskopiu so sklenenym dnom
(hrubka 140 um; WillCo Wells, Holandsko)

sterilné mikroskopické sklicka s kultivaénym nastavcom (Eppendorf,
Nemecko)

sterilné mikroskumavky r6zneho objemu (Eppendorf, Nemecko)

sterilné laboratérne sklo (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)
sterilné plastoveé vanicky

podloZzné a krycie sklicka (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

Blrkerova komorka (Brand, Nemecko)

Pracovné pristroje

bunkové inkubatory s termostatom a regulaciou koncentracie CO:2
(Sanyo, Esco)

box s laminarnym prudenim Bio Air TopSafe 1.2 (EuroClone, Taliansko)
vodny kupel (Memmert, Nemecko)

epifluorescenény mikroskop Nikon Eclipse TS100 a Nikon Ti E (Nikon,

Japonsko)
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450 W xenodnova lampa Newport s 9 cm vodnym a long-pass filtrom
Newport OG570 (Newport Corporation, USA)

stolova trepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments,
Nemecko)

Citatka mikrotitraCnych dostiCiek Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd.,

Svajgiarsko)

. Reagencie a chemikalie

kultivacné médium DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium; Lonza,
Belgicko)

fetalne bovinné sérum, 10% (FBS; Lonza, Belgicko)

pufer HEPES, 1M (Sigma, Nemecko)

roztok penicilin/streptomycin (Lonza, Belgicko)

roztok L-glutaminu (Lonza, Belgicko)

roztok trypsin/EDTA (Lonza, Belgicko)

fosfatovy pufer, tablety (Sigma, Nemecko alebo MP Biocmedicals, USA)
roztok peroxidu vodika, 3% (Fluka, Sigma, Nemecko)

trypanova modra, 0,4% (Sigma-Aldrich, USA)

roztok neutralnej ¢ervene, 3,3 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA)

fixatny roztok pre neutralnu cervenn — 1% roztok CaClz2 v 0,5%
formaldehyde

lyzaCny roztok pre neutralnu Cerven — 1% roztok ladovej kyseliny octovej
v 50% etanole

ADS pufer obsahujuci vapnik (116 mM NaCl, 5,3 mM KCI, 1,2 mM
MgS04:7H20, 1,13 mM NaH2PO4-2H20, 20 mM HEPES, 1 mM CaClz)
fluorescentna sonda LysoTracker Blue DND-22 (Molecular Probes,
USA)

fluorescenéna sonda MitoTracker Green FM (Molecular Probes, USA)
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4.6 Priprava bunkovej linie HeLa na testovanie

VSetky bunkové testy prebiehali na fudskej linii HeLa buniek, ktora
pochadza z karcindbmu krcka maternice. Bunky boli kultivované v sérovom
médiu (SCM), ktoré bolo pripravené za sterilnych podmienok v laminarnom
boxe pridanim HEPES pufru (1 objem. %), roztoku penicilinu so
streptomycinom (1 objem. %), L-glutaminu (2 objem. %) a fetalneho bovinného
séra (10 objem. %) kmédiu DMEM. Kultivacia prebiehala v sterilnych
plastovych inkubaénych nadobach s plochou 75 cm? (T75) v bunkovom

inkubatore pri teplote 37 °C, 5% CO:2 a konstantnej vihkosti.

4.6.1 Pasazovanie

Pasazovanie je prenos buniek do novej kultivacnej nadoby s Cerstvym
médiom, ktory je nutné pravidelne opakovat, jednak z dévodu vyCerpania
Zzivného média a jednak, aby nedochadzalo k neziaducim zmenam vlastnosti,
morfoldgie a zivotaschopnosti buniek.

HeLa bunky boli kultivované po dobu 3 — 4 dni, az kym nebola
dosiahnuta ich 80 — 90% konfluencia (t.j. miera narastu na dne kultivanej
nadoby), ktora bola vzdy pred samotnym pasazovanim mikroskopicky
skontrolovana.

Manipulacia s bunkami poCas pasazovania prebiehala v laminarnom
boxe a vSetky pouzité roztoky boli tesne pred pasazou vytemperované vo
vodnom kupeli na 37 °C.

Na zaciatku bolo odobraté staré médium a bunky na dne kultivaCnej
nadoby boli dvakrat premyté sterinym PBS. Potom k nim bol pridany 1 ml
roztoku trypsinu a rozprestrety po celom povrchu kultivacnej ffaSe. Nasledne
prebiehala v uzavretej flasi trypsinizacia v inkubatore pri 37 °C po dobu
maximalne 5 minut a pod mikroskopom bolo skontrolované odlucenie vSetkych
buniek od dna nadoby a ich rozsuspendovanie. Do ffaSe bolo potom pridanych
9 ml SCM a cely obsah bol niekolkokrat nasaty a opatovne vypusteny pipetou,

aby bola zaistend resuspendacia buniek a rozbitie ich zhlukov. Do novej
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kultivacnej ffaSe bolo napipetovanych 15 ml SCM a k nim prenesena cast
bunkovej suspenzie. Po premieSani bola vzniknuta suspenzia rozprestreta na
dne kultivatnej flaSe a do dalSej pasaze uchovavana za vySSie uvedenych
podmienok v inkubatore. ZvySok bunkovej suspenzie bol vyuzity pri

nasadzovani buniek na experimenty.

4.6.2 Stanovenie poétu zivotaschopnych buniek

Zistovanie pocCtu zZivych buniek prebiehalo pod mikroskopom
v Blrkerovej komérke s pouzitim trypanovej modrej. Ide o farbivo, ktoré farbi
mftve bunky, zatial o zivé bunky toto farbivo aktivne transportuju von, preto
zostavaju nezafarbené.

Do mikroskumavky bolo napipetovanych 100 pl 0,4% roztoku trypanove;j
modrej a 100 pl suspenzie HelLa buniek. Po premieSani a 5-minutovej inkubacii
pri laboratérnej teplote bolo na obidve strany Burkerovej komorky
napipetovanych 10 ul farebnej suspenzie a boli spocitané Zivé bunky. Vysledny

pocet bol prepocitany na pocet zivych buniek v 1 ml suspenzie.

4.7 Fotodynamicka aktivita

4.7.1 Nasadzovanie buniek na experimenty

ZmieSanim predhriatetho SCM s adekvatnym mnoZstvom bunkovej
suspenzie v sterilnej plastovej vaniCke bola pripravena suspenzia buniek pre
nasadzovanie na experimenty s koncentraciou 75000 buniek/ml. Tato
suspenzia bola nasledne napipetovana multikanalovou elektronickou pipetou do
96-jamkovej mikrotitracnej dosticky v mnozstve 100 pl do kazdej jamky
a ponechana v inkubatore po dobu 24 hodin. Po uplynuti tejto doby boli bunky
pouZité pri testoch na fototoxicitu (t.j. toxicita PS po aktivacii svetlom) alebo tzv.
,<dark toxicitu® (t.j. vlastna toxicita PS bez aktivacie svetlom).
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4.7.2 Stanovenie fototoxicity

K bunkam bola pridana syntetizovana latka 3 v réznych koncentraciach
(0,1 — 10 pM), priCom roztoky testovanej latky boli pripravené sterilne
v mikroskumavkach nariedenim zasobného roztoku latky 3 s koncentraciou
750 uM predhriatym bezsérovym médiom (SFM).

Bunky, ktoré sluzili ako negativna kontrola, boli usmrtené pridanim
letalnej davky H202, ostatnym bunkam bolo odobraté staré médium. K bunkam,
ktoré sluzili ako pozitivna kontrola, bolo pridanych 100 ul Cerstvého SFM a
k ostatnym bunkam boli pridané pripravené roztoky Studovaného fotosenzitizéru
3, pricom kazda testovana koncentracia bola pipetovana do troch jamiek
mikrotitracnej dosticky, vzdy v mnozstve 100 pl. Praca prebiehala v steriinom
prostredi laminarneho boxu a manipulacia s latkou 3 prebiehala za tmy, aby
nedoslo k neziaducej pred€asnej aktivacii fotosenzitizéru.

Nasledovala 12-hodinova inkubacia a po nej kompletna sterilna vymena
meédia za Cerstvé SFM u vSetkych buniek vratane kontrol. Potom boli bunky po
dobu 15 minut ozarované Cervenou Castou viditelného spektra pomocou 450 W
xendnovej vybojky (A > 570 nm; 12,4 mW cm3; 11,2 J cm2). Po oziareni boli
bunky viozené do inkubatora na 24 hodin a potom bola hodnotena ich
Zivotaschopnost’ testom vychytavania neutralnej Cervene (neutral red uptake
assay; NRU).

4.7.3 Stanovenie toxicity v tme

Stanovenie vlastnej toxicity latky 3 prebiehalo obdobnym spésobom ako
stanovenie fototoxicity, ale stym rozdielom, Zze boli pouzit¢é omnoho vySSie
koncentracie testovaného PS (10 — 1000 uM), ktoré boli pripravené nariedenim
zasobného roztoku s koncentraciou 1000 uM v SCM a 24-hodinovej inkubacii

nepredchadzala aktivacia svetlom.

37



4.7.4 Vyhodnotenie cytotoxicithnych experimentov

Vyhodnotenie oboch vySSie uvedenych experimentov prebiehalo
stanovenim zZivotaschopnosti buniek pomocou NRU.

Neutralna cerven (neutral red, NR) je farbivo, ktoré sa vdaka
ion-trappingu hromadi v lyzozomoch zivych buniek, zatial ¢o u mftvych buniek
s poSkodenymi membranami k tomuto vychytavaniu nedochadza. Mnozstvo
zadrZzaného farbiva je teda priamo umerné poctu zivych buniek ato je
vyuzivané pri kvantitativnom spektrofotometrickom stanoveni zZivotaschopnosti
buniek.

Po ukonceni inkubacie bolo k bunkam do kazdej jamky mikrotitraCnej
dosticky pridanych 100 ul roztoku NR s koncentraciou 80 ug/ml (pripraveného
zo zasobného roztoku NR s koncentraciou 3,3 g/l). Vysledna koncentracia NR
v jamkach teda bola 40 ug/ml. Bunky sa nechali inkubovat 2 hodiny, potom bolo
odstranené médium a do kazdej jamky bolo napipetovanych 100 pl fixatného
roztoku (1% roztok CaCl2 v 0,5% formaldehyde). Pri laboratdrnej teplote doslo
v priebehu 15 minut k fixacii buniek na dno jamiek dosticky. Fixaény roztok bol
potom odstraneny a bunky dvakrat premyté 100 pl PBS. Nasledne bolo
k bunkam pridanych 200 pl lyzaéného roztoku (1% roztok ladovej kyseliny
octovej v 50% etanole) a po dobu 30 minut boli bunky lyzované na stolovej
trepacke pri laboratornej teplote.

Experimenty boli vyhodnocované spektrofotometricky = pomocou
multifunkénej Citacky mikrotitratnych dostiCiek Tecan Infinite M200, priCom
v kazdej jamke dostiky bola merana absorbancia pri vinovej dizke 540 nm.
Zivotaschopnost buniek bola vyjadrena percentualne vzhladom na pozitivnu
kontrolu.

Grafické spracovanie vysledkov, vypocet hodnét ECso a TCso a
Statisticka analyza boli vykonané pomocou programu GraphPad Prism verzia
7.04 (GraphPad Software, USA). Ziskané data boli spracované jednofaktorovou
analyzou rozptylu s Bonferroniho post hoc metddou viachasobného
porovnavania. Vysledky boli porovnané s kontrolou a priemery boli povazované
za S$tatisticky vyznamné, ak *p<0,05, **p<0,01 a ***p<0,001. Udaje v grafoch su
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uvedené ako priemerné hodnoty so smerodajnou odchylkou. VSetky

experimenty boli vykonané minimalne v troch opakovaniach (n = 3).

4.8 Fotograficka dokumentacia

Pre fotograficki dokumentaciu bola linia HelLa buniek nasadzovana
na sterilné Petriho misky vhodné pre konfokalnu mikroskopiu (priemer 3 cm,
sklenené dno). Priprava bunkovej suspenzie prebiehala obdobnym spdsobom
ako pri cytotoxicitnych experimentoch. Pipetované boli 2 ml suspenzie

s koncentraciou 50000 buniek/ml a potom nasledovala 24-hodinova inkubacia.

4.8.1 Subcelularna lokalizacia

Po inkubacii bola k bunkam pridana latka 3 (10 yuM) a bunky boli vlozené
do inkubatora na dalSich 12 hodin. Potom boli bunky oplachnuté a boli k nim
pridané fluorescencné sondy MitoTracker Green FM (2 pyM) a LysoTracker
Blue DND-22 (2 yM) v €erstvom médiu (SFM). Bunky sa ponechali 15 minut
inkubovat’ a potom boli dvakrat premyté predhriatym ADS pufrom obsahujicim
vapnik (116 mM NaCl, 5,3 mM KCI, 1,2 mM MgSO4:7H20, 1,13 mM
NaH2P04-2H20, 20 mM HEPES, 1 mM CaCl2). Nasledne k nim bolo pridané
Cerstvé SFM a boli vyhotovené mikrofotografie pomocou epifluorescenéného
mikroskopu Nikon Ti E s vyuzitim filter setov DAPI (LysoTracker), FITC
(MitoTracker) a Cy5 (latka 3) a diferencialneho interferenéného kontrastu (DIC;

celkova morfologia bunky).

4.8.2 Morfologické zmeny

Oziarenim buniek fluorescenénym kanalom Cy5 dochadza k aktivacii

latky 3 a jej fotodynamickému pésobeniu. S vyuzitim rovnakej techniky ako pri
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stanoveni subcelularnej lokalizacie je mozné sledovat morfologické zmeny na

celej bunke, membrane, mitochondriach a lyzozémoch.

4.9 Meranie zavislosti fotofyzikalnych vlastnosti na

zmene pH

Bola pripravena sada roztokov kyselin s r6éznymi hodnotami pH
v rozmedzi 0,22 — 5,17. Meranie pH prebiehalo na pH metri HANNA pH 209,
ktory bol pred meranim kalibrovany na pH = 7,00 a 4,00. Nasledne bol
vytvoreny zasobny roztok latky 3 s koncentraciou 100 uM, ktory bol pridany
k roztoku kyseliny s danym pH za vzniku 1uM roztoku a boli merané absorpcné

spektra.

4.10 Meranie zavislosti fotofyzikalnych vlastnosti na

vazbe na hovadzi albumin

Bol pripraveny zasobny roztok hovadzieho albuminu (BSA)
s koncentraciou 30 mg/ml (455 pM) a z neho nariedenim dalSi zasobny roztok
s koncentraciou 0,3 mg/ml (5 upM). Zo =zasobného roztoku latky 3
s koncentraciou 100 yM bol do kyvety pripraveny roztok s koncentraciou 1 uM
a postupne bol pridavany roztok BSA, najprv menej koncentrovany az po
celkovy pridavok 1 ml a potom koncentrovanejsi roztok az po celkovy pridavok
0,2 ml. Po kazdom pridavku BSA bolo merané absorpcné a fluorescenéné
spektrum.

Obdobnym spdsobom boli merané absorpéné spektra a fluorescencia aj

s fosfatovym pufrom (PBS) namiesto supercistej vody.
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5 Vysledky a diskusia

AzaPc predstavuju nadejnu skupinu fotosenzitizérov pre fotodynamicku
terapiu. Medzi ich pozitivne vlastnosti patri absorpcia v oblasti 650 - 750 nm a
schopnost produkovat’ singletovy kyslik. Ich nevyhodou je nizka rozpustnost’ vo
vode a tendencia k agregacii spésobena ich planarnou Strukturou, €o znizuje
ich fotodynamicku uc€innost. Tuto nevyhodu je mozZné odstranit vhodnou
substituciou na periférii bud objemnymi substituentami alebo skupinami s
kladnymi alebo zapornymi nabojmi, ktoré sa budu svojimi elektrostatickymi
silami navzajom odpudzovat.

Ciefom mojej diplomovej prace bolo nasyntetizovat sulfénovany derivat
AzaPc s centralne viazanym zinoCnatym kationom a s 8 sulfénovymi skupinami
na periférii so zapornym nabojom, ktory by mal byt vo vode dobre rozpustny a
malo agregovany, ¢o su dobré predpoklady pre jeho vysoku fotodynamicku
uginnost. Daldimi cielmi bolo meranie fotofyzikalnych  vlastnosti
nasyntetizovanej latky, otestovanie jej fotodynamickej aktivity a urCenie jej

lokalizacie v bunkach.

5.1 Syntéza

Syntéza pozostavala z troch krokov (Obr. 12). V prvom kroku prebehla
kondenzaCna reakcia diaminomaleonitrilu s benzilom za pouzitia kyseliny
octovej ako rozpustadla. Vznikol 5,6-difenylpyrazin-2,3-dikarbonitril (1) vo
vytazku 63 %. V druhom kroku nasledovala cyklotetramerizacia a tvorba
zino¢natého komplexu reakciou s nadbytkom octanu zinoCnatého v DMAE.
Vznikol produkt 2 vo vytazku 35 %. Poslednym krokom bola sulfonacia
s pouzitim nadbytku kyseliny chlérsulfénovej, priom z popisanych postupov3®
je zname, ze prebieha selektivne do para polohy. Najprv vznika chlorid kyseliny

sulfénovej, ktory sa dalej hydrolyzuje na sulfénovu kyselinu.
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Tato zavereCna hydrolyza predstavovala najproblematickejSiu Cast' celej
syntézy. Ako prvé som vyskuSala obvykly postup, ktory sa pouziva pri hydrolyze
a to zahrievanie vo vode cez noc. Dopadlo to vS§ak neuspesne. Postupne doslo
k rozpadu celého makrocyklu, pravdepodobne z dévodu vznikajucej HCI, ktora
tento rozpad podporovala. Pri druhom pokuse o hydrolyzu som preto pouzila
NaOH (v nadbytku), aby reagoval so vznikajucou HCl a zmes som ponechala
pri laboratornej teplote. Tymto postupom sa mi podarilo ziskat vysledny
produkt 3, ale iba vo vefmi nizkom vytazku (2 %). Moznym dbévodom je fakt, ze
tentokrat bol rozpad makrocyklu podporovany prebytkom NaOH, ¢o je silna
zasada. Preto som pri tretom vykonavani hydrolyzy pouzila slabSiu zasadu a to
NaHCOs (taktiez v miernom nadbytku), ktory reagoval so vznikajucou HCI za
vzniku NaCl, CO2 a vody. Takto som zvySila vytaznost poslednej reakcie na
10 %. Aby som sa zbavila soli a nizkomolekularnych latok vzniknutych pri

hydrolyze, produkt som precistila gélovou chromatografiou na Superdexe 30.
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5.2 UV/VIS spektra

Aby bol fotosenzitizér vyuzitelny vo fotodynamickej terapii, musi byt
schopny produkovat' singletovy kyslik a na to je nevyhnutné, aby bol v mieste
ucinku pritomny v monomeérnej forme.

Po zmerani absorpéného spektra vo vode som vsak zistila, Ze latka 3 je
CiastoCne agregovana, €o znizuje jej fotodynamicku ucinnost. Agregacia sa
prejavuje poklesom absorbancie v Q-pase (650 nm), jeho rozSirenim
a narastom absorbancie pri o nie¢o nizsich vinovych dizkach. Jej dévodom je
pravdepodobne to, Ze zaporné naboje su prilis§ daleko od seba a tato latka je
stale planarna, ¢o podporuje jej agregaciu.

Dalej som merala absorp&né spektra latky 3 v PBS, ktory realnejsie
napodobriuje prostredie ludského tela a tiez v SFM, €o predstavuje kultivaéné
prostredie pre HelLa bunky, na ktorych bola latka testovana na fotodynamicku
aktivitu. V oboch pripadoch boli spektra velmi podobné a sice znacne
agregované, pravdepodobne kvdli zvySeniu ionovej sily rozpustadla atym
padom ivy$Sej snahy hydrofébneho jadra eliminovat kontakt so silne

hydrofilnym prostredim (Obr. 13).
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Obrazok 13 Absorpcné spektrum latky 3 (1 uM) v zavislosti na rozpustadle
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V snahe najst rozpustadlo, v ktorom by bola latka 3 monomérna, som
postupne vysku$ala rézne pridavky koordinacnych rozpustadiel (pyridin a THF)
a merala som absorbanciu pri vinovej dizke maxima (650 nm). U oboch latok
absorbancia v hlavhom Q-pase s pridavkom koordinaCného rozpustadla rastla
(Obr. 14). Je to dané tym, Ze koordinac¢né rozpustadlo sa viaze na zinoCnaty
kation, kolmo na planarnu Strukturu makrocyklu a oddefuje tak od seba
jednotlivé molekuly. Absorpéné spektrum latky 3 vo vode s pyridinom (4,8 %) je
uplne monomérne, €o sa prejavuje uzkym Q-pasom s vysokou absorbanciou
(Obr. 13). Nevyhodou tychto rozpustadiel je vSak ich vysoka toxicita, ktora

prakticky znemozriuje ich podanie ludom v takejto forme.
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Obrazok 14 Zavislost’ absorbancie na koncentracii rozpustadla

5.3 Fotofyzikalne vlastnosti

Latka 3 bola dalej charakterizovana fotofyzikalne a boli ziskané dblezité udaje
pre fotodynamicku ucinnost' v réznych rozpustadlach (Tab. 1). Aj tu sa odrazaju
uz vysSie zmienené fakty ohladom agregacie, kde je lahko pozorovatelne, Ze
vo vode alebo v pritomnosti soli dochadza k vyraznému poklesu kvantového

vytazku fluorescencie (®r).
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Tabulka 1 Prehl'ad fotofyzikalnych vlastnosti latky 3

Rozpustadlo Amax (nm) () PF
voda 649 0,302 0,12

voda + pyridin 654 0,31
PBS 650 0,006
SFM 650 0,003

aJdaj zmerany RNDr. Paviom Kubatom, CSc. na Ustavu fyzikalni chemie J. Heyrovského, Akademie véd
CR.

5.4 Fotodynamicka aktivita

Syntetizovanu latku 3 som otestovala na fotodynamicku aktivitu na
nadorovych HelLa bunkach za vySSie popisanych podmienok. Boli stanovené
hodnoty ECso (t.j. stredna efektivna koncentracia), ktora zodpoveda koncentracii
PS, pri ktorej pocet Zivotaschopnych buniek po aktivacii svetlom poklesol na
polovicu pévodného poctu a TCso (t.j. stredna toxicka koncentracia), ktora
zodpoveda koncentracii PS, pri ktorej po€et Zivotaschopnych buniek poklesol
na polovicu pdévodneho poctu bez predchadzajucej aktivacie svetlom. Z tychto
hodnét bol dalej ur€eny pomer TCso/ECs0 ako obdoba terapeutického indexu.
Z hladiska ucinnosti a bezpec€nosti fotodynamickej terapie je teda Ziaduce, aby
bol tento pomer €o najvyssi.

VSetky experimenty pre stanovenie fotodynamickej aktivity prebiehali
v bezsérovom médiu (SFM), pretoze pri testoch s pouzitim média so sérom
(SCM) bola latka prakticky neuinnd — ani pri najvy$Sej testovatelnej
koncentracii fotosenzitizéru 50 uM nedoslo k poklesu poctu zivych buniek na
50 %.
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SCM na rozdiel od SFM obsahuje navySe aj FBS (10 %), ktorého
hlavnou zloZkou je hovadzi albumin (BSA), preto je vysoko pravdepodobné, Ze
prave interakcie PS s albuminom (respektive aj sinymi bielkovinami
obsiahnutymi vo FBS) prispievaju k vyrazne nizSej fotodynamickej aktivite PS
v SCM (ECso > 50 pM) oproti aktivite v SFM (ECso = 0,938 uM). Navyse
interakcie so sérovymi proteinmi boli popisané aj u inych anionickych PS. Vplyv

BSA som preto skumala podrobnejsie (vid dalej).

5.4.1 Fototoxicita

Experimentalne ziskané hodnoty udavajuce zivotaschopnost buniek po
oZiareni v zavislosti na koncentracii PS su zobrazené v grafe (Obr. 15).
V bezsérovom médiu bola ulatky 3 stanovena hodnota ECso = 0,938
+ 0,388 uM.
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Obrazok 15 Zavislost' zivotaschopnosti buniek na koncentracii fotosenzitizéru 3 po aktivacii
svetlom, **p<0,01, ***p<0,001
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V porovnani so Strukturne podobnym anionickym TPyzPz s centralne
viazanym zinoCnatym katibnom a periférne substituovanym 16 karboxylovymi
skupinami (Obr. 16) s ECso = 0,55 £ 0,09 yM v SFM vykazuje latka 3 len mierne
nizSiu aktivitu. Pri porovnani vysledkov fototoxicitnych testov u oboch latok
v SCM bola vSak porovnavana latka omnoho GéinnejSia (ECso = 5,7 + 1,1 uM).36
Jednym z dévodov niz8ej fototoxicity latky 3 je pravdepodobne fakt, Zze latka je
v kultivatnom médiu pritomna v agregovanej forme a to vedie k niz8ej produkcii
singletového kyslika, ktory je hlavnym Ciniteflom sprostredkuvajucim fototoxicku

reakciu.
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Obrazok 16 Anionicky TPyzPz s karboxylovymi skupinami

5.4.2 Toxicita v tme

Namerané hodnoty Zivotaschopnosti buniek v zavislosti na koncentracii
PS su zobrazené v nasledujucom grafe (Obr. 17). Stredna toxicka koncentracia
latky 3 v tme bola TCso > 1000 uM, teda omnoho vysSia nez najvysSia pouZita
koncentracia. V porovnani s inymi PS udavanymi v literature je vlastna toxicita

latky 3 vynimocne nizka.3”
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Obrazok 17 Zavislost’ Zivotaschopnosti buniek na koncentracii fotosenzitizéru 3 bez aktivacie
svetlom, *p<0,05

Aj ked latka 3 nevynika vysokou aktivitou po oziareni, na druhej strane je
relativne malo toxicka, vdaka <¢omu ma vefmi priaznivy pomer
TCs0/ECs0> 1066, ktory je o niekolko radov vysSi ako u spominaného AzaPc
s karboxylovymi skupinami, ktory dosahuje hodnotu TCso/ECso = 27.36 Latka 3
ma teda urcite potencial pre vyuzitie ako PS vo fotodynamickej terapii.
V porovnani s kationickymi AzaPc je vSak tento pomer stale o niekolko radov

nizsi.3’

5.5 Pozorovanie subcelularnej lokalizacie

a morfologickych zmien po oziareni

Pozorovanim pod fluorescenénym mikroskopom za pouzitia vhodnych
filtrov (Cy5, DAPI a FITC) som zistovala, v ktorych bunkovych Strukturach sa
hromadi latka 3 po 1 h inkubacii. Pomocou farebnych fluorescenénych sond boli

zviditelnené lyzozoémy a mitochondrie, PS ma vlastnu Cervenu fluorescenciu.
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V zloZzenom obrazku vidno fialové stopy, ktoré vznikli prekrytim Cervenej stopy
PS a modrej stopy lyzozémov, v ktorych sa akumuluje (Obr. 18).
Experimentalne zistena lokalizacia PS 3 vlyzozémoch je podfa literatury

v sulade s lokalizaciou inych anionickych PS.8

DIC Lyzozémy  Fotosenzitizér Mitochondrie Zlozeny

Obrazok 18 Subcelularna lokalizacia latky 3 a morfolégia buniek pred oziarenim, mierka zodpoveda
50 uym

Po oziareni doSlo k usmrteniu buniek, pri ktorom doSlo k prasknutiu
lyzozémov a vyliatiu ich obsahu vratane PS do cytoplazmy, ¢o sa prejavilo
objavenim jeho farebnej stopy v celej cytoplazme (Obr. 19). Na prvom obrazku
zlfava je vidiet morfologické zmeny, ktoré nastali po oziareni buniek — doSlo
k tvorbe rozsiahlych pluzgierovitych Struktur membrany (tzv. nekrotické bleby),

strate vlaknitej Struktury mitochondrii a vymiznutiu signalu z lyzozémov.

DIC Lyzozomy Fotosenzitizér Mitochondrie Zlozeny

Obrazok 19 Subcelularna lokalizacia latky 3 a morfologické zmeny po oziareni, mierka zodpoveda
50 ym
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5.6 Vplyv pH

Dévodom syntézy latky 3 bolo ziskanie derivatu AzaPc so zapornymi
nabojmi na periférii, vdaka ktorym by sa jednotlivé molekuly mali odpudzovat
a latka by mala byt vo vode monomérna. Preto je z hladiska fotodynamickej
aktivity dolezité, aby latka bola na mieste ucCinku prednostne v ionizovanej
forme a to, Ci je latka v ionizovanej alebo neionizovanej forme, je silne zavislé
od pH. KedZe latka 3 sa hromadi a teda aj pésobi hlavne v lyzozémoch, kde je
kyslé pH, zaujimala som sa o vplyv pH v rozmedzi 0,22 — 5,17 na ionizaciu
a teda aj monomerizaciu latky vo vode. V silne kyslom pH = 0,22 bola podla
absorpénych spektier latka prakticky uplne agregovana. Z absorpénych spektier
taktiez vyplynulo, Ze srastucim pH rastie absorbancia pri 650 nm a teda
dochadza k monomerizacii latky (Obr. 20, 21). Pri pH = 2 je 50 % latky 3
v agregovanej a 50 % v monomérnej forme. Pri pH lyzozémov (4,5 — 5,0) je
latka z vacsej Casti monomérna (Obr. 21). Kyslé prostredie lyzozémov by teda

nemalo vyrazne negativne ovplyviovat jej fotodynamicku ucinnost.
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Obrazok 20 Zavislost’ absorbancie na pH
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Obrazok 21 Absorbancia v Q-pase v zavislosti na pH

5.7 Vplyv bielkovin

KedZe testy na bunkach naznadili, ze interakcie PS s albuminom (BSA)
by mohli byt pri€inou jeho nizkej fotodynamickej ucinnosti v SCM, zistovala

som vplyv BSA na absorpéné a fluorescencné spektra.
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Obrazok 22 Zmeny v absorpénom spektre latky 3 vo vode po pridavku BSA
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Absorpéné spektrum latky 3 je vo vode iba CiastoCne agregované. Pri
postupnom pridavani BSA dochadza k vazbe molekul fotosenzitizéru na
albumin, o sa prejavuje posunom spektra k vy$sim vinovym dizkam (Obr. 22).

Oproti tomu absorpéné spektrum latky 3 v PBS je na zaciatku znacne
agregované a s rastucou koncentraciou BSA dochadza k monomerizacii, ale ani
pri najvys$dej koncentracii BSA (47 uM) nie je spektrum uUplne monomérne
(Obr.23). Porovnanim tychto dvoch spektier (Obr. 22, 23) je vidiet znacny vplyv
soli z PBS.
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Obrazok 23 Zmeny v absorpénom spektre latky 3 v PBS po pridavku BSA

Okrem vplyvu pridavku BSA na absorpéné spektrum roztoku latky 3
s koncentraciou 1 uM som zistovala aj jeho vplyv na kvantové vytazky
fluorescencie. Z grafov (Obr. 24) zavislosti fluorescencie na pridavku BSA je
zrejme, ze v pripade vody doSlo kinterakcii v pomere 2:1 aze dochadza
k siinému zhaSaniu excitovanych stavov. V pripade PBS doslo taktiez
k naviazaniu priblizne dvoch molekul latky 3 na 1 molekulu albuminu, ale
navySe dochadza k dvom réznym javom s protichodnym vplyvom na produkciu
fluorescencie. Jednak dochadza k monomerizacii fotosenzitizéru (vid absorp&né
spektra, Obr. 23), vdésledku ¢€oho mozno ocCakavat vySSiu produkciu

fluorescencie ajednak dochadza u fotosenzitizéru, ktory je naviazany
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na albumine, k zhasaniu fluorescencie. Vysledna produkcia fluorescencie je
dana scitanim oboch tychto efektov a to, ¢i s pridavkom BSA rastie alebo klesa,
zavisi od toho, ktory z efektov prevazi.

PociatoCna fluorescencia latky 3 v PBS je podstatne nizSia nez vo vode,
kedze latka je kvoli vzajomnym interakciam s PBS znalne agregovana. Pri
prvych pridavkoch BSA prevazi efekt zhasania fluorescencie, po dalSich
pridavkoch vSak prevladne efekt monomerizacie astym spojeny narast
fluorescencie (Obr. 24, 25).
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Obrazok 24 Zavislost’ fluorescencie na koncentracii BSA vo vode a v PBS
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Obrazok 25 Zavislost’ fluorescencie na koncentracii BSA v PBS
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6 Zaver

e Bol nasyntetizovany anionicky PS (3), ktory je vdaka elektostatickym
odpudivym silam sulfonatovych skupin rozpustny vo vode. Na zaklade
absorpcnych spektier vSak vo vode CiastoCne agreguje.

e \/ bezsérovom médiu (SFM) bola otestovana jeho fotodynamicka aktivita
(fototoxicita ECso = 0,938 + 0,388 uM a toxicita v tme TCso > 1000 pM),
ktora je porovnatefna s inymi anionickymi PS uvadzanymi v literature.

e V médiu obsahujucom sérum (SCM) je kvéli vazbe na plazmatické
bielkoviny prakticky neucinny (ECso > 100 uM).

e Ako hlavné bunkové Struktury, v ktorych sa dany PS akumuluje, boli
urCené lyzozémy. Tie po oziareni praskaju aich obsah sa vylieva do
cytoplazmy.

e Vazbou PS na albumin dochadza k zhasaniu excitovanych stavov, ale
u agregovaného PS zaroven dochadza aj k monomerizacii atym

k zvySeniu fluorescencie.
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