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1 Uvod

Principem fotodynamického jevu (PDE) je absorpce svétla specifickou slouceninou
znamou jako fotosenzitizér. Po absorpci muze excitovany fotosenzitizér uvolnit prebytecnou
energii fluorescenci nebo prejit do tripletového stavu. Tésny kontakt s okolnimi molekulami
muze nasledné vést k prenosu elektront, coz vede k tvorbé volnych radikalt nebo
radikalovych iontl, které mohou dale interagovat s jinymi molekulami produkujicimi
superoxidové aniontové radikaly, peroxidy vodiku a hydroxylovy radikal. Alternativn€ muaze
excitovany fotosenzitizér pfenést energii na molekulu kysliku za vzniku singletového kysliku
(Obrazekl). I kdyz obé reakce mohou probihat soucasn€, pomér mezi nimi zavisi na chemické

struktufe fotosenzitizérti a molekul substratu, stejné jako na koncentraci kysliku [1, 2].
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Obrazek 1: Mechanismy fotodynamické inaktivace riiznych patogenii ilustrované Jablonského
diagramem. SO — singletovy zdkladni stav, S1-prvni singletovy excitovany stav, PS
fotosenczitizér v zdkladnim stavu, 1PS*- fotosenzitizér v singletovém excitovaném stavu, 3PS*-
fotosenczitizér v tripletovém excitovaném stavu, ISC-mezisystémovy prechod (intersystem
crossing), 14g-singletovy molekularni kyslik. [3]



Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) pomoci PDE je zakladem fotodynamické
terapie (PDT), ktera se stava alternativni metodou pfi 1écbé fady onkologickych,
kardiovaskularnich, koznich a ocnich onemocnéni. PDT se také pouziva pii 1é¢bé chronického
zanétu a bakterialnich infekci rezistentnich na Iéky [4].

Fotodynamicka terapie (PDT) uziva lokéalniho nebo systémového podani fotosenzitivni
slouceniny (fotosenzitizéru), ktera je pfevazné absorbovana a ulozena v patologickych tkanich
nebo patogennich organismech. Energie svétla je nasledné prenesena pies fotosenzitizér na
kyslik nebo jiné molekuly, které vyvolaji vazné zmény vedouci k selektivnimu poskozeni
patologickych bunék.

Popisovana fotocytotoxicka reakce probéhne pouze v patologické tkani v oblasti
distribuce fotosenzitizéru a umoznuje tak selektivni destrukci. Fotosenzitizér se koncentruje
ve znacné vyssi koncentraci v nadorovych burikach nez v normalnich burikach. Diivodem
takové biodistribuce miize byt tendence fotosenzitizéru se prednostné spojovat s lipoproteiny
nizké denzity (LDL) spole¢né s cholesterolem, ktery je nezbytny pro vytvoreni membran
béhem bunécného déleni. Vyrazne se délici nadorové buiiky se vyznacuji zvySenym piijmem
LDL lipoproteint, které funguji jako prenasece fotosenzitizéru do nadorové tkan€. Navic
tkané se zvySenou mitotickou aktivitou se vyznacuji excesivnim mnozstvim LDL receptord na
svém povrchu. Afinita senzitizéru k sérovym lipoproteinim, zvlasté k LDL, hraje dulezitou
roli k dodéavani téchto latek do tumordzni tkang.

V soucasnosti je znamo, ze PDT vede k systémové protinadorové reakci.
Fotodynamicka terapie ma vliv na cévni systém nadoru a stimuluje imunitni systém. Proces
destrukce nadorové tkané je také navozen aktivaci koagulacnich procest (okluzi cév tumoru)
a lokalnim nahromadénim bunék zanétu. Nadorové buriky, které unikly smrti zptisobené
pfimym fototoxickym efektem PDT, stale mizou byt zniCeny cestou nepiimého poskozeni
cév vyzivujici tumor. Reaktivni kyslikové radikaly nici cévni endotelialni buriky aktivaci
trombotickych procest, agregaci desticek a uzavéra cév tromby. Jako vysledek uzavéru cév
vznika stala hypoxie tumorodzni tkané vedouci ke smrti bunék.

Dale efektivita PDT metod je spojena se systémovou protinddorovou imunitni
odpoveédi organismu. PDT nici struktury tumoru a takto umoziuje pfimou interakci mezi
imunitnimi buitkami a burikami nadoru. Pfima destrukce tumordzni tkan€ vede k silné
zanétlivé reakci a neoplazmatické infiltraci leukocytt. Fotodynamické znic¢eni membran vede
k aktivaci fosfolipaz a cyklooxygenaz zptisobujicich masivni uvolnéni mediatorti zanétu —

produktl hydrolyzy lipidi a metaboliti kyseliny arachidonové. Fotoposkozeni stén cév



pfitahuje neutrofily a makrofagy. Degradace neutrofilt stejné jako uvolnéni lysosomalnich
enzymu a chemotaktickych faktort dale pfispiva k destrukci tumordzni tkan€, zesilujici
destruk¢ni proces pocaty drivejsim ozatenim [5].

Ptimy cytotoxicky efekt je vysledkem inkorporace senzitizéru do bunky a ucinkt
nasledné produkovanych ROS. O tom, jaké bunécné struktury budou poskozeny pii PDT,
rozhoduje tedy lokalizace senzitizéru v butice [6]. Lipofilni senzitizéry (napiiklad hypericin,
mTHPC a Photofrin) se vazi na membrany a vykazuji svij efekt pfimo fotoperoxidaci a
poskozenim samotné membrany nebo inaktivaci enzymu v ni vazanych. Na druhou stranu
hydrofilni senzitizéry (naptiklad AIPcS4) se kumuluji v lysosomech, kde poskozeni téchto
organel vede k uvolnéni hydrolytickych enzymi a kaskadé naslednych déju vedoucich ke
smrti buniky [7]. Intracelularni umisténi se vSak mize zménit po ozafeni, tak jako tieba u
senzitizéru lokalizovanych v lysosomech naslednou relokalizaci do jinych organel a jejich
poskozenim [8].

Na subcelularni urovni jsou hlavnimi cily PDT bunécna i mitochondridlni membrana,
lysosomy a z Casti i DNA [9]. Zmény v DNA patii k dilezitym procesim spiSe béhem
pozd¢jsi aktivace apoptotické odpovedi.

Mnoho hydrofobnich senzitizéra se inkorporuje do mitochondrialni membrany a svuj
primarni ucinek vykazuje zde. Vzhledem k tomu, ze ATP potiebné k fade energetickych
pochodu v buiice je produkovano pravé v mitochondriich, bylo jejich poskozeni studovano a
prokazana inhibice velkého mnozstvi enzyma v nich obsazenych [10]. Inhibovany jsou
predevsim membranové enzymy. Cytosolové enzymy jsou méné nachylné k poskozeni. Tato
pozorovani souvisi s velice kratkou zivotnosti singletniho kysliku ve vodném prosttedi oproti
lipidové vrstvé.

Bunécna membrana je dal§Sim mistem, kde se hromadi hydrofobni senzitizéry. Po
ozafeni senzitizéru dochazi k fotoperoxidaci lipida v ni obsazenych a maze dojit az k jeji
ruptute. Toto vSak bylo pozorovano az v pozd¢jsich fazich, davno po poskozeni
mitochondrialnich proteind. Oxidované fosfolipidy slouzi jako startovni signal pro bunécnou
smrt.

Dulezitou soucasti pii PDT je kyslik a zptisob ozateni. Lokalni nedostatek kysliku
muize byt zptsoben jeho rychlym spotfebovanim béhem fotodynamického procesu nebo u
PDT in vivo snizenim krevniho zasobeni po uzavéru cév. I kdyz tento druhy efekt vyrazné
prispiva k dlouhodobé kontrole nadoru, mize v prvni fazi omezovat biologickou odpovéd na

terapii. Jednou z metod, jak tyto problémy odstranit je snizit energii svétla a umoznit tak



pomalejsi spotfebovavani kysliku, druhou je aplikace svétla po frakcich, mezi nimiz je
umoznéno tkani se opétovné okyslicit [11].

Zéanik bunek po PDT probiha procesem apoptozy nebo nekrozy [12, 13]. Nekroza je
forma bunécné smrti, ktera nastava po vyrazném poskozeni buriky. Naproti tomu apoptoza je
buiikou naprogramovana smrt. Ta ma tu vlastnost, ze pfi ni nedochéazi k masivnimu uvolnéni
bunécného obsahu do okoli a nedojde tak k vyrazné zanétlivé reakci [14].

Zivotaschopnost nadorovych bunék zavisi také na mnozstvi Zivin a kysliku
dodavanych cévami. Zasah do cévniho zasobeni je slibnou cestou k 1é¢be nadoru. PDT
indukuje vazokonstrikci v ozatfené oblasti a omezuje tim okysliceni nadoru [15]. Jde o
dusledek porusené rovnovahy mezi vazoaktivnimi a vazokonstrikénimi faktory. Po nékolika
hodinach dochazi k druhé fazi cévniho uzavéru charakterizované tvorbou trombu [1]. Do
zasazené oblasti se nedostavaji nutrity a to je pak vyraznym piinosem k dlouhodobé kontrole
nadoru a k jeho destrukei.

U vétsiny senzitizéru se proto konecny tumoricidni efekt PDT pfipisuje spiSe tomuto
efektu nez pfimé cytotoxicité. Relativni pfinos obou efektll se ov§em lisi v zavislosti na
pouzitém senzitizéru a intervalu mezi jeho podanim a ozarenim. Pro kratké intervaly je
vétSina senzitizéra jesté v celkovém obéhu a jeho koncentrace v nadoru je nizka. Proto je v
téchto pripadech pfimé pusobeni pomérmneé malé a kontrolu nad nadorem zajistuje predevsim
cévni uzaveér. Pro dlouhé intervaly, kdy je senzitizér jiz viceméné kumulovan v cilové tkani a
jeho koncentrace je zde vysoka, vétSina bunék umira pfimo po ozareni. OvSem i v tomto
pfipadé hraje vazokonstrikce a tvorba trombt dulezitou roli. Praveé z téchto divodi mize byt
Casto nutné, k dosazeni kompletni odpovédi, ozarit také okraje zdravé tkané obklopujici
nador.

PDT ovliviiuje vyraznym zpisobem imunitni systém. Byly pozorovany jak aktivace,
tak suprese imunitniho systému [16]. Velice Casto ovSem byla v mistech aplikace PDT
pozorovana aktivace imunitniho systému a indukce silné zanétlivého procesu, jez se povazuji
také za jeden z efektti vedoucich ke kone¢nému zniCeni nadorové tkané [1]

Napadena tkan uvoliiuje velké mnozstvi bunécnych residui, cytokint a dalSich
prozanétlivych signala. Po nékolika minutach po ozafeni l1ze pozorovat velké mnozstvi
neutrofil vnikajicich do poskozeného mista. Ty vylucuji enzymy a ROS, které nici
endotelové a nadorové bunky a dale zesiluji zanétlivy proces. Po smrti neutrofilti se uvolni
jejich bunéény obsah, ktery dale pusobi jako chemotakticky signal pro dalsi zanétlivé buriky.

Do poskozené tkané se dostavaji mastocyty a uvolriuji granule obsahujici vazoaktivni slozky a
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cytokiny. Déle se zde dostavaji monocyty a makrofagy fygocytujici zbytky bunék a vitalni

nadorové bunky. PDT také pravdépodobné aktivuje specifickou protinadorovou imunitu [17].
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2 Fotodynamicka terapie

2.1 Prehled

Fotosenzitizéry pouzivané v PDT piedstavuji rizné skupiny chemickych sloucenin
vcetne porfyrind, chlorofylt, bakteriochlorini, ftalocyanind, feoforbidd, purpurind, kyseliny 5-
aminolevulové (ALA), texafirind atd. Porfyrinové derivaty patii k prvni generaci
fotosenzitizért. Tato skupina vykazuje vysokou absorpci v Soretové pasmu a Spatnou
rozpustnost v polarnich rozpoustédlech, coz znevyhodiuje jejich pouziti pro klinické ucely
[18]. Druha generace fotosenzitizérti, jako jsou ftalocyaniny, chloriny a purpuriny, maji vyssi
schopnost akumulace v cilovych burikach a absorbuji svétlo v Cervené oblasti, coz umoziuje
lepsi pronikani tkani [19]. ZvySeni rozpustnosti hydrofobnich fotosenzitizérii 1ze dosahnout
napiiklad sulfonaci. Dale tvorba komplexu se zinkem, hlinikem zvySuje vytézek a zivotnost
tripletového stavu fotosenzitizéru a tim muze byt zvySena produkce singletového kysliku [20,

21, 22, 23].

2.2 Prvni generace fotosenzitizéru

Prvni aplikace fotosenzitizéru v kombinaci se svétlem muZze byt pfipsana studentovi
lékarstvi z Mnichova Oscaru Raabovi. BEéhem experimentu s akridinovym barvivem si Raab
vSimnul, Ze se u protozoi, které byly nejdfive oSetfeny barvivem a poté ozafeny, objevuje
fluorescence. Tento fenomén byl spojen se spotiebou kysliku a toxickym efektem, ktery vedl
ke smrti protozoi. Raab prezentoval toto pozorovani profesoru Von Tappeinerovi, ktery
vysvétlil a popsal tento fenomén jako fotodynamicky efekt v roce 1904. Brzy poté byl proveden
v roce 1905 prvni uspedny pokus 1é¢by nadoru s pouzitim 5% roztoku eosinu avSak tato terapie

neziskala Sirokou pozornost a byla po desetileti zapomenuta.

Fotosenzitizéry byly pfedstaveny pro lé¢bu v komerénim méfitku poprvé v roce 1970
doktorem Thomasem Doughertym a jeho kolegy. Testovali ve vodé rozpustnou smés porfyrina
nazvanou hematoporfyrinové derivaty (HpD). HpD byly ziskany cisténim a chemickou
modifikaci hematoporfirini (Hp). HpD ve srovnani s Hp vykazovaly lepsi tkariovou selektivitu
pro tumory a mensi fotosenzitujici potencial pro kiizi. Nasledné smési porfyrinovych dimera a

oligomerti izolovanych z HpD byly dostupné pod obchodnim nazvem  Photofrin. V
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souCasnosti Photofrin, také znamy jako porfimer sodny, zdstava nejvice uzivanym
fotosenzitizérem. I ptes Sirokou aplikaci v PDT jeho v klinické aplikaci uziti ma omezeni, které

ve vysledku vyplyva z néasledujicich vlastnosti:
. nizka chemicka Cistota (je to smes vice, nez 60 molekul)

. $patna prostupnost svétla do tkani pro absorbéni maximum pfi relativné kratké

vlnové délce 400nm

. navic, po PDT, pretrvava po nékolik tydnii hypersenzitiva kiize, kvtli dlouhému

polocasu fotosenzitizéru a jeho vysoké akumulaci v kizi.

HpD je smés produkti vzniklych acetylaci hematoporfyrinu izolovaného nejprve z
hemu. Byl poprvé popsan Lipsonem v roce 1961. Hem se zbavuje centralniho atomu zeleza
pusobenim HBr v kyseliné octové. Béhem tohoto procesu dochazi k adici HBr na periferni
dvojné vazby, av§ak béhem dalSiho kroku dochazi ve vodném prostiedi k hydrolyze bromidu

za vzniku vlastniho hematoporfyrinu. (Obrazek 2).

HOOC

COOH

Piiklad ¢asti HpD

CO0OH

Obrazek 2: Syntéza HpD. Reakcni podminky: i) HBr, CH;COOH, H>O, ii) H2SO4,
CH;COOH, iii) NaOH.
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Ten se ze zacatku pouzival také jako senzitizér, avSak pozdé€ji bylo zji§téno, ze ne
samotny hematoporfyrin je odpovédny za vlastni PDT efekt, nybrz Ze to jsou oligomerni frakce,
které vznikaji pfi izolaci z krve. Tyto frakce byly pozdéji obohaceny na ukor monomert [24]
pusobenim kyseliny sirové v prostiedi kyseliny octové a naslednou neutralizaci hydroxidem
sodnym. Toto vede ke slozité smési dimert a oligomerd, jejichz jednotky jsou pospojovany
bud’ esterovymi nebo éterovymi vazbami. Tato smés byla dale Castecné vyciSténa pomoci
gelové chromatografie a stala se zakladem Photofrinu®. Ten byl vyvinut firmou QLT
PhotoTherapeutics (Vancouver, Kanada) a poprvé schvalen k 1écbé rakoviny mocového
meéchyie v roce 1993 v Kanadé jako vibec prvni latka v PDT. V roce 2000 byla prava k
Photofrinu® prodana firmé AxcanPharma (Montreal, Kanada), ktera jej v souCasnosti prodava.
Osveétleni je zpravidla provedeno po 48 hodinach po jeho aplikaci, kdy se akumulace senzitizéru

v nadorové tkani zda byt optimalni.

Photofrin® ma ovSem nékolik nevyhodnych vlastnosti. Je to velice nizky extink¢ni
koeficient pfi 630nm (1170 M-1cm-1), a proto je potifeba vysokych koncentraci senzitizéru a
hustoty energie pouzitého svétla. Dalsi nevyhodou je maly vytézek singletniho kysliku a
ptipadné pouziti kratkovinného zareni k excitaci [6]. Dale, 1 po vyc€isténi stale sestava ze smesi
asi 60 latek, a tudiz je velice slozité reprodukovat piesné jeho slozeni. Také vychytavani v
nadorech neni pfili§ selektivni a jeho vysoké koncentrace 1ze nalézt v jatrech, ledvinach, sleziné
a zejména kuzi [25]. V kuzi pak pretrvava az 6 tydnd, coz zpusobuje dlouhodobou (2 mésice)

fotosensitivitu a pacienti nesmi ptijit do kontaktu s ostrym svétlem [23].

Photofriny 1 pres veSkeré vySe uvedené nezadouci vlastnosti presto stale zistavaji
nejrozsifenéj§imi senzitizéry a jsou pouzivany v mnoha zemich k 1écbé prekanceroznich stavii
(Barrettav jicen, cervikalni dysplazie) i vlastnich kanceroznich stavt (karcinom cervixu délohy,
jicnu, plic, mocového méchyfte, zaludku, bronchiédlni karcinom, nadory zluéniku) [26] . Navic
je dale testovan i pro 1écbu dalSich nadorovych onemocnéni jako jsou nadory oblasti hlavy a
krku, stfev, kize, prsu a nekancerézni onemocnéni jako je psoriaza nebo k prevenci arterialni

restenozy.

Pouzivaji se také derivaty Photofrinu®. Napt. v Rusku byl schvéalen Photohem® k 1é¢bé
rakoviny ktize, prsu, jicnu, plic, hrtanu a zaludku. Také se pouziva k 1écbé psoriazy a jako

profylaxe zékalu korneélniho §tépu [27].

Nevyhody této prvni generace fotosenzitizéru si vyzadaly potfebu studovani novych

latek a vytvoreni druhé generace fotosenzitizért.
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2.3 Druha generace fotosenzitizéri

V pocatcich roku 1980 zacaly studie nové generace fotosenzitizéri. Bylo navrzeno
nékolik stovek substanci s potencidlem fotosenzitizace, pouze né€kolik z nich bylo uzito pro
klinické pokusy. Pocet latek oficialn€ povolenych pro klinické pouziti v protinadorové PDT je
dokonce mensi. Dnes skupina druhé generace fotosenzitizéri zahrnuje derivaty
hematoporfirini a syntetické fotosenzitizéry jako kyselina 5-aminolevulova, derivaty
benzoporfyrind, texafyriny, derivaty tchipuring, chlorin, stejné jako analogy bakteriochlorini a

ftalocyaniny

Uziti kyseliny 5-aminlolevulové (ALA) se ukazalo jako dilezity . ALA je prekurzor
protoporfirinu IX, ktery se stava aktivim fotosenzitizérem pouze, kdyz je transformovan na
protoporfyrin. ALA nebo jeji estery jsou pouzivany topicky nebo oralné v mnoha klinickych
aplikacich. Druha generace fotosenzitizéri je charakterizovana vyssi chemickou Ccistotou,
vy$S$im vynosem singletového kysliku a lepsi prostupnosti svétla do hloubgji ulozenych tkani
pro jejich absorpcni maximum v oblasti vinovych délek 650-800 nm. Navic vykazuji mensi
vedlejsi ucinky, které vyplyvaji z vyssi selektivity pro nadorovou tkan a vyssi eliminace

fotosenzitizéru z téla.

Hydrofilnich vlastnosti 1ze dosahnout vhodnou substituci, napiiklad sulfonaci jako u
tetrafenylporfyrina nebo ftalocyaninid. Na druhé strané ale zvysena hydrofilie snizuje schopnost
senzitizéri proniknout pfes bunénou membranu. Pro tento negativni efekt vykazuji nejlepsi

senzitizéry amfifilni povahu [28].

Zvyseni vytézku a doby zivota tripletového stavu je dosazeno tvorbou komplexu s
nékterymi kationty, napiiklad s Al®*, Zn**. Nékteré senzitizéry druhé generace byly jiZ
zavedeny do klinické praxe (kyselina aminolevulinova, verteporfin, temoporfin) a to nejen k
1écbé nadorovych onemocnéni, ale 1 napfiklad v oftalmologii pro 1ébu senilni makularni

degenerace (AMD) [29].
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Chloriny vznikly hydrogenaci jedné exopyrrolové dvojné vazby porfyrinu, zatimco
bakteriochloriny hydrogenaci dvou exopyrrolovych vazeb porfyrinu (Obrazek 3). Vysledkem
je silna absorpce pfi vinovych délkach nad 650 nm.

Porfyrin Chlorin

Bakteriochlorin

Obrazek 3: Rozdil mezi porfyriny, chloriny a bakteriochloriny

Chloriny a bakteriochloriny maji vyborné optické vlastnosti. Jejich vyhodou tedy je, ze
mohou byt pouzity k 1é€bé mnohem hloubéji ulozenych nadord, nez jaké jsou schopny 1écit

senzitizéry prvni generace. Nejhojnéji se pouziva Bonellin (Obrazek 4) a Temoporfin.

16



OH 0
HO

Obrazek 4: Chemickad struktura Bonellinu

Temoporfin (tetra(meta-hydroxyfenyl)chlorin, mTHPC, , Obrazek 5) je zastupce
skupiny chlorind, byl syntetizovan jiz v roce 1989 jako soucast série porfyrint, ze které se

pozdéji ukazal byt nejucinnéjsi [6]
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Obrazek 5: Chemicka struktura Temoporfinu

Jeho absorpcni maximum sice neni prili§ posunuté k Cervené oblasti (652 nm), avSak
extinkéni koeficient je pfi tomto maximu asi 10krat vyS$§i nez u Photofrinu®
(€652 =22400 M1 cm!, 1170 M™! em™! pii 630 nm). Pro dostateény tcinek jsou potiebné velice
malé koncentrace senzitizéru (0,1 mg kg-1) tak 1 energie svétla, coz ho ¢ini ptiblizn€ 2000krat
ucinngjSim, nez je Photofrin®. Tato vlastnost se da vysvétlit pravdépodobné vysokym
extinkénim koeficientem, dobrou produkci singletniho kysliku a vytvafenim vice druha

cytotoxickych oxida.

Diky hydrofobnimu chlorinovému jadru a hydroxyfenylové skupin€ v pozici meta ma

velkou fotosensitivitu.

Farmakokinetické parametry ovSem jiz nejsou tak pozitivni. Selektivita vychytavani
mezi nadorovou a zdravou tkani je pomérmé mala (pomér nadorova/zdrava tkan asi 1,3 — 2,9)
[30] a optimalni Cas mezi injekénim podanim a ozafenim se v raznych studiich 1isi, i kdyz
nejcasteji se uvadi cas 3—4 dny. Toto neni pro pacienta pfili§ vyhodné. Také pomérné dlouho

pretrvavajici kozni fotosensitivita (asi 2-3 tydny) pacienty omezuje.
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I pfes nepfiznivé farmakokinetické parametry byl Foscan® (Biolitec Pharma,
(Edinburgh, Velka Britanie) v Evropé (EU, Norsko, Island) v fijnu roku 2001 zaveden k 1écbé

nadort oblasti hlavy a krku rezistentnich k jinym terapiim.

Verteporfin (BPD-MA, Visudyne™) je senzitizér chlorinového typu. Zakladni skelet
verteporfinu (Obrazek 6) je blizky porfyrinim (zkratka BPD-MA z anglického nazvu
benzoporphyrin-derivative monoacid ring A). Byl vyvinut firmou Quadralogic Technologies.
Tato hydrofobni latka je charakteristickd tim, Ze mé na tfeti nebo na Ctvrté pozici v
porfyrinovém fetézci navazan monoacid.. Jeho absorpcni maximum je posunuto az k vinové
délce 690 nm, pifi niz pronikéd svétlo pfiblizné dvakrat hloubg&ji nez pfi 630 nm, extincni
koeficient je 34000 M™! cm™. Verteporfin je velice rychle absorbovan nadorovou tkani, avsak
také velice rychle vyluCovan jak z té€chto tkani, tak z téla (kozni fotosensitivita tudiz pretrvava
pouze nekolik dni). Nejlepsi pomér mezi nadorovymi a ostatnimi tkdnémi je dosazen piiblizné
po 30-150 minutach a pak koncentrace v tumorech opét velice rychle klesa [31]. I kdyz lze
adekvatni PDT odpovéd’ ziskat pfiblizn€ po 2—-3 hodinach po injekéni aplikaci, selektivita neni

idealni vzhledem ke stale velkému mnozstvi cirkulujici latky v krevnim obéhu.
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Obrazek 6: Chemicka struktura Verteporfinu

Nejvétsich aspécht ovsem firma QLT PhotoTherapeutics (spolecné s CIBA Vision
Corporation, Duluth, GA, USA) dosahla s timto senzitizérem v oftalmologii. Od uvedeni na trh
v prosinci roku 1999 je dnes tato latka registrovana v mnoha zemich (mimo jiné i v CR) pod
obchodnim nazvem Visudyne™. Pouziva se k terapii AMD. AMD m4 primarni postaveni v
pfi€inach ztraty zraku u lidi zapadni civilizace star§ich padesati let. Dochézi pfi ni k rychlému
rastu abnormalnich cév pod retinou centralni oblasti. Takika u 80-90 % pacienti nezabira
zadna lécba Vzhledem k tomu, ze PDT indukuje uzavéry cév, jsou latky jako verteporfin ideéalni

pro 1écbu této nemoci.

Etiopurpurin-komplex s cinem (SnET2, Purlytin®, Obrazek 7) patfici do skupiny
metalochlorini (ma uprostied jadra chelatovany kation cinu) ma silné absorpéni maximum pfi
660 nm, avSak i presto pro ucinnou terapii jsou potfebné vysoké hustoty energii svétla
(srovnatelné s Photofrinem®).
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Obrazek 7: Chemickad struktura SnET2

Také kozni fotosensitivita neni oproti HpD vyrazné€ snizena (pfetrvava po dobu asi 10—

14 dni po podani) [6]

Talaporfin (Obrazek 8) je dalsi ze syntetickych chlorint a také ma silnou absorpci pii

vys§ich vinovych délkach (664 nm, £664 = 38000 M' cm™).
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Obrazek 8: Chemicka struktura Talaporfinu

Podobné jako verteporfin se z tkani rychle vylucuje, a tak k ozareni dochazi po 4
hodinach po intraveno6zni aplikaci [28]. V nizkych koncentracich senzitizéru se regrese nadoru
projevuje pouze kratkodobé€, pfi vysSich je regrese dlouhodoba, ovSem za cenu ztraty

selektivity. Kozni fotosensitivita byla oznacena jako ,,docasna™ [32].

Motexafin lutecium (Lutex, Optrin®, Antrin®, Lutrin®, Obrazek 9) patii do jiné

chemickeé skupiny nez predchozi latky pribuzné porfyrinim.
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Obrazek 9: Chemicka struktura Motexafin lutecium

Jednad se o derivat texafyrinu (s charakteristickym pétidusikatym makrocyklickym
jadrem) s centralné chelatovanym atomem lutecia. Mezi jeho velké vyhody patfi silna absorpce
pii dlouhé vinové délce 732 nm a dobra selektivita pro maligni tkané. Je také rychle vylu¢ovan
z krevni plasmy. K ozafeni dochédzi po 3 hodinach po aplikaci a vyviji se pouze slaba

fotosensitivita . Velice rychla clearence tohoto senzitizéru z krevni plazmy umoziuje
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opakovanou PDT aplikaci, jez pfi pokusech na zviratech vykazuje lepsi odezvu nez pouze

jedina aplikace.

Vzhledem k absorpci pii dlouhé vinové délce svétla 1ze motexafin lutecium pouzivat i
u silné pigmentovanych nadort, naptiklad u maligniho melanomu [33], skrze néz by svétlo

nizsich vlnovych délek (pouzivanych k aktivaci pfedchozich senzitizérti) nepronikalo.

Lutrin® je obchodni nazev, pod nimz firma Pharmacyclics (Sunnyvale, CA, USA)

testuje motexafin lutecium v onkologickych aplikacich.

Antrin® je obchodni nazev pro motexafin lutecium slouzici k 1écbé kardiovaskularnich
onemocnéni. Pii metod¢, jiz se fika fotoangioplastika se motexafin lutecium po intravendzni
aplikaci kumuluje v aterosklerotickych platech. Cilova oblast se poté ozafi svétlem piivedenym

optickym vlaknem. Po aktivaci senzitizéru muze dojit k odstranéni aterosklerotickych platt.

Optrin® je obchodni nazev pro motexafin lutecium, jez byl testovan k 1é¢bé AMD

Ftalocyaniny (Obrazek 10) jsou dalsi velice nad€jnou skupinou senzitizéra s Sirokym
komer¢nim vyuzitim. Ftalocyaniny maji pyrrolovou skupinu vazanu k benzenovému fetézci
spiSe aza nitrogenovou vazbou nez metan karbonovou vazbou, coZ zpusobuje, ze absorpCni
aktivita se posune k del$im vinovym délkam. Tento posun v Cervené oblasti svétla je vyhodny
pro lepsi penetraci do tkané. S posunutou maximalni vlnovou délkou absorpce smérem k
Cervené casti spektra (670-700 nm) a zesilenou absorpci pii této vinové délce

(£ az 200000 M cm™) se stavaji velice perspektivnimi.
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Obrazek 10: Chemicka struktura ftalocyanini

Dulezité pro vlastni PDT ucinek je pfitomnost chelatovanych centralnich kovt
a polokovu, z nichz nékteré prodluzuji trvani tripletového stavu senzitizéru a tim i zvySuji jeho
ucinnost v PDT (napf. Zn, Al, Cl, Si v komplexech ZnPcS, C1AIPcS> nebo SiPcS»). Tripletni
stav ftalocyanint bez kovu nebo s paramagnetickymi kovy jako Cu, Co, Fe je méné stabilni, a

navic takto pfipravena latka vykazuje nizkou fototoxicitu.

Nevyhodou nékterych ftalocyanint je jejich velice §patna rozpustnost nejen ve vod¢, ale
1 v organickych rozpoustédlech a z toho poté vyplyvajici problémy s aplikaci. Toto Ize ovSem
preklenout at’ jiz modifikaci na periferii, substituci fetézce kyselinou sirovou, uhli¢itou nebo
riznymi amino skupinami nebo inkorporaci do liposomi. Purifikace téchto derivati je
problematicka. Konec¢ny produkt je totiz vétSinou smesi mono, di, tri a tetrasirnatych derivati.
Mimoto, takovéto slouCeniny tvoii uz pti nizkych koncentracich agregaty, piicemz dojde k

poklesu fotochemické aktivity [6].

Po ziskani jednotlivych frakci u hlinitého komplexu ftalocyaninu byl sledovan vliv
poctu sulfonovych skupin na jeho aktivitu. Bylo zjisténo, ze disulfonované derivaty jsou

nejucinngjd [28].
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Hlavni prednosti ftalocyanint je jejich minimalni kozni fototoxicita a maji cytotoxicky

ucinek na vét§inu nadorovych bunek.

Pc4 je zkratka pro kfemicity komplex ftalocyaninu, jenz byl zkouSen ke sterilizaci
krevnich produkt (V. I. Technologies, Melville, NY, USA) Dalsi potencialni aplikaci je 1écba
kutannich a subkutannich 1ézi zptisobenych riznymi solidnimi nadory [1]. Pfi studiu na mySich
bylo také zjisténo potlaceni bunécné imunity, coz vede k moznostem vyuziti této latky jako

potencialniho imunosupresiva [16].

Pfidani dalSiho benzenového jadra na periferii ftalocyanini vede k latkam typu
naftalocyanini (Obrazek 11). Tyto latky absorbuji pfi velice dlouhych vinovych délkach (az
770 nm), ¢imz je zvySena terapeuticka hloubka, které muize byt dosazeno a lze tyto latky

pouzivat i pro vysoce pigmentované nadory jako napfiklad melanom.

Obrazek 11: Chemicka struktura Naftalocyaninu
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Aminolevulinova kyselina (ALA, Levulan®) je v soucasné dobé hojné uzivanym
senzitizérem pro PDT. Jedna se o endogenni latku, ktera 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. Exogenni dodani ALA umoziiuje obejit tento
kontrolni mechanismus a dochazi k syntéze protoporfyrinu IX (PpIX, , Obrazek 12), ktery poté

funguje jako ucinny senzitizér.

CH,

H.N OH
0

5 - aminolevulinova kyselina

0 HO

Protoporfyrin 1X

Obrazek 12: Syntéza PplX z kyseliny 5-aminolevulinové

Optiméalni pomér PpIX pro terapeutické ucinky je dosazen po dvou az Ctyfech
hodinach po podani ALA. K vycisténi PpIX z organismu dojde jiz béhem 24 hodin, coz
eliminuje kozni fotosensitivitu, ale umoziuje opakovani 1écby po kazdych dalSich 48 hodinach,
a to bez rizika poSkozeni zdravé tkané. Fotosensitizace je totiz podminéna porfyrinem, a proto
také i PpIX ma hlavni aktivacni vinovou délku v Soretove oblasti [34], coz umoziiuje jen malou

tkafiovou penetraci.
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Inkorporaci atomu zeleza enzymem ferrochelatdzou vznika pfirozenou cestou z PpIX
fotodynamicky neaktivni hem. Selektivita k nadorové tkani a ucinnost ALA je dana mnoha
faktory, jez zahrnuji naptiklad zvysené hladiny porfobilinogendeaminazy, snizené koncentrace
zeleza a snizenou aktivitu ferrochelatazy (to zarucuje, ze se PpIX neméni dale na neaktivni

hem). Tyto faktory poté vedou ke kumulaci PpIX v postizené tkani.

ALA navic jako hydrofilni latka jen slab& pronika ptes keratiny zdravé tkang. Resenim
muze byt pouziti lipofilnich esterd ALA (Obrazek 13) (firma PhotoCure, Oslo, Norsko), které

1épe pronikaji do tkani (zejména pfi aplikaci na kiizi) a po hydrolyze uvoliiuji volnou ALA.

Metvix® je methyl ester kyseliny 5-aminolevulinové. Byl zaveden v roce 2001 k 1écbé
aktinoidni keratozy a pozd¢ji takeé k 1é¢be karcinomu bazalnich bunek kiize. Dalsi mozné oblasti
aplikace jsou v 1é¢be karcinomu ze skvamoznich bunék kiize (pfiprava na fazi III), fotodetekce

karcinomu bazalnich bunék kize (faze I/IT), 1écba akné a hojeni ran.

Hexvix® je hexyl ester kyseliny 5-aminolevulinové. Do mo¢ového méchyfte se pfiblizné
30-60 minut pfed vyprazdnénim aplikuje katetrem roztok Hexvixu®, ktery prechazi do stén, a
po hydrolyze na ALA se kumuluje v nddorovych loziscich. Po syntéze PpIX se mocovy mechyt
ozafi modrym svétlem, loziska poté Cervené fluoreskuji. Ve vyvoji jeho pouziti je nejen detekce
nadorti mocového méchyfe, ale i jejich 1écba. Dalsi aplikace, které se pfipravuji, jsou z oblasti

gynekologie (detekce a 1écba rakoviny cervixu a vulvy)

Benzvix® je benzyl ester kyseliny S-aminolevulinové.
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Obrazek 13: Chemické struktury esteru ALA

Meso-tetra(4-sulfofenyl) porfyrin a jeho metalokomplexy jsou porfyrinové derivaty
(Obrazek 14), které se pouzivaji bud’ v Cisté, nechelatované (TPPS4) nebo chelatované forme

(ZnTPPS4, PATPPS,)

TPPS4 (Mr = 1283,13) je hydrofilni latka, jejiz absorp¢ni spektrum je tzv. etio-spektru
(Soretiv pas okolo 415 nm a 4 tzv. Q-pasy v dlouhovingjsi oblasti). Kvantovy vytézek
singletniho kysliku je 0,62.

ZnTPPS4 (absorpcni maximum pii 413 nm) a PATPPS4 (absorpcni maximum pii 423
nm) jsou zine¢naty a paladnaty komplex TPPSi. Castdji se uzivd ZnTPPSs (zinek (II)-
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrin; Mr = 1301,5). Chova se velmi podobné jako
TPPS4. Jedna se ale o lepsi senzitizér, protoze kvantovy vytézek singletniho kysliku je vétsi,
asi 0,76. Jeho absorpcni spektrum je metaloporfyrinové, tj. Soretiv pas okolo 420 nm a 2 Q-

pasy v dlouhovingjsi oblasti [35]
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Obrdzek 14: Chemicka struktura TPPS«(M=2H), ZnTPPS4 (M=Zn) a PdTPPS«M=Pd)

TPPS4 a jemu strukturalné podobné senzitizéry se hromadi zejména v bunécnych
membranach a jejich okoli [36], pfedev§im lysosomu a po ozafeni muze byt premistén do okoli

bunécného jadra [37]

Vyse zminéné latky patii mezi hlavni, ovSem ne jediné, jez se pouzivaji nebo jsou ve
stadiu klinickych zkousek. Ve vyzkumu je fada dalSich latek, at jiz pfirodniho charakteru nebo
syntetickych, jez se védci pokouseji testovat na PDT a prfipadné modifikovat nékteré jejich
vlastnosti, aby odpovidaly nebo se alesponi blizily pozadavkim na idealni senzitizér. Patii sem

mimo jiné 1 nasledujici latky.
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Purpuriny — senzitizéry tfidy porfyrinového makrocyklu. Jejich absorpéni spektrum je

od 630 nm do 715 nm. Patfi sem napfiklad jiz zminény cinovy etiopurpurin (SnET2).

Verdiny obsahuji ve struktufe cyklohexanovy fetézec, ktery je navazan na jeden z

pyrrola v porfyrinovém fetézci a jednoduse reaguji s HpD a purpuriny.

Psoraleny a jejich derivaty — se pouzivaji uz vice nez 3000 let k 1é¢bé raznych
onemocnéni kiuze. Jejich cytotoxicky ucinek spociva ve schopnosti pti¢né vazat biomolekuly v

DNA. Jsou aktivovany ultrafialovym zafenim.

Antracykliny — slou€eniny, které maji schopnost urc¢ité nadorové selekce. Hojné se

napiiklad v chemoterapii pouziva Doxorubicin, ktery vSak ma i hojné vedlejsi ucinky.

Methylenovd modi — tento derivat fenothiazinu (Amax = 668 nm,
€668 = 95000 M'cm™) je pouzivan k dekontaminaci erstvé zmrazené plasmy [38]. Uginné
inaktivuje extracelularné pfitomné viry a je prakticky netoxicka pro cloveka [27]. Jeji pouziti
in vivo je ovSem limitovano redukci enzymy ptitomnymi v burikach na leukoformu, jez je

fotodynamicky neaktivni.

Rhodaminy — Rhodaminy jsou v buiikach specificky vychytavany mitochondriemi a
jsou pouzivany jako fluorescencni barviva vzhledem k vysoké produkci fluorescence. Toto je
ovsem z hlediska PDT nevyhodné, protoze senzitizér poté nepiechazi u€inné ze svého S1 do
T1 stavu, ktery je zadkladem pro vlastni fotodynamicky ucinek. Tento problém lze alespori z
Casti vyfesit substituci tézkymi atomy (napfiklad bromem), které zvysuji ucinnost prechodu S1

do T1 a také posouvaji absorpéni maximum mirné smeérem k ¢ervené oblasti.

Tento posun je pro rhodaminy, majici bez substituce maximum pii asi 500 nm, velice
dulezity. I ptes tyto nevyhody bromovany analog (absorpéni maximum pii 511 nm, €511 =

20000 M! cm™) byl uspé&sné pouzit v testech pro autotransplantaéni 1é¢bu myeloidni leukémie
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[39]. Pii tomto procesu, dochazi ke zniCeni blasti kostni dien€, zdravé buiky prezivaji a jsou

poté pouzity k autotransplantaci.

Porfyceny — jejich absorpéni maximum se pohybuje v oblasti 600-650 nm. Modifikaci
na periferii 1ze dosahnout velice dobrych farmakokinetickych vlastnosti a derivat se ¢tyfmi 3
methoxyethylovymi skupinami, jez urychluji vstup do burky, a jednou acetoxy skupinou
zvySujici hydrofilii (9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis-(p methoxyethyl)-porfycen, ATMPn (Amax =
630 nm, €630 = 52000 M™' cm™) patii mezi nejrychleji vychytavané senzitizéry v in vitro
studiich vibec. Latka se aplikuje pouze topicky, umoziujici 1écbu koznich nemoci (psoriaza,

nemelanoticky karcinom ktze) [40].

Hypericin — o této pfirodni latce (Amax = 590 nm, €590 = 44000 M cm™) se vi, ze
funguje jako ucinny senzitizér. Zpusobuje vSak hypericismus (vede ke koznimu drazdéni a
zvySenym teplotdm po ozafeni) u zvifat konzumujicich vétsi mnozstvi rostlin s obsahem této
latky. Lze jej vyuzit pro ex vivo fluorescencni cytologickou detekci bunék nadoru mocového

meéchyte v moci [41].

Photoclor — patii opét do skupiny chlorinti, presnéji se jedna o derivat feoforbidu A.
Analogy feoforbidu A jsou obecné aktivnéjsi nez podobné latky ze skupiny chlorinti-e6 (napf.
talaporfin). Photoclor je hexyleter feoforbidu A (HPPH, Amax = 665 nm, £665 = 50000 M™' cm®

1 aje vysoce selektivni k nadorové tkani se soucasné nizsi kozni fototoxicitou nez Photofrin®

[6].

Safyriny — patii do skupiny expandovanych porfyrint (podobné jako texafyriny). Jejich
zakladni pentapyrrolicky makrocyklus s jednim pfimym bipyrrolickym spojenim absorbuje v
oblastech okolo 675 nm. Pfi pokusech na myS$ich vykazovaly nékteré latky vysoky pomér
rozdéleni mezi nadorovou a okolni svalovou tkani, ovS§em hodnoty maximalni koncentrace v

tumorodzni tkani byly naméfeny az po 3—6 dnech po aplikaci [42].
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Obrazek 15: Chemicka struktura nékterych dalSich senzitizéri

2.4 Treti generace fotosenzitizéru

Vyvoj tieti generace fotosenzitizérd je zalozen na syntéze latek s vyssi afinitou pro
nadorovou tkan, ktera snizuje poskozeni okolni zdravé tkané. Problémem pro Siroké rozsiteni
klinickych aplikaci fotodynamické terapie v onkologii je také obtiz pfi pripraveé

farmaceutickych postupii, které by umoznily parenteralni aplikaci fotosenzitizéra.

Biologicka dostupnost fotodynamickych metod je zvy§Sovana novymi systémy dodavani

1éCiv. Aby se zvysila selektivita 1€Civ, nasledujici upravy fotodynamické terapie jsou

realizovany:
. kombinace druhé generace fotosenzitizérti s molekulami cilenymi na receptory
. kombinace fotosenzitizéra s LDL lipoproteiny kvili skutecnosti, ze proliferujici

bunky tumoru potfebuji vice cholesterolu pro syntézu bunécné stény
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. spojeni fotosyntetizéru s monoklonarnimi protilatkami cilenymi na specificky

antigen nadorové bunky

Tato feSeni umoziuji zlepSeni selektivity a lepsi akumulaci fotosentitizéru v zasazenych
oblastech, a tedy davaji moznost redukce davky léCiva, zatimco je zachovan uspokojujici

1éCebny efekt.

2.5 Nanotechnologie v PDT

Béhem posledniho desetileti byla pozorovana znacna akcelerace ve vyvoji
nanotechnologii. Takzvana nanomedicina pouziva platformy nanomaterialti pro diagnostické a
lécebné metody umoziiujici piesné dodavani 1€¢iv do cilenych tkani a zlepSujici efektivitu
protinadorové terapie. Kombinace fotosenzitizéri s nanomaterialy mize zlepsit efektivitu
fotodynamické terapie, a také snizovat jeji vedlej§i ucinky. Uziti nanocastic umoziuje
dosahnout zacileni na specifické receptory a jako vysledek zvySuje selektivitu fotodynamické
terapie. Fotosenzitizéry mohou byt obaleny nebo znehybnény do nanoplatform kovalentnimi
nebo nekovaletnimi vazbami. VétSina fotosenzitizéri predstavuje hydrofobni latky, které
agreguji ve vodnim prostiedi. Agregacni proces snizuje efektivitu fotodynamické terapie.
Fotosenzitizéry musi zastat v monomerické formé€, aby byly fotoaktivni. UdrZeni této
konfigurace je mozné po konjugaci fotosenzitizérli s nanocasticemi. Biologicka dostupnost
hydrofobnich porfyrint je zvySovana vytvorenim kovalentnich vazeb k molekulam
hydrofilniho polymeru. Pouziti polymerickych nanoc¢astic (takzvanych micel) v PDT umoziiuje
cilené dodavani vét§iho mnozstvi molekul fotosenzitizéri do tumoru a zabranuje degradaci
fotosenzitizéri predtim, nez fotosenzitizér dosahne cilovou tkan. Dale pouziti polymeru
umoziuje soucasné pripojeni dalSich ligant k molekule fotosenzitizéru, naptiklad kontrastnich

latek nebo fluorescentnich znacek umoziujici klinické obrazové zkoumani.
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3 Cile prace

Existuji dva hlavni typy fotodynamickych reakci [43], které jsou zavislé na
pritomnosti kyslikovych molekul v butikach. V obou pfipadech je fotosenzitizér vystaven
svételné energii odpovidajici absorpénimu maximu fotosenzitizéru, ktery nasledné prechazi ze
zakladniho energetického singletového stavu na excitovany singletovy stav, ktery muaze byt
dale preveden bez vyzareni energie do excitovaného tripletového stavu [44, 45].

U typu I fotodynamickeé reakce je vodik nebo elektron ptenesen z fotosenzitizéru
v excitovaném tripletovém stavu na neékterou okolni biomolekulu tkané. Tento proces vede
k produkci volnych radikala fotosenzitizéru a biomolekul tkan€, aniontovych radikalq,
superoxidu a jinych reaktivnich forem kysliku (ROS).

U typu II fotodynamické reakce je energie excitovaného tripletového stavu pifimo
prevedena z fotosenzitizéru na molekulu kysliku, pfi vytvoreni singletového kysliku, ktery je
charakterizovan extrémneé silnymi oxida¢nimi vlastnostmi [45—48].

Tteti klicovou slozkou PDT (po fotosenzitizéru a svétle) je molekula kysliku. Obecné
se predpoklada, ze reakce typu II zavisla na kysliku je primarné zodpovédna za biologicky
ucinek PDT [49]. Nejsou pochybnosti, ze efektivita fotodynamické terapie zavisi na
molekulach kysliku, které jsou rozpusténé v cytoplasmé. Parcialni tlak kysliku (pO2) v
normalnich tkanich se pohybuje od 30 do 60 mmHg (4j. 1,2 az 2,4 mg/l rozpusténého kysliku
pii 37 °C, 0,9% NaCl a normalnim atmosférickém tlaku) [56,57]. Lécba hyperbarickym
kyslikem (HBO) zptisobuje ne¢kolikanasobné zvyseni pO2 mozkové tkané [84]. Nedavna
studie zaméfena na okysliceni tkani hlavy a koncetin ukazala, ze transkutanni pO2 béhem
HBO miuze byt zvySena dokonce 8 - 15krat [85]. Pii dychani HBO (100% oxygen pfi tlaku
od 2 do 3 atm), je oxygenace kiiZze zvySena vice nez 20krat [54]. Navic bylo ukazano ze
hyperoxygenace zlepSuje vysledek PDT in vitro [55] stejn€ jako pfi experimentech na
zvifatech [56, 57].

Cilem nasi prace bylo studovat ucinnost fotodynamickeé terapie v zavislosti na
parcialnim tlaku kysliku a druhu fotosenzitizéru, ovéftit zvySenou produkci singletového
kysliku pti vyssich koncentraci kysliku a ovéfit zvySeny terapeuticky tcinek PDT na vybrané

bunécné nadorové linii vystavené vyssimu pOo.
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4 Material a metodika

4.1 Fotosenzitizéry, hypoxie a hyperoxie

Zkoumali jsme Ctyfi rizné fotosenzitizéry k urCeni vytézku singletového kysliku v PBS
pfi riznych parcialnich tlacich kysliku. 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinio)porfyrin
tetra(p-toluenesulfonat) (TmPyP) a tetramethylthionin chlorid (methylenova modf, MB) byly
zakoupeny od Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, MO, USA), zatimco zineCnaty komplex
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl) porfyrinu (ZnTPPS4) a zineCnaty komplex ftalocyanin
disulfonatu (ZnPcS) byly syntetizovany a darovany Jifim Mosingerem (Oddéleni anorganické
chemie, Karlova univerzita Praha) a Janem RakuSanem (Centrum pro organickou chemii s.r.0.,
Rybitvi). Jejich syntézy byly diive popsany [83, 84]. Chemicka struktura téchto fotosenzitizéra
je znazornéna na Obrazku 16. Ruznych parcialnich tlaka kysliku vztazenych ke koncentraci
rozpusténého kysliku 0.4 a 36 mg/l (méfeno oxymetrem Greisinger 3630, Némecko) bylo
dosazeno probublavanim cistého dusiku a Cistého kysliku pfes injek¢ni jehly do hermeticky

uzavienych kyvet naplnénych 3 ml PBS po dobu 20 minut.

0
0 0
Nl
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Obrazek 16: Chemickd struktura fotosenzitizéri: 5,10, 15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
zinecnaty porfyrin (Zn1PPS4, a), 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinio)porfyrin tetra(p-
toluenesulfondt) (TmPyP, b), tetramethylthionin chlorid (methylenova modr, MB, c), a
zinecnaty ftalocyanin disulfondt (ZnPcSa, d).

4.2 Fluorescen¢ni spektroskopie

Excitatni a emisni spektra fotosenzitizérii byly méfeny fluorescencnim
spektrofluorimetrem FLS980 (Edinburgh Instruments, Velka Britanie). Vysledna koncentrace
vsech fotosenzitizerti v PBS byla 1 uM. Emisni spektra pro ZnTPPSs a TmPyP byly ziskany

pfi excitaci 420 nm (pfi rozliSeni pro excitaci i emisi 1 nm), zatimco MB a ZnPcS:> byly
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excitovany vinovou délkou 663 nm (pfi rozliSeni pro excitaci i emisi 1 nm). Excitacni spektra
fotosenzitizért byly ziskana pro jejich emisni maxima tj. 607 nm pro ZnTPPS4, 715 nm pro

TmPyP, 689 nm pro MB a 681 nm pro ZnPcSo.

4.3 Méreni singletového kysliku

Fluorescen¢ni agens Singlet oxygen sensor green (SOSG, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) bylo pouzito k detekci produkce singletového kysliku v PBS pufru pri

raznych parcialnich tlacich kysliku.

Pred umisténim kyvet do teplotné stabilizovaného drzaku spektrofluorimetru byl do PBS
pufru pfidan SOSG tak aby vysledna koncentrace v kazdé kyveté byla 3 uM. Produkce
singletového kysliku byla méfena jako vzrust intenzity fluorescence pii 530 nm. Externi zdroj
vybaveny rtutovou lampou, optickym filtrem s pAsmem propustnosti 460-480 nm a optickym
vlaknem pfipojenym k drzaku kyvety byl pouzit pro excitaci SOSG. Produkce singletového
kysliku byla zahajena manualnim otevienim klapky lampy spektrofluorometru. ZnTPPS4 a
TmPyP byly aktivovany svétlem s excita¢ni vinovou délkou 420+1,3 nm, zatimco MB a
ZnPcS> byly aktivovany svétlem s excitacni vinovou délkou 663+1,65 nm. Rozdilna Sitka
excitacniho pasma byla vybrana tak, aby referen¢ni detektor zaregistroval stejny pocet fotona
(500000 cps). Odpovidajici ozareni mérené radiometickym systémem IL 1705 doplnény o
senzor SED033 (International Light Technologies, USA) bylo 4.1 x 10 W/cm? pro svétlo o
vlnové délce 420+1,3 nm a 2.1 x10* W/cm? pro svétlo o vlnové délce 663+1,65 nm.
Kvantifikace produkce singletového kysliku byla stanovena, jak rychlosti zmény fluorescence

be&hem prvnich 7 sekund, tak jako rozdil hodnot fluorescence po 4 minutach ozarovani vzorku.

Stejné tak bylo fluorescenéni agens SOSGpouzito k detekci singletového kysliku
provazejici v HeLa bunkach fotodynamickou terapii pfi riznych fyzikalnich podminkach.

Pred vlozenim mikrodesti¢ek do hyperbarické komory byl do PBS-G pufru ptidan SOSG
tak aby vysledna koncentrace v jamkach mikrodesti¢ky byla 2 uM. Po PDT terapii byla métfena

intenzita fluorescence pii emisi 530 nm a pfi excitaci 500 nm.
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4.4 Bunécna linie, senzitizéry, hyperbarie a osvétleni

Buiiky HeLa buné&&né linie lidského karcinomu délozniho &ipku (2 x 10° bunék v jamce
mikrodesticky) byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium),
které obsahovalo O (kontrola); 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10 uM tetrasulfonovaného zine¢natého
tetrafenylporfyrinu (ZnTPPS4, Obrazek 16a) nebo disulfonovaného zine¢natého ftalocyaninu
(ZnPcS,, Obrazek 16d).

Mikrodesticky byly ulozZeny v inkubéatoru pii 37 °C a 5 % COz na 24 hodin. Po inkubaci
bylo kultivacni medium DMEM nahrazeno fosfatovym pufrem PBS (phosphate-buffered
saline) s 5 mM D-glukosou (PBS-G) a mikrodesticky byly vlozeny do malé laboratorni
hyperbarické komory (Obrazek 17) pod svételny diodovy zdroj ( Obrazek 18) . Po dvou
hodinach inkubace za riznych podminek (atmosféra dusiku o tlaku 1 bar, vzduchu o tlaku 1
bar, kysliku o tlaku 4 bary) byly buiiky podrobeny fotodynamické terapii svételnym diodovym
zdrojem , ktery emitoval svétlo vinové délky 415 £10 nm (ZnTPPS4) nebo 660 + 15 nm

(ZnPcS2) po 10 minut s intenzitou vyzafovani 7 mW/cm? (tj. celkové davce ozafeni 4.2 J/cm?).

Obrazek 17: Hyperbarickd komiirka
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Obrazek 18: Svételny diodovy zdroj

4.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Intracelularni distribuce fotosenzitizéri po 24 hodinach inkubace bunék Hela se
sensitizéry o koncentraci 2 uM jako i ostatnich fluorescencnich sond byla zobrazena inverznim
fluroscen¢nim mikroskopem Olympus IX 70 pomoci CCD kamery (Olympus, Tokyo,
Japonsko) a zobrazovacim softwarem Olympus CellM a CellR (Olympus Soft Imaging
Solutions, Planegg, Némecko). K oznafeni mitochondrii, lysosomi a DNA v bunécnych
jadrech jsme pouzili odpovidajici fluorescencni sondy: 200 nM MitoTracker Green (Life
Technologies), 200 nM LysoTracker Green DND-26 (Life Technologies) nebo 1 pM Hoechst
33258 (Sigma-Aldrich) které byly inkubovany spolu s zivymi HeLLa buitkami v PBS po 20 min.

Pted fluroscen¢ni mikroskopii bylo nahrazeno extracelularni médium novym PBS bez sond.
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4.6 MTT test fototoxicity

Senzitizované bunky, které vyrostly v jamkach mikrodesti¢ek, byly vystaveny svétlu pfi
raznych atmosférickych podminkach, jak bylo popsano vyse. Po této terapii byl PBS-G pufr
nahrazen kultivaénim médiem DMEM a buiky byly nasledné pies noc inkubovéany
v inkubatoru. Nasledujici den bylo kultivacni medium doplnéno o 0,5 mg/ml methylthiazol
tetrazolium bromidem (MTT, Sigma-Aldrich), a po dal§ich 4 hodinach, bylo médium
kompletné nahrazeno 100 ul DMSO pro rozpusténi MTT produktu (tj. formazanovych krystal()
vytvofeného pomoci bunécnych oxidoreduktaz. Absorbance vysledného fialového roztoku a
pozadi mikrodesticek bylo méfeno spektrometricky pfi 570 nm, ptipadné 690 nm. Fototoxicita
bunék byla vztazena k poméru bunék s oxidoreduktazovou aktivitou ve vzorcich podrobenych

a nepodrobenych terapii a vyjadfena v procentech.

4.7 Méreni mitochondrialniho membranového potencialu

Potencial mitochondrialni membrany byl hodnocen uzitim fluorescencni sondy 5,5',6,6'-
tetrachloro-1,1" ;3,3" tetraecthylbenzimidazolylkarbokyanin chloridu (JC-1, Biotium). JC-1 je
mitochondrialni barvivo, které zabarvi mitochondrie v zivych bunkéach v zavislosti na
membranovém potencidlu. Monomer JC-1 je v ekvilibriu s tak zvanymi J-agregaty, které se
vytvati pfi vysSich koncentracich barviva nebo vys$§im membranovém potencialu. J-agregaty
jsou charakteristické ¢ervenou fluorescenci (emise pii 590 nm). Nejdiive byly HeLa butiky
podrobeny PDT terapii, jak bylo popsano vyse a nasledné ulozeny v inkubatoru pii 37 °C a 5
% COz. Po 1 hodiné€ bylo do média piidano JC-1 o vysledné koncentraci 2 pg/l a buriky byly
inkubovany dalSich 20 minut. Poté byla méfena intenzita fluorescence za pouziti Ctecky
desti¢ek Tecan Infinite 200pro (Tecan, Miannedorf, Svycarsko) pii excitatni/emisni vinové

délce 490/590 nm.
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4.8 Respirometrie s vysokym rozliSenim

Lahve pro bunééné kultury byly osazeny HeLa butikami v mnozstvi 5% 10° na 75 cm? a
ponechany rast v kultivaénim mediu DMEM doplnéného o 10% fetalniho bovinniho séra, v
inkubatoru pii 37 °C a 5% COa. Po dvou dnech inkubace bylo ristové médium vyménéno za
Cerstvé. Ke dvéma skupinam vzorka byly ptidany ZnTPPS4 nebo ZnPcS: o koncentraci 2 uM.
Po 24 hodinéach inkubace adherované buriky byly trypsinizovany (PBS, 0,5% trypsin a 1 mM
EDTA), resuspendovany v Cerstvém rustovém médiu a centrifugovany (300xg po dobu 5
minut). Buiky byly spofteny uzitim Birkerova hemocytometru. Nasledné¢ v konecné
koncentraci 1,5 x 10° v 1 ml, byly injektovany do respiraéniho média umisténého v respiraéni
komtrce oxygrafu Oxygraph2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) (Obrazek 19), a
nasledné byla pfi teploté 37 °C méfena jejich spotieba kysliku. Bylo uzito respiratni médium
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI-1640, Sigma-Aldrich). Pocatecni
respirani aktivita bunék byla hodnocena jako zakladni respirani stav R. Po dosazeni
ustaleného stavu byly buriky ozareny vyse uvedenym plochym LED zdrojem pfipevnénym na
predni transparentni okénka respiracnich komurek. Fotodynamicka terapie byla aplikovana ve
dvou 10 minutovych cyklech s 5 minutovou temnou periodou. Po prvnim ozafeni (tj. v temné
periodé) byla rychlost spottfeby kysliku hodnocena jako PDT1, po druhém ozateni byla rychlost
spotieby kysliku hodnocena jako PDT2. Nefosforyla¢ni tok kysliku vyvolany inhibici ATP
syntazy pridanim oligomycinu (2 pg/ml) byl spojeny s poklesem rychlosti spotieby kysliku.
Tok kysliku méfeny v tomto stavu ,,L“ hlavné reflektoval tinik protont skrz mitochondrialni
membranu. Nasledné troji pridani protonoforu karbonylkyanid-p-
trifluormethoxyfenylhydrazonu (FCCP, titratra¢ni krok 0,5 umol/l) indukovalo stav maxima
odptazené respirace E. Tento protonofor rozrusi mitochondrialni membranovy potencial a
maximalné aktivuje elektronovy transportni systém. Po inhibici komplexu III antimycinem A
(2,5 umol/l), byla méfena rezidualni spotfeba kysliku ROX, kterd je z vétsi Casti tvorena
bunéénou nemitochondrialni spotiebou kysliku.  Spotfeba kysliku (respiraéni tok) byl
analyzovan softwarem DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) jako negativni
casova derivace koncentrace kysliku v respira¢ni komurce vyjadiena v pmol O za sekundu, na

mililitr a 10° bunék (pmol O»/s.ml.10° buné&k).
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Obrazek 19: Méreni bunécné respirace pomoci oxygrafu Oxygraph2k

44



S5 Analyza dat

Meéftena data jsou prezentovana jako reprezentativni zmény nebo priméry =+ standartni
odchylky pro 4 nezavisla méfeni v pripadé hodnoceni produkce singletového kysliku a pro 3
nezavisla méteni u zjist'ovani rozdila v biologické odpovédi na fotodynamickou terapii pfi
raznych parcialnich tlacich kysliku u dvou vybranych fotosenzitizérti na HeLa burikach.

Pro statistické hodnoceni rozdilu mezi skupinami métfeni byla pouzita jednofaktorova

analyza rozptylu (ANOVA), hladina vyznamnosti byla nastavena na p < 0.05.
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6 Vysledky

6.1 Fluorescencni spektroskopie

Pro porovnani vytézku produkce singletového kysliku pro rizné fotosenzitizéry bylo
nutné zjistit optimalni podminky, tedy jejich excitacni maxima. Derivaty porfyrinu jsou znamé
svymi absorpcnimi maximy v Soretoveé pasmu. Excitac¢ni vrchol syntetizovaného zinecnatého
komplexu porfyrinu ZnTPPS4 byl lokalizovan na pfiiblizné 420 nm se dvéma maximy pii 417
a 425 nm a ramenem pii 401 nm (Obrazek 20a-b). Komeréné dostupny derivat TmPyP
vykazoval excitacni vrchol na asi 2 nm kratsi vinové délce s maximem 414 nm a ramenem pfi
428 nm (Obréazek 20c-d). Mnohem vyznamnéj§i spektralni rozdil pro tyto 2 porfyriny byl
nalezen v Sifce piku. Zatimco §itka piku pfi poloviénim maximu (FWHM) pro TmPyP byla 58
nm, excitaéni pik ZnTPPS4 byl vyrazn€ uzsi s FWHM 20 nm. MB a nekomer¢ni derivat
ftalocyaninu ZnPcS> maji sva excitacni spektra v Cervené oblasti s dominanci kolem 660 nm
(Obrazek 20e-f a 20g-h). Ve srovnani se ZnPcS; je excitacni spektrum MB $ir§i. Hodnoty
excitatnich a emisnich maxim jsou shrnuty v Tabulce 1. Kromé toho nedoslo k zadnym
znatelnym posuntim ve spektralnich charakteristikach, pokud jde o rozdil v koncentraci kysliku

v méfenych roztocich senzitizéru.
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Obrazek 20: Normalizovand fluorescencni spektra: ZnTPPS4 (a, b); TmPyP (c, d); MB (e, f);
ZnPcS> (g, h); pri nizké (0,4 mg/ml, a, c, e, f) a vysoké (36 mg/ml, b, d, f, h) koncentraci kysliku
v PBS.
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Excitace Emise

Fotosenzitizér Koncentrace kysliku
Amax (nm) Amax (nm)

Nizka 401,417, 425 607, 659
ZnTPPS4

Vysoka 401,417, 425 607, 659

Nizka 414,428 715
TmPyP

Vysoka 414,428 715

Nizka 621,663 689, 758
MB

Vysoka 621,663 689, 758

Nizka 663, 672 681, 744
ZnPcS»

Vysoka 663, 672 681, 744

Tabulka 1. Excitacni a emisni maxima fotosenzitizéri v PBS s nizkou (0,4 mg/ml) a vysokou

(36 mg/ml) koncentraci kysliku.

Ramena piktl jsou zobrazena kurzivou.

6.2 Méreni produkce singletového kysliku

Produkce singletového kysliku fotodynamickym efektem s wuzitim raznych
fotosenzitizérti pii dvou raznych koncentracich kysliku v pufru PBS byla métena kontinualné
po dobu 4 minut od zacatku ozafovani roztoku (Obrazek 21). Derivaty porfyrinu byly
excitovany vinovou délkou svétla 420 nm pii ozafeni 4,1 x 10* W/cm?, zatimco MB a ZnPcS,
vlnovou délkou svétla 663 nm pii ozateni 2,1 x 10™* W/cm?. SOSG byl pfidan do pufru jako

senzor produkce singletového kysliku, ktery prochazi zménou chemické struktury produkujici
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vysoce fluorescen¢ni SOSG endoperoxid. Z kinetickych méfeni jsme vyhodnotili rychlost rastu
fluorescence béhem prvnich 7 sekund a celkovou zménu intenzity fluorescence za 4 minuty
(Tabulka 2). S ohledem na stejnou molarni koncentraci fotosenzitizéri byla produkce
singletového kysliku nejvyssi u ZnTPPS4, kde rychlost zmény fluorescence byla vice nez 3krat
vyS$$i nez rychlost ziskana pro TmPyP. Podobny vytézek v produkeci singletového kysliku jako
byl pozorovan u TmPyP, byl dosazen pro MB, ale zde byla hodnota ozafeni polovicni. Kromé
toho byla rychlost produkce singletového kysliku pro MB asi 0 30 % vyssi, nez jsme spocitali
pro ZnPcS,. Relativné podobnych vysledkt produkce singletového kysliku bylo dosazeno, pfi
hodnoceni zmény fluorescence po 4 minutach méteni. Prekvapivé jsme nepozorovali statisticky
vyznamné zmény v produkeci singletového kysliku spojenych s riiznymi koncentracemi kysliku

v PBS 0,4 a 36 mg/1 (Tabulka 2).
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Obrazek 21: Reprezentativni zaznam produkce singletového kysliku reflektujici tvorbu vysoce
Sfluorescencniho SOSG endoperoxidu z SOSG v pritomnosti riiznych senzitizérii: ZnTPPS4 a
TmPyP pri ozdreni svétlem vinové délky 420 nm (a); MB a ZnPcS: pri ozareni svétlem vinové

délky 663 nm (b).
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AF/At (RU-s™)

. AF (RU)
Fotosenzitizér Koncentrace kysliku béhem prvnich 7
po 4 minutach
sekund

Nizka 4.0+0.3 96+15

ZnTPPS, p=0.588 p=0.257
Vysoka 3.9+0.2 83+15
Nizka 1.2+0.2 4245

TmPyP p=0.972 p=0.734
Vysoka 1.2+0.1 40+5
Nizka 1.0+0.1 3245

MB p=0.549 p=0.847
Vysoka 1.1£0.1 31+6
Nizka 0.68+0.06 134

ZnPcS» p=0.291 p=0.899
Vysoka 0.75+0.09 1242

Tabulka 2. Kvantifikace produkce singletového kysliku riznymi fotosenzitizéry v PBS s nizkou

(0,4 mg/ml) a vysokou (36 mg/ml) koncentraci kysliku. Vzhledem k vyznamné odlisné odezvée

SOSG fluorescence v prubéhu Casu byla hodnocena zmeéna intenzity fluorescence za jednotku

Casu v prvnich 7 sekundéach (AF/At) a celkova zména intenzity fluorescence (AF) za 4 minuty

ozafovani. Jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) byla pouzita k porovnani praméra

téchto dat lisicich se koncentraci kysliku a p-hodnota je hladina vyznamnosti dané analyzy.

54



6.3 Transmisni svételna a fluorescencni mikroskopie

Ke zhodnoceni intracelularni lokalizace akumulovaného fotosenzitizéru v HeLa burikach
po 24 hodinach fluorescenénim mikroskopem byly pouzity specifické fluorescencni sondy a
pfislusné excitaéni a emisni filtry (Obrazek 22). Oba fotosenzitizéry ZnTPPS4 i ZnPcS:
vykazuji nehomogenni distribuci uvnitt buiky (Cervena fluorescence), avSak jsou zde jisté
rozdily. Dominantné je nalézame v perinuklearnich oblastech, v mistech bohatych na
mitochondrie a lysosomy, ZnTPPSs vytvari nékolik malych klastri podobné jako zelena
fluorescen¢ni sonda oznacujici lysosomy (LysoTracker), zatimco ZnPcS, vykazuje mnohem
jemnéjsi distribuci, a navic mimo perinuklearni oblast tento fotosenzitizér také vykazuje silnou
afinitu k plasmatickym membranam. Ackoli oba sensitizéry vykazuji ¢asteCny prekryv s obéma
fluorescen¢nimi sondami, zda se, ze ZnTPPS4 je preferencné umistén v lysosomech, zatimco
ZnPcS; upfednostiiuje mitochondrie. Urcita nejednoznacnost vytvofena nekompletnim
prekryvem fluorescencnich obrazi muze byt ptictena faktu, ze LysoTracker a MitoTracker maji
sklon zabarvit i jiné bunécné struktury, kdyz je jejich koncentrace vysoka (dle dokumentace
vyrobce). V naSich experimentech jsme pouzili nejvyssi doporu¢enou koncentraci. Nékteré
oblasti vykazuji saturaci v intenzité fluorescence, ale to bylo hlavné zptusobeno dlouhym
expozi¢nim ¢asem (3-5 s), po ktery byly obrazy ziskavany. Hlavnim divodem delsi expozice
bylo vice zviditelnit oblasti s mens§i akumulaci fluorescencnich sond, nez vykazovala
perinuklearni oblast. Nepfedpokladame, ze by pouziti nizSich koncentraci vedlo k odliSnym
fluorescen¢nim obrazim. Obarveni DNA Hoechstovym barvivem jasné ukazalo, Ze oba

senzitizéry nevstupuji do bunécného jadra.
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Obrazek 22: Mikroskopické obrazy zivych HeLa bunék s ZnTPPSy (Cerveny) a ZnPcS:
(Cerveny) ve fluorescencnim modu , které byly oznaceny jednou z fluorescencnich sond
MitoTracker (zelend), LysoTracker (zelena) nebo Hoechstovym barvivem (modrd). Sloucené
obrazy byly ziskany kombinaci dilcich fluorescencnich obrazii (fotosenzitizéru a sondy) pri
uziti zobrazovaciho softwaru Olympus CellM a CellR. Obrazy byly ziskdny pri zvétSeni 400x.
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6.4 MTT test fototoxicity

Vysledky testu cytotoxicity MTT ukazaly, ze ptitomnost kysliku méla signifikantni efekt

na aktivitu NAD(P)H zavislych bunécnych oxidoreduktazovych enzyma v HeLa bunkach,

které byly fotodynamicky oSetieny ZnTPPS4 a ZnPcS> (Obrazek 23). Aktivita bunécnych

reduktazovych enzyma odpovida poctu viabilnich buné€k schopnych proliferace. Zatimco

ZnPcS> byl vyznamné ucinny dokonce v Cisté dusikové atmosfére a zplisobil snizeni poctu

bunék s aktivnimi oxidoreduktazami na 20 %, efekt ZnTPPS4 byl znateln€ nizsi.

Bez kysliku byla nejvyssi koncentrace ZnTPPS4 schopna zredukovat enzymatickou

aktivitu oxidoreduktaz jen pfiblizné o 10 %. Na druhé stran€ nebylo prokazano, ze by ucinek

hyperbarického kysliku signifikantn€ ovlivnil G€innost fotodynamické terapie ani pro jeden

z obou senzitizérli, i kdyz nelze vyloucit urcité posuny jejich hodnot IC50. Pfi nejvyssich

koncentracich fotosenzitizérti efekt normobarického vzduchu a 4 barového Cistého kysliku (tj.

20nasobné zvySeni parcialniho tlaku kysliku) byl podobny.
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Obrazek 23: Zavislost oxidoreduktdzové aktivity uvniti HeL.a bunék na PDT pri pouZiti
riiznych koncentraci ZnTPPS4 (a) a ZnPcS:> (b) pri riiznych parcidlnich tlacich kysliku — v

dusikové atmosfére pri 1 baru, na vzduchu pri 1 baru a v kyslikové atmosfére pri 4 barech.

Bunécna fototoxicita byla urcena mérenim enzymové aktivity Zivych bunék pri uziti MTT testu.
Hodnota vytézku MTT produktu v kontrolnim vzorku (bez uziti PDT) byla vzata za 100 %.
Hodnoty predstavuji priimér = standartni odchylka z 3 nezavislych experimentu.
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6.5 Meéreni singletového kysliku

Jak bylo ocekavano v atmosféie Cistého dusiku, byla produkce singletového kysliku
v pritomnosti ZnTPPS; stejné jako ZnPcS> limitovana a nevykazovala zadny rust s rostouci
koncentraci fotosenzitizéru (Obrazek 24). Pokud byly HeLa buriky vystaveny kysliku intenzita
fluorescence SOSG rostla v zavislosti na koncentraci pro oba fotosenzitizéry, ale byly zde
minimalné€ dva rozdily. ZnPcS> vykazoval nelinearni krokovy rust produkce singletového
kysliku s rostouci koncentraci fotosenzitizéru, zatimco vyssi koncentrace (2, 5 and 10 uM)
ZnTPPS4 vykazovaly jiz saturaci. Déle pii niz§ich koncentracich (0,1 a 0,2 uM) ZnPcS2, na

rozdil od ZnTPPS4, intenzita fluorescence SOSG nezavisela na pfitomnosti kysliku.
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Obrazek 24: Zavislost produkce singletového kysliku v ozdrenych Hela burnkdch na
koncentraci ZnTPPS4 (a) a ZnPcS> (b) pri ruznych parcidlnich tlacich kysliku — v dusikové
atmosfére pri 1 baru, na vzduchu pri 1 baru a v kyslikové atmosfére pri 4 barech. Hodnoty
predstavuji primeér - standartni odchylka z 3 nezavislych experimentii.
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6.6 M¢éreni mitochondrialniho membranového potencialu

Pro oba zinec¢naté fotosenzitizéry byl u fotodynamicky oSetfenych Hel.a bunék zmeéren

pokles mitochondridlntho membranového potencialu, ktery byl umeérmy koncentraci

fotosenzitizéri (Obrazek 25).

V pfipadé ZnPcS; tento pokles nebyl ovlivnén rozdily

v koncentraci kysliku, tj. podobné hodnoty poklesu byly u roztoku nasyceného kyslikem pfti 4

barech cCistého kysliku a kyslikem chudého roztoku vystaveného 1 baru cistého dusiku.

Nicméné¢ u HeLa bunek s ZnTPPS4 (vyjma nejvyssi koncentrace), kdyz byly buriky vystaveny

Cisté dusikové atmosféfe, nenastal signifikantni pokles mitochondridlniho membranového

potencialu.
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Obrazek 25: Efekt PDT pri pouziti ZnTPPS4 (a) a ZnPcS:2 (b) pri riiznych parcialnich tlacich
kysliku — v dusikové atmosfére pri 1 baru, na vzduchu pri 1 baru a v kyslikové atmosfére pri 4
barech. Hodnoty predstavuji priimér + standartni odchylka z 3 nezavislych experimentu.
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6.7 Respirometrie s vysokym rozliSenim

Reprezentativni zdznamy spotieby kysliku HeLa butikami s pfidanim 2 pM ZnTPPS4
nebo 2 uM ZnPcS», jsou znazornény na obrazcich 26a, 26b a 26¢. Po dosazeni ustaleného stavu
popsaného jako zakladni respiracni stav R, byly buriky ozafeny odpovidajicim svételnym
zdrojem ve dvou 10minutovych cyklech s Sminutovou temnou periodou. Po prvnim ozareni
byla rychlost spotteby kysliku oznacena jako PDT1, po druhém ozafeni byla rychlost spotteby
kysliku oznacena jako PDT2. Novy ustaleny stav nefosforyla¢niho toku po nasledné inhibici
ATP syntazy byl oznacen L. Nasledné troji ptidani protonoforu FCCP indukovalo stav maxima
odptazené respirace E. V intaktnich HeLa burikach spotteba kysliku nebyla ovlivnéna ozafenim
a postupné v Case klesala. AvSak v HeLa buiikach s akumulovanymi fotosenzitizéry zapnuti
svétla okamzité vyvolalo rychlé zmény v respiracnich tocich, které odpovidaly akceleraci
odcCerpavani kysliku z respira¢niho media. Rychlé od¢erpani kysliku bylo pozorovano v HeLa
burikach s pfidanim ZnTPPS4. Zda se, ze tyto rychlé zmény, jsou spise vyvolany interakci
svétlem aktivovanych fotosenzitizéri s molekulami kysliku nezli pfimou odpovédi bunécné
respirace. Pro jasnou identifikaci efektu na bunécnou respiraci byl respiracni tok hodnocen
v nasledné temné period€. Oba fotosenzitizéry snizily repiraci HeLa bunek, ale ZnPcS» vykazal
mnohem vyraznéjsi efekt po druhém ozarovacim cyklu (obrazek 26d). Navic v piipadé ZnPcS»,
snizena spotieba kysliku pokracovala po pfidani protonoforniho odptahovace, coz bylo
v kontrastu s ZnTPPS4, u kterého po pfidani FCCP se spotieba kysliku v mitochondriich bez
fosforylace vréatila k hodnotdim podobnym s kontrolnimi buitkami bez senzitizéru. Navic je
potfeba zminit jeden fenomén, ktery se objevil béhem méfeni. V odpovédi na svétlo buiky s
ZnTPPS4 vykazovaly postupny a rychly pokles spotieby kysliku po pocatecnim rychlém
narustu, zatim co vzorky bunék s ZnPcS» pokracovaly s ristem spotieby kysliku béhem celého
prvniho ozafovaciho cyklu a tendence snizené spotteby kysliku se projevila az béhem druhého

ozafovaciho cyklu.
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Obrazek 26: Reprezentativni zdznamy respirometrie s vysokym rozliSenim v intakinich
(kontrola, a) ZnTPPS4 (b) a ZnPcS:2 (c) oSetrenymi Hel.a burikami jsou zobrazeny jako kiivky
koncentrace kysliku a respiracniho toku kysliku, vypocitaného jako negativni casova derivace
koncentrace kysliku. Respiracni tok v riiznych stavech (d) byl normalizovan na zdkladni
respiracni stav R po odecteni rezidudlni spotreby kysliku ROX. Respiracni toky po ozdreni
respiracni komurky byly oznaceny jako PDTI a PDI2 po prvnim a po druhém ozdreni.
Nefosforylacni tok po inhibici ATP syntdzy, byl ddn jako unik protomi skrz mitochondridlni
membranu - L respirace, maximum odprazené respirace E, bylo dosazeno po prvnim pridani
protonoforu FCCP. V panelu d, kaZzda hodnorta reprezentuje prumér = standartni odchylku z
3 nezavislych experimentii. Hvézdicka oznacuje signifikantni rozdil od kontroly (p < 0.05)
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7 Diskuse

PDE je zprostfedkovana 2 typy reakci. Zavisi na mnoha faktorech, v¢etné¢ chemické
struktury fotosenzitizéru, vinové délky a intenzity svétla, koncentrace kysliku, slozeni,
dielektrické konstanty a pH pouzitého média [86]. Pfedpoklada se, ze reakce typu II produkujici

singletovy kyslik je vyznamné&jSim procesem urcujicim ucinnost PDE v PDT [55].

Nase studie se proto zameéfila na to, zda je mozné dosahnout vyS§si produkce singletového
kysliku zvySenim koncentrace kysliku. Timto hodnocenim prosly Ctyfi ruzné senzitizéry.
Nyman a Hynninen uvedli, ze vytvoteni komplexu s diamagnetickym kationtem, naptiklad s
AP*, Zn** a Ga*, zvy3uje produkci a délku Zivota tripletového stavu fotosenzitizér( [19] a takto
muze byt podporena produkce singletového kysliku. Proto jsme porovnali dva porfyrinové
derivaty ZnTPPS4 a komeréné dostupny TmPyP. NasSe vysledky ukazaly, ze produkce
singletového kysliku za podobnych podminek byla asi 3krat vys§i v pifipadé zinecnatého
komplexu. V ptipade porovnani dvou zastupcii fotosenzitizérti s absorpénimi maximy v Cervené
oblasti viditelného elektromagnetického spektra vykazoval zine¢naty komplex syntetizovaného

ftalocyaninu ZnPcS; vytézek jen asi o 30 % vyS$si nez nekovovy fotosenzitizér MB.

Normalni hodnoty bunééného pO: jsou v rozmezi 9,9 - 19 mm Hg (tj. asi 0,4 - 0,8 mg/1)
[87]. Béhem hyperbarické kyslikové terapie se tyto hodnoty mohou nékolikrat zvysit. Nase
meéteni v PBS vSak neprokazala, ze zvySeni koncentrace kysliku z 0,4 na 36 mg/1 by vedlo k
vys§i produkci singletového kysliku v pfitomnosti riznych fotosenzitizéri aktivovanych
svétlem. Rada experimentalnich a klinickych studii ukazala, 7e hyperbaricky kyslik zvysuje
ucinnost PDT u karcinomu [88, 50]. Na druhé strané prekurzory protoporfyrinu IX pfi vyssich
koncentracich kysliku nevyvolaly vyznamné zvySeni fototoxicity pro buiiky lidského
spinocelularniho karcinomu [89]. Ve svétle téchto vysledka se zda, ze produkce singletového
kysliku prostifednictvim PDT pfi normalnich fyziologickych hodnotach pO: jiz dosahuje svého

maxima.

P11 jistém zjednodusSeni se da pouzit model, kdy by kazda molekula kysliku mohla byt
povazovana za krychli o velikosti, kterd se rovna velikosti molekuly (tj. pfiblizné 0,3 nm), pak
celkovy pocet t&chto krychli v objemu 11je 3,7 x 102 (1/(0,3 x 10°®)*). Pfi koncentraci kysliku
0,4 mg /1 je pocet molekul kyslikuna 117,5 x 10" (4 x 107/ (32 x 1,66 x 10?)). Existuje
tedy 4,9 x 10° (3,7 x 10 / 7,5 x 10'®) krychli na jednu molekulu kysliku v prostoru, ktery

63



odpovida vzajemné vzdalenosti mezi dvéma sousednimi molekulami kysliku pfiblizn€ 50 nm
((4,9 x 10%)1 x 0,3). Pti koncentraci fotosenzitizéru 1 uM je vz4jemna vzdalenost mezi dvéma
sousednimi molekulami fotosenzitizéru v prumeéru del§i. Vezmeme-li v uvahu homogenni
rozlozeni fotosenzitizéru a molekul kysliku, pak se maximalni vzajemna vzdalenost mezi
fotosenzitizérem a molekulou kysliku snizi na polovinu (tj. 25 nm) a primérna vzdalenost se
tedy rovna 12,5 nm. V pfipadé koncentrace kysliku 36 mg/1 davaji podobné vypocty primérnou
vzajemnou vzdalenost 2.5 nm. Excitovany tripletovy stav fotosenzitizéru muze jednoduse
prenaset energii do tripletového stavu molekuly kysliku, protoze oba elektrony zapojené do
procesu pienosu energie maji stejny spin. Vzajemna vzdalenost proto zustava kliCovym
faktorem. Podle Forsterovy teorie [90] je pfenos rezonancni energie nepfimo umeérny Sesté
mocnin€ vzdalenosti. V zavislosti na interagujicich molekulach vSak muze byt tento typ
pfenosu energie maximalné ucinny pii vzajemnych vzdalenostech do 5 nebo vice nanometri
[91]. Pii nasem zjednoduSeni jsme vynechali skuteCnost, ze molekula kysliku rozpusténa ve
vodeé tvorii indukovany dipol, ktery muaze elektrostaticky interagovat s nabitym fotosenzitizérem
a tim vyrazné zkratit jejich vzajemnou vzdalenost. Ke zkraceni vzdalenosti muze prispét i
relativné dlouhd doba zivota tripletového stavu fotosenzitizéru spolu s vysokou rychlosti diftize
kysliku. Tripletové stavy TMPyP a MB zanikaji s dobou zivota asi 2 ps ve vzduchem
nasyceném vodném roztoku [92, 93]. Sulfonované zinecnaté derivaty ftalocyaninl jsou znamé
svou dlouhou dobou zivota tripletovych stavi a vysokym kvantovym vytézkem singletového
kysliku [94]. Ve vodé muze tato doba zivota dosahnout az 190 ps [95]. Primérna vzdalenost,
kterou urazi molekula difuzi za €as t, je dana vztahem (2 x D x t)"2, kde D je diftizni koeficient
molekuly v médiu [96]. Vzhledem k tomu, ze typické difuzni koeficienty ve vodé pii 298 K
jsou asi 2 x 107 m?/s [97], pak kazd4 rozpusténa molekula kysliku méize za 2 us urazit drahu

90 nm.

Podle vySe uvedenych skuteCnosti se zda, ze zvySeni efektivity PDT za normoxickych
podminek lze spiSe dosahnout vybérem fotosenzitizéru. Komplex s kovovymi ionty, jako je
Zn**, mize vést ke zvySené produkci singletového kysliku. MB je tricyklicky fenothiazin a
pouziva se v lékarské praxi predevsim k 1é€bé methemoglobinémie, otravy oxidem uhelnatym
nebo kyanidem a malarie [98, 99]. Nase vysledky navic potvrdily, ze MB muze byt také slibnym
fotosenzitizérem vyvolavajici vyssi produkei singletového kysliku. MB byl jiz pouzit v PDT
pro protinadorovou 1é¢bu [100] a byl hlaSen jako idedlni fotosenzitizér pro svou adekvatni
hydrofilni/lipofilni rovnovéahu, vysokou ¢istotu, stabilni slozeni, nizkou cenu a silnou absorpci

v Cervené oblasti spektra [101].
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Dale jsme hodnotili efekt PDT na modelu karcinomu d€lozniho Cipku vystaveného
riznym parcialnim tlaktim kysliku. Fotodynamicky efekt na HeLa buiky byl studovan pfi uziti
dvou riznych fotosenzitizéri ZnTPPS4 a ZnPcS>. VSeobecné se piijima fakt, ze lokalizace
senzitizéri odpovida mistu primarniho fotoposkozeni z divodu velmi kratké délky zivota a
omezené difuze reaktivnich forem kysliku (ROS) v biologickych systémech [52, 53, 58].
Fotosenzitizéry lokalizované v mitochondriich nebo endoplasmatickém retikulu vyvoléavaji
apoptézu, zatim co fotosenzitizéry lokalizované v lysosomech nebo plasmatickych
membranach navozuji nekrézu [59]. Pomoci fluorescencni mikroskopie jsme ukazali, ze oba
senzitizéry vykazuji akumulaci v cytoplazmé a perinuklearnich oblastech. Zatim co ZnTPPS4
preferuje lysosomy, ZnPcS; spiSe uprednostiiuje mitochondrie spolu s vysokou afinitou
k plasmatickym membranam. Toto je v souladu s dfivéjSimi vysledky jinych vyzkumnych
tymu. Bylo zjisténo, Ze nékteré fotosenzitizéry na bazi porfyrinu jsou lokalizovany v cytosolu,
lysosomech, a plasmatickych membranach [60-64], zatim co ftalocyaninové fotosenzitizéry
hlavné cilily na mitochondrie [65- 68]. AvSak v piipadé zine¢natych komplexa ftalocyaninu se
uvadeji i jina mista akumulace jako je Golgiho aparat a lysosomy [69- 71]. Pfedpoklada se, ze
mechanismus typu II je dulezitéjsi proces, ktery ovliviiuje efektivitu PDT. Tento mechanismus
je dominantni ve tkanich z divodu vysokého obsahu kysliku [72]. AvSak pokud dojde
k vyCerpani kysliku, za¢ne prevazovat mechanismus typu I [53], a obecné, je tak snizena
fotodynamicka toxicita [73-76]. Také jsme zkoumali vyznam kysliku pti PDT s ZnTPPS4 a
ZnPcS», jelikoz hypoxie je charakteristicka pro vétSinu karcinomatoznich tumorta [77].
Abychom zvysili mnozstvi kysliku, vystavili jsme buiiky 4 barové kyslikové atmosfére. Podle
vysledkd MTT testu fototoxicity jsme zjistili, ze ZnTPPS4 vykazuje mnohem vétsi citlivost ke
kysliku nezli ZnPcS,. V cisté dusikové atmosfére piiblizné 80 % HeLa bunék bylo usmrceno,
pokud byly senzitizovany ZnPcS>. AvSak vétSina z HeLa bunék (pfiblizn€ 90 %) prezila v Cisté
dusikové atmosfére, pokud byly oSetfeny druhym senzitizérem ZnTPPS4. Dal§i experimenty na
monovrstvach bunéénych kultur odhalily, ze nedochazi k zadnym vyznamnym zménam
v efektivité PDT, pokud je tato uzita v normobarickych a hyperbarickych podminkach. Proto
se zda, ze mnozstvi kysliku pfi normobarické atmosfére je dostatecné k vyvolani maximalni
fotodynamické odpovédi in vitro, 1 kdyby vyssi parcialni tlak kysliku vedl ke zvySené produkci
singletového kysliku v buiikach. Avsak toto bylo pouze pozorovano, kdyz byly koncentrace
potosenzitizérti znateln€ vyssi neZli jejich hodnoty IC50. Pfi studiu vlivu hladiny kysliku na
potencial mitochondrialni membrany fotodynamicky oSetfenych HelLa bunék jsme obdrzeli

podobné vysledky jako u MTT testu fototoxicity. Tedy v pfipadé ZnPcS> se mitochondrialni
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membranovy potencial snizil v zavislosti na koncentraci nezavisle na hladiné kysliku, zatim co
ZnTPPS4 byl schopen vyznamné depolarizovat mitochondrialni membranovy potencial pouze
v pritomnosti kyslikové atmosféry. Proto je evidentni, ze oba senzitizéry maji urcitou afinitu
k mitochondriim a jsou schopny ovlivnit jejich funkci. Kolaps mitochondrialniho
membranového potencialu je spojen s permeabilitou mitochondridlni membrany a s uvolnénim
apoptogennich proteind do cytozolu bunék [78-80]. Toto je také minéno jako bod bez navratu
v mnoha mitochondriemi mediovanymi cestami bunécné smrti [81, 82]. Zkoumali jsme stupen
vlivu na mitochondrialni respiraci uzitim respirometrie s vysokym rozliSenim. Ackoli oba
senzitizéry byly schopny signifikantné snizit respiraci v HeL.a burikach ZnPcS» uk4azal mnohem
vy§si efekt, a navic na rozdil od ZnTPPS4, respirace pokracovala na nizké tirovni i po odpfazeni
mitochondridlni membrany protonoforem. Toto pokracovani indikuje, Ze svétlem aktivovany
ZnPcS; dokaze vyvolat vyznamné zmény v mitochondrialnim respiranim fetézci a toto mize

byt klicovy faktor k vyvolani bunécné smrti.
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8 Zavér

Nejcastejsim typem gynekologické malignity je karcinom d€lozniho Cipku. U zen je
druhym nejéast&j$im dovodem Gmrti pro karcinom. Casna faze karcinomu dé&lozniho &ipku
muze byt 1éCena radikalni hysterektomii. LéCebnou strategii pro lokalné pokroc€ily karcinom je
soubéh chemoterapie a radioterapie. Ackoli jsou tyto postupy slibné, vykazuji nepfiznivé
vedlejsi efekty. K minimalizaci téchto efektu stejné jako ke snizeni rizika rekurence karcinomu

jsou zkoumany nové 1écebné metody [102].

PDT je jednou ze slibnych 1écebnych modalit. Data, ktera jsou v soucasnosti k dispozici,
ukazuji, ze PDT je mediovano skrz siln€ na kysliku zavislém mechanismu typu II pro vétsSinu
znamych fotosenzitizér(. Hypoxie je charakteristickym znakem vétsiny solidnich karcinomd, a
proto muze byt efektivita PDT na hypoxické tumory limitovana. Zjisténi z in vitro experimentu
a experimentu na zviratech naznacuji, ze soucasna aplikace HBO a PDT ma silnéjsi efekt nez

PDT.

Lze fici, ze PDT predstavuje alternativni 1éCebnou modalitu, ktera muze byt velmi
ucinna, pokud se vyporada s otazkami, jako je vybér fotosenzizéru, davkovani svétla, a

predevsim s tkaniovou hypoxii [103].

Zvyseni hladiny kysliku v tkani lze dosahnout pouzitim nosic¢i kysliku, zlepsenim
prutoku krve, aplikaci hyperbarické kyslikové terapie, kombinaci dalSich terapii s PDT a
frakcionaci svétla snizujici spotiebu kysliku [103, 104]. Tyto pfistupy budou uc¢inné, pokud je

1écba zameérena na hypoxickou tkan, napt. rozvinuty (solidni) nador.

Nase méteni vSak ukazala, ze toto neni nutné, pokud se PDT pouzivé za normoxickych
podminek, kdy hladina kysliku je jiz dostate¢na k vyvolani maximalni produkce singletového
kysliku. Ukazuje se, ze niz$i dostupnost kysliku muze byt kompenzovana i delsi interakci
excitovaného fotosenzitizéru s molekulou kysliku, napt. diky del§i dobé zivota tripletového
stavu fotosenzitizéru. AvSak toto mozné nebude nezbytné, pokud PDT vyuzije mechanismus

typu I, jak se to jevi pro fotosenzitizér ZnPcS,.
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12 Souhrn

Princip fotodynamického efektu (PDE) je zaloZzen na kombinovaném pusobeni
fotosenzitizéru, molekularniho kysliku a svétla, pfi kterém vznikaji rizné reaktivni formy
kysliku, které jsou spojeny s vyznamnym bunénym poskozenim. Fotodynamicka terapie
(PDT) zalozena na fotodynamickém efektu (PDE) se postupné stava alternativni metodou 1écby

mnoha onemocnéni.

Zkoumali jsme roli kysliku v burikach karcinomu délozniho ¢ipku (HeLa) podrobenych

fotodynamické terapii (PDT).

Posuzovali jsme efekt PDT na HelLa buiky vystavenim bunéénych kultur
disulfonovanému zine¢natému ftalocyaninu (ZnPcS>) a tetrasulfonovanému zineCnatému
tetrafenylporfyrinu (ZnTPPS4).  Fluorescenéni mikroskopie znédzornila jejich rozdilnou
lokalizaci uvnitt butiky. ZnTPPS,4 se zda byt vét§inou omezen na cytosol a lysosomy, zatim co
ZnPcS; je vétSinou prevazné piipojen k membranovym strukturdm plasmalemé a
mitochondrialni membrané. Testy fototoxixity u PDT oSetfenych bunék pfi riznych parcialnich
tlacich kysliku ukazaly ucinek zavisly na davce. Je zajimavé, ze ZnPcS byl také fotodynamicky
ucinny pfi minimalnim parcidlnim tlaku kysliku, v atmosféfe cistého dusiku. Ackoli oba
senzitizéry zpusobuji signifikantni pokles mitochondrialniho membranového potencialu,
ZnPcS> ma znateln€ vyssi vliv na mitochondrialni respiraci, ktera byla uplné zablokovana po

dvou kratkych svételnych cyklech.

Nase pozorovani naznacuji, ze PDT muze byt ucinna dokonce i v hypoxickych
podminkach, pokud je vybran vhodny senzitizér jako ZnPcS,, ktery je schopen inhibovat
mitochondridlni respiraci. Na druhé strané kyslikova hyperbarie nevedla k vy§si ucinnosti

fotosenzitizéru.

Literarni zdroje ukazuji, Ze soubé&zna léCba hyperbarickym kyslikem muze efekt
fotodynamické terapie (PDT) podpotit. Jednim z nejzavaznéjSich zastupcu reaktivnich forem
kysliku vznikajicich pii fotodynamickém efektu (PDE) je singletovy kyslik, ktery se vyznacuje
extrémné silnymi oxida¢nimi vlastnostmi. Proto v druhé ¢asti nasi prace nasim cilem bylo
porovnat produkci singletového kysliku pro Ctyfi razné fotosenzitizéry v zavislosti na

koncentraci kysliku.
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Ctyii rizné fotosenzitizéry 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinio) porfyrin tetra(p-
toluensulfonat), tetramethylthioninchlorid, 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonanofenyl) zinecnaty
porfyrin a zine¢naty disulfonat byly zkoumany s cilem stanoveni produkce singletového kysliku
v PBS fluorescen¢nin agents pro singletovy kyslik (singlet oxygen sensor green, SOSG) pfti
raznych koncentracich kysliku (0,4 a 36 mg/1).

Nebyly zaznamenany zadné znatelné posuny v excitacnim a emisnim spektru ve vazbé
na koncentraci kysliku. S ohledem na stejnou molarmni koncentraci fotosenzitizéri byla
produkce singletového kysliku nejvyssi u 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonanofenyl) zinecnatého
porfyrinu, kde rychlost zmény fluorescence byla vice nez 3krat vyssi nez rychlost ziskana pro
5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridinio) porfyrin tetra(p-toluensulfonat). Na druhé strané

zineCnaty disulfonat vykazoval nejnizsi produkci singletového kysliku.

Ukazuje se, ze produkce singletového kysliku v rozmezi koncentraci kysliku
dosazitelnych v tkanich pfi normoxii nebo hyperoxii nezavisi na téchto koncentracich. Tvorba
singletového kysliku je vSak vyznamné ovlivnéna typem fotosenzitizéru, pfiemz nejvyssi

vytézek patii 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl) zine€natému porfyrinu
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