MATEMATICKO-FYZIKALNI
FAKULTA

Univerzita Karlova

DIPLOMOVA PRACE

Veronika Laubrova

Spektroskopické studium verteporfinu v liposomech
Katedra chemické fyziky a optiky

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Roman Dédic, Ph.D.
Studijni program: Ucitelstvi fyziky pro stfedni Skoly

Studijni obor: Ucitelstvi fyziky pro stiedni Skoly se sdruzenym studiem
Ucitelstvi matematiky pro stfedni Skoly

Praha 2023



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné a vyhradné s pou-
zitim citovanych prament, literatury a dalSich odbornych zdrojt.

Beru na védomi, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorského zakona v platném znéni, zejména skute¢nost, Ze Univer-
zita Karlova ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona.

V Praze dne 21. 4. 2023 podpis



Dé&kuji vedoucimu této diplomové prace doc. RNDr. Romanu Dédicovi, Ph.D. za jeho
ob¢tavé vedenti, trpélivost, ochotu a cenné rady a pfipominky, bez kterych bych tuto
praci nedokoncila.



Nazev prace: Spektroskopické studium verteporfinu v liposomech

Autor: Veronika Laubrova

Katedra / Ustav: Katedra chemické fyziky a optiky

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Roman Dédic, Ph.D., KCHFO MFF UK

Abstrakt: V diplomové praci byly zkoumany fotochemické vlastnosti verteporfinu
v liposomech. Bylo vyuzito absorp¢ni a fluorescencni spektroskopie a ¢asoveé rozli-
Sené detekce singletniho kysliku generovaného verteporfinem. Kinetiky emise singlet-
niho kysliku byly zkoumany v podminkach riizné koncentrace rozpusténého kysliku,
ptitomnosti t€zké vody a specifického zhasece azidu sodného. Bylo zjisténo, ze v li-
posomech se verteporfin nachézi ve dvou odliSnych skupindch. Ddle bylo zjisténo, Ze
verteporfin v liposomech prochazi fotochemickou zménou, tvorba fotoproduktu byla
pozorovana v absorpcnich i fluorescencnich spektrech. Tvorba fotoproduktu se odrazi
i v dobach narastu a poklesu kinetik luminiscence singletniho kysliku. Bylo proka-
zano, ze fotoprodukt vzniké za ptitomnosti kysliku v zdkladnim stavu mechanismem
prenosu elektronu z tripletu verteporfinu a tvorbou a naslednou reakci superoxidového
radikalu.

Klic¢ova slova: verteporfin, singletni kyslik, fotodynamicka terapie, fotosenzibilizace,
fosforescence

Title: Spectroscopic study of verteporphin in liposomes
Author: Veronika Laubrova
Department: Department of Chemical Physics and Optics

Supervisor: doc. RNDr. Roman Dédic, Ph.D., KCHFO MFF UK

Abstract: The diploma thesis examined the photochemical properties of verteporphin
in liposomes. Absorption and fluorescence spectroscopy and time-resolved detection
of singlet oxygen generated by verteporphin were used. The kinetics of singlet oxygen
emission were studied under conditions of varying concentrations of dissolved oxygen,
the presence of heavy water, and a specific quencher — sodium azide. It was found that
verteporphin in liposomes is present in two distinct groups. It was also found that ver-
teporphin in liposomes undergoes a photochemical change, and the formation of a
photoproduct was observed in absorption and fluorescence spectra. The formation of
the photoproduct is reflected in the times of increase and decrease of the kinetics of
singlet oxygen luminescence. It has been demonstrated that the photoproduct is formed
in the presence of oxygen in the ground state by an electron transfer mechanism from
the triplet state of verteporphin and the formation and subsequent reaction of a super-
oxide radical.

Keywords: verteporphin, singlet oxygen, photodynamic therapy, photosensitization,
phosphorescence



Obsah

I VO ittt 1
2 Fotodynamickd terapie (PDT)......cccooviiiiiiiiieiiieiie ettt 2
2.1 HIStOT1€ PDT ..ottt 2
2.2 VYUZIE PDT oottt 2
2.2.1  Vékem podminénd makularni degenerace (AMD) .......occvveviveviennennen. 3

2.3 Vyhody PDT oproti jinym lé¢ebnym metodam a jeji nevyhody................... 5
2.4 Kyslik v pozadi PDT ......ccoviiiiiieie ettt 5
2.4.1  Energetické hladiny a orbitaly kysliku..........ccooviiiiiniiiii. 5
242  Vznik 'O fotoSenzibilizaci ..........coooevveeeeveieeeeeeeeeeeeeeee e 6
243 ReEAKCE 100 oo 7
244  Reaktivni formy kysliku (ROS) ...ccccooiviiiiiiiiiiiceccecee 8

2.5 PrinCIP PDT oottt 9
2.6 IdeAINT PS ..o 10
2.6.1  TYPY P s 11

N 1110 11 ) 4 SRS 13
2.8 Verteporfin (VP)....uo ittt e 14

3 Experimentadlni MetOdy ........cceciririiiiiriiiieiiieeciee et 16
3.1 Absorpeni SPEKIrOSKOPIE ...cceuviieriiieiieeiie et 16
3.2 Fluorescencni SPEKIrOSKOPIE ...c..evuveruieieriiniiiienieriieieeeetee e 16
3.3 Casové rozlisena detekce fOSTOrESCENCE. ...........eveeveeveereerceeeeeeereeeeeeerenians 17

4 Materidly a prprava VZOrKU ........cocueveivuiriinieiiinieniterieeeeeee e 19
5 Experimentalni uSpOradani ..........ccoceiiiiiiiiiniiiniieiee e 21
5.1  AbSOrpeni SPEKLIOMELT .......cecuieuiiiiieiieeie ettt 21
5.2 Fluorescencni SPEKLIOMELT ......cc.eeeuieriiriiiieiieeiieriie et 21
5.3  Detekce infracervené IuminiSCENCe........ccueveeruerierierieerienieneeieneeseeeeeees 21

6  Vysledky méteni @ diSKUZE .........cccuvvieiiieiiiieiieceeeeeeee e 23



0.1  ADBSOIPENT SPEKLIA..c.uiieiiieiiieiieiie ettt et 23

6.2 Fluorescentni SPEKLIa.......c.cccieriieiiienieiiiienie ettt et 27
6.3  Kinetika infracervené [uminiSCeNCe ..........cocvevverruerienieeiienieneeieseeneeeeeee 32
0.3.1  METeni v PBS ..o 32
0.3.2  METeNi V D20 c..oiiiiiiiieee e 45

LA 7\ < OSSR UUSPSPRRRI 59
Seznam POUZILE IIEETATUTY ......cccveeeeiieeiiee et eeieeeetee et eesteeesereeeereestaeesseeessseeennseeas 60
Seznam OBTAZKIU .....c...oiuiiiiiiiie e e e 65
SezNamM taADUICK ....c..vviiiiiieiie e s 69

Seznam pouzZitych ZKIateK.........cccervieriiiiiiiiniiiiicectee e 70



1 Uvod

Verteporfin je derivat porfyrinu, ktery se pod obchodnim ndzvem Visudyne pou-
ziva ve fotodynamickeé terapii. JelikoZ je lipofilni, v 1¢kové formé je pouzivan ve formé
liposomii.

Diplomova prace navazuje na bakalaiskou praci [1], kde byl verteporfin zkouman
ve formé roztoku v dimethylformamidu. Jiz v roztocich byla pozorovana zavislost dob
zivota tripletniho stavu verteporfinu a singletniho kysliku na expozici v disledku
tvorby fotoproduktu. Z hlediska vyuziti pro fotodynamickou terapii je dilezité védeét,
zda k podobnému procesu dochazi i pii zabudovani verteporfinu do liposomti.

V disertacni praci Alexandera Molnara [2] byly v liposomech zkouméany ptibuzné
porfyrinové derivaty — porfyrin IX a hematoporfyrin. U obou téchto latek bylo pomoci
zmén rozpoustédla v okoli liposomt prokazano, ze molekuly fotosenzibilizatoru tvofi
v liposomech dv¢ odlisné skupiny. Jednim z cili prace je ukazat, zda k tomu dochazi
1 v ptipad¢ verteporfinu.

Pro studium téchto fotofyzikalnich vlastnosti verteporfinu v liposomech je vyu-
zito metod absorp¢ni a fluorescencni spektroskopie a ¢asové rozliSené detekce infra-

¢ervené luminiscence singletniho kysliku generovaného verteporfinem.



2 Fotodynamicka terapie (PDT)

2.1 Historie PDT

Jeste predtim, nez se hloubé&ji podivame na to, co si pod pojmem PDT piedstavit,
nahlédneme na maly okamzik do historie. Zjistime tak, ze ackoli neni tato forma 1écby
zatim veftejnosti pfili§ zndma, nejedna se o uplnou novinku.

O skutecnosti, ze pomoci svétla 1ze 1é€it nékteré nemoci, vi lidstvo jiz nékolik tisic
let. AvSak teprve na konci pfedminulého a v minulém stoleti mizeme mluvit o PDT —
nejen co se zpusobu 1écby, ale i pojmenovani ty€e: tento termin byl poprvé pouzit roku
1904 rakouskym farmakologem von Tappeinerem a Jodlbauerem [3].

Roku 1900 bylo objeveno, ze ptisobeni chemikalie a svétla miize zptisobit bunéc-
nou smrt. O tfi roky pozdéji se von Tappeiner, tentokrat ve spolupréci s dermatolo-
gem Jesionekem, rozhodli 1é¢it koZzni tumor pomoci svétla. V témZe roce ziskal dan-
sky Iékar Finsen Nobelovu cena za fyziologii a 1ékafstvi za objev 1é¢by kozni formy
tuberkuldzy pomoci UV zéteni [4], [5]. Z fady dalSich objevu, které ptispély k rozvoji
PDT, jmenujme napf. Cervenooranzovou fluorescenci nékterych nadort pfi jejich sti-
mulaci UV zafenim, kterou jako prvni pozoroval Policard [3].

Na objevy muze, ktery je ozna¢ovan za ,,otce PDT®, si svét musel jesté trochu
pockat, konkrétné do 70. let 20. stoleti. Tehdy Dougherty realizoval prvni rozsahlejsi
studii v oblasti PDT. Ugastnilo se ji 25 pacientii s celkem 113 nadory kiize. Pouze 2

loziska byla viici 16¢bé rezistentni, 98 se jich podafilo vylécit zcela.
2.2 Vyuziti PDT

Mnozstvi oboril, kde 1ze PDT vyuZit je ptekvapiveé velmi Siroké, uvedeme tedy

pouze nékolik priklada.

Obr. 1: Vlevo stav pacienta s lupénkou pied PDT, vpravo stav po 1é€b¢€ (prevzato z [53])



Oftalmologicti pacienti mohou byt pomoci PDT léceni pii choroidalni neovasku-
larizaci ¢i vékem podminéné makularni degeneraci [3] (AMD - viz oddil 2.2.1), ti
dermatologicti zase napft. pti lupénce [6], jak ukazuje obr. 1.

Nejvyznamnéj$im vyuzitim PDT jakoZto 1écebné metody je dozajista 1é¢ba onko-
logickych onemocnéni. Konkrétni piipad této 16&by miizeme vidét na obr. 2. Cast a
ukazuje nador pted 1éEbou, ¢ast b zbytek nadoru po 1é€bé pomoci chemoradioterapie,
¢ pak pfimou aplikaci PDT. Na zbylych snimcich pak vidime stav po aplikaci PDT a
to s Casovymi odstupy 2 dny (d), 2 tydny (e) a 10 tydnt (f).

Obr. 2: Lécba nadoru pomoci chemoradioterapie a PDT (pievzato z [49])

Probihaji také vyzkumy, které maji za cil zjistit, zda by v budoucnu nebylo mozZné
pouzivat PDT k 1écbé infekci jako je HIV nebo hepatitida (v soucasné dobé¢ je tato
metoda finanéné nedostupnd) ¢i s ni 1é¢it bakteridlni kmeny rezistentni vii¢i antibioti-
kam [7].

PDT je také mozné vyuzit jako metodu diagnostickou — napfi. v gastroenterologii
pro odhaleni Barrettova jicnu [6].

Principy, na kterych PDT stoji, ale nalezneme i na mistech s medicinou nesouvi-

sejicich — v pesticidech, detoxikacnich ¢inidlech ¢i pii €isténi vody [8].
2.2.1 Vékem podminéna makularni degenerace (AMD)

AMD (z anglického Age-related macular degeneration) je progresivni obou-

stranné o¢ni onemocnéni, které je v rozvinutych zemich nejcastéjsim divodem ztraty



zraku u pacientt starSich 55 let. Pfi¢ina tohoto onemocnéni neni dosud zndma, riziko-
vymi faktory vSak jsou kromé véku napt. genetické predispozice, rasa, koufeni, po-
hlavi ¢i vysoky tlak [9].

AMD se vyskytuje ve dvou formach — vihké (Ci exsudativni a neovaskularni) a
suché (Ci atrofické a neexsudativni).

Sucha forma je vyrazné obvyklejsi — vyskytuje se az v 9 z 10 ptipadd. Jen ztidka
vede k zavazné poruse zraku [9]. Pacienti s touto formou AMD postupné piichazi o
schopnost vidét ostfe v centralni ¢asti zorného pole [3]. Pricinna 1écba suché formy
AMD neni dosud znama. Upravou Zivotospravy lze snizit riziko nastupu onemocnéni.
Probihé vyvoj 1éka, které by pfinejmensim zpomalily jiz probihajici AMD [9].

Vlhké forma se projevuje rychlou a vyraznou ztratou ostrosti zraku. Pribéh této
formy AMD je velmi rychly — od prvnich ptiznakl k uplné ztrat€ zraku ¢asto ub&hnou
pouhé mésice. Dlivodem téchto problémi je vznik novych cév v oblasti sitnice, jejichz
stény vSak nejsou dostate¢n¢ pevné. Dochazi tak k odchlipeni sitnice vlivem prosako-
vani krve z téchto novych cév a vzniku jizev [10], [3]. Vlhké forma AMD je léc¢ena
anti-VEGF pftipravky a u pacientd, ktefi na tuto 1é€bu nereaguji, se vyuziva PDT s ver-

teporfinem. PDT v tomto piipad¢ zptisobi okluzi nechténych cév [9].

Porovnani zmén na sitnici pii suché a vlhké formé¢ AMD je zndzornéné na obr. 3.
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Obr. 3: Porovnani zmén na sitnici pii suché (vlevo) a vlhké (vpravo) formé AMD (pre-
vzato z [51])



2.3 Vyhody PDT oproti jinym lé¢ebnym metodam a jeji nevyhody

Onemocnéni, k jejichz 1€¢bé se PDT miize pouzivat, 1ze 1éCit 1 jinymi zpisoby.
Pro¢ se tedy vyuziva i PDT? Protoze PDT postrada nékteré nevyhody téchto jinych
metod.

Budeme-li se zabyvat uplatnénim v onkologii, je PDT mozné oproti chemoterapii
¢i radioterapii zacilit pouze na poSkozenou tkan a neovlivilovat negativnim zptisobem
1 zbytek organismu [4], [11] (zptGsoby, jak toho lze docilit jsou popsany v ¢asti 2.5).
PDT rovnéz postrada jejich nezadouci tcinky, jako jsou vznik nadort, osteoporoza ¢i
genetické mutace [12], [13], [14]. Naopak, nezddoucimi u¢inky PDT byvaji docasna
fotosenzitivita kiize a bolest pii aplikaci.

Dale je mozné kombinovat PDT i s jinymi lécebnymi postupy a pouzivat ji i pre-
ventivné [11].

Jako vSe ma ale i PDT své nevyhody. Patii mezi né¢ zejména vysoka cena 1€k,

specialni pfistrojové vybaveni a ¢asova narocnost [11].
2.4 Kiyslik v pozadi PDT

2.4.1 Energetické hladiny a orbitaly kysliku

Cilem této prace neni podrobné popsat fyzikalni a chemicky zéklad PDT. Ptesto,
chceme-li alespon naznacit, o jaké zaklady se opira, nevyhneme se pojmim singletni
(v nékterych zdrojich téz singletovy) a tripletni (i tripletovy) stav. O obou téchto sta-

vech mizeme hovofit v pfipade€, Ze ma atom ¢i molekula alesponi dva elektrony [15].

Molekulon orbitsl Molekuloary orbital

Obr. 4: Schematické zndzornéni molekulovych orbitalt kysliku (upraveno z [50])



Singletnim stavem pak nazyvame takovy stav, kdy jsou oba elektrony na stejném
orbitalu. Jejich prostorova funkce je automaticky symetricka. Naopak spinova funkce
musi byt antisymetricka, jak vime z Pauliho vylu¢ovaciho principu [15].

U tripletniho stavu je naopak prostorova funkce antisymetricka, zatimco spinova
funkce symetrickd. Jinymi slovy, elektrony obsadily dva orbitaly.

Pro vétSinu molekul je singletni stav jejich zékladnim stavem a tripletni stav sta-
vem excitovanym [15].

U kysliku je tomu naopak — jeho zakladni stav je triplet (Sasto znaden jako *Zg°
[16]). U kysliku totiz dochézi k degeneraci vazebnych orbitalii 7ty a y a antivazebnych
orbitalti mx” a my", kvili éemuz je pro n&j energeticky vyhodnéjsi prave tento stav. Kys-
lik v tomto stavu b&Zn& oznatujeme jako 0. A mluvime-li o prvnim excitovaném
stavu kysliku, mluvime ve skute¢nosti o jeho singletnim stavu ('A¢"). Zapis pro kyslik
v tomto stavu, tzv. singletni kyslik, pak je 02 [15].

Pro lepsi nazornost jsou na obr. 4 schematicky vykresleny molekulové orbitaly

kysliku.
2.4.2 Vznik 02 fotosenzibilizaci

Jesté neZ prozradime, pro¢ je 'O pro PDT tolik vyznamny, popiseme, jak vznika.
Zptsobi, jak 'O, vynika, je samozfejmé vice, naptiklad rozklad endoperoxidii
nebo chemicka reakce chlornanu s peroxidem vodiku. Pro PDT je vSak nejvyznam-

v

né&jsi jeho vznik fotosenzibilizaci.
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Obr. 5: Schematické znadzornéni procesu fotosenzibilizace (upraveno z [10])



Abychom tento dé&j popsali, pomtizeme si jeho schematickym znazornénim na
obr. 5.

Na zacatku mame latku specificky citlivou viic¢i svétlu, takzvany fotosenzibiliza-
tor (v n¢kterych zdrojich téz fotosenzitizér), pro ktery budeme nadale pouzivat zkratku
PS. Tato latka je v zdkladnim singletnim stavu So.

Dopadne-li na PS svétlo, PS toto svétlo absorbuje — jeden z elektronti opusti nej-
vyss§i obsazeny molekulovy orbital a ptejde do orbitalu s vyssi energii. PS se pak na-
chazi v singletnim excitovaném stavu S; [17].

Pro PS vSak neni mozné v tomto stavu setrvat. Bud’ tak vyzaii ptebytecnou energii
ve formé svétla a vrati se do stavu Sy (tento jev se nazyva fluorescence), nebo se do
puvodniho stavu vrati nezafivé. Kromé téchto dvou moznosti miize jesté nastat tieti.
PS ptejde do prvniho tripletniho stavu T pfevrdcenim spinu excitovaného elektronu
[10].

Ale 1 z tohoto stavu se PS snazi dostat zpét na stav So. Dochazi k tomu opét vyza-
fenim energie ve formé svétla (tentokrat nazyvanym fosforescence), nezativé ¢i pro-
sttednictvim reakce s okolnimi molekulami. Tyto reakce se nazyvaji fotoreakce I. a II.
typu.

Typ I se vyznacuje pfenosem elektronu nebo protonu z tripletniho stavu PS na
okolni biomolekuly. Vznika tak superoxidovy anion, ktery se dale pretvaii na dalsi
reaktivni formy kysliku (ROS). Ty jsou jiz schopné oxidativné poskozovat bunéénou
tkan, mira tohoto poskozeni se zvySuje s koncentraci PS, tedy téZ s koncentraci vzni-
kajicich ROS [17], [18], [19], [20].

Druhou moZnosti je, Ze piebytecnou energii tripletniho stavu PS piijme *0; a jejim
plsobenim piejde do stavu 'O,. Tato velmi reaktivni forma kysliku nasledné prostied-
nictvim oxidaéni reakce rychle poni¢i okolni biomolekuly [18], [19], [20]. S nejvétsi
pravdépodobnosti je to prave tento II. typ fotoreakce, ktery se podili na niceni tkani

pii PDT vétsi mérou [21].
2.43 Reakce '02

Nyni mame k dispozici '0,. Ten je oviem mnohem reaktivngjsi nez *O2, bude
tedy reagovat se svym okolim. V dal$ich fadcich uvadime velmi strué¢ny piehled nej-

vyznamnéjsich reakci 'Oz v zavislosti na dal§ich pfitomnych reaktantech.



10, oxiduje nékteré aminokyseliny a z nich tvofené proteiny. Sam je oxidovan pfi
reakcich s prvky s volnym elektronovym parem (dusik, sira, fosfor...), nebo pii reak-
cich s nimi ptechazi do tripletniho stavu [15].

Pfi reakcich 'O; s alkeny se prerusi dvojna vazba, odtrhava se vodik, dvojna vazba
se posune a vznikne hydroperoxid [15].

10, se téz zhicastiuje cykloadi¢nich reakci, kdy ze dvou n-vazeb vzniknou dvé o-
vazby. Reaguje t¢z s komponenty tukl a fosfolipida, z nukleovych kyselin predevsim

s guaninem [15].
2.4.4 Reaktivni formy kysliku (ROS)

Do této chvile jsme stale mluvili o 'O,. Nyni je nadase piiznat, Ze patii do skupiny
tzv. reaktivnich forem kysliku (ROS z anglického Reactive Oxygen Species) a roz-
hodn¢ tam nepatii sam.

Na zakladé¢ ptivodu zvysené reaktivity mizeme ROS rozdélit do dvou skupin. Do
prvni skupiny fadime molekulové radikaly, jejichz reaktivita prameni z nesparovaného
elektronu. Do této skupiny fadime napft. (teckou ve vzorcich oznacujeme radikalovy
elektron):

e hydroxylovy radikal -OH. Ten je dle n€kterych zdrojii ve formé volné ¢as-
tice jednou z nejjedovatéjSich latek vibec [22]. To je zplsobeno jeho
schopnosti narusit pfi reakcich s biomolekulami dvojnou vazbu a odtrh-
nout vodik [8], [22].

e superoxidovy anion -O;. Ten mizZe v téle vzniknout i pfirozenymi pro-
cesy, pii kterych kyslik ptfejme elektron. V porovnani s jinymi ROS neni
piilis reaktivni. Jeho reakcemi vSak vznikaji jiné ROS [15], [22].

e peroxylovy radikal R-OO- a dalsi.

Druhou skupinou jsou pak neradikalové ROS. Tato skupina zahrnuje latky jako
ozon O3, peroxid vodiku H>O» ¢i organické peroxidy R-OOH.

Reakce H20: s biomolekulami neprobihaji pfili§ rychle, vyznamny je vSak pro
svou reakci, pii které vznika -OH. Tato reakce se nazyva Fentonova a schematicky ji
muizeme zapsat takto:

H,0, + Fe** — -OH + OH" + Fe** [8], [15], [22].



2.5 Princip PDT

Kdyz nyni vime, k cemu se PDT pouziva, a mdme piehled o ROS, asi nas napada
prirozena otazka. Jak 1é¢ba pomoci PDT funguje?

Pacientovi, kterému je tato 1éCba indikovana, je nejprve podano 1é¢ivo s PS (vlast-
nosti a konkrétni piiklady téchto latek jsou rozebirany v ¢asti 2.6). Zptisob podani PS
se lisi dle charakteru 1é¢eného onemocnéni. Je mozné jej podat systémové, tedy intra-
vendzné Ci peroralné, ¢imz se PS rychle roznese do celého organismu. Systémové po-
dani vsak vystavuje pacienta vét§imu riziku nezddoucich t¢inkd. Druhou moznosti je
pak aplikovat PS lokalnég, tzv. topicky. Tento zpiisob si miizeme ptedstavit napf. tak,
Ze je pacientovi potfena kluize léivem s obsahem PS [3], [4], [17]. Tento zptsob se
ovsem neda pouzit vzdy.

PS se postupné akumuluje v postizenych tkanich a jeho koncentrace v tkanich
zdravych klesa. K tomuto jevu dochdzi pfirozenymi procesy v organismu. V ptipadé
nadorovych onemocnéni, velmi zjednodusen¢ feceno, buiiky rychle rostouciho nadoru
vychytévaji z krevniho ob&hu vice stavebnich latek nez zdravé bunky, vychytaji tak i
vice PS [3]. Aby tato akumulace prob¢hla, je potieba po podani PS vyckat. Délka Ce-

kani se odviji od pouzitého PS a zplsobu podani a onemocnéni, napft. je-li jako PS
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Obr. 6: Optické okno a absorpéni spektra dilezitych chromofora (prrevzato z [17])



pouzit verteporfin, je tfeba po intraven6znim podani pockat zhruba 15 minut [21]. Dal-
Sim faktorem vysvétlujicim zvySenou koncentraci v nddorovych tkanich je tzv. EPR
efekt, tj. skutecnost, ze jejich cévy jsou vice propustné nez v tkanich zdravych a chybi
lymfatickd drenéz, ktera by piebyte¢né latky vylucovala ven z nadoru [23].

Dalsi fazi PDT je ozafeni nemocné tkan¢ svétlem. Oproti radioterapii se ale v PDT
vyuziva svétlo s vyssimi vinovymi délkami, které samo o sobé nemé dostatecnou ener-
gii na niceni tkani. AvSak pro fotosenzibilizaci je jeho energie dostatecna. Konkrétni
pouzita vilnova délka zavisi na hlavnim absorpcnim pasu pouzitého PS, ale je tieba mit
na paméti dvé véci. Zaprveé, vinova délka pouzitého svétla se nachazi v intervalu tzv.
optického okna, tj. mezi zhruba 600 nm a 1300 nm [12], [17]. Svétlo vinové délky pod
timto intervalem pohlcuje hemoglobin, oxyhemoglobin ¢i melanin a svétlo s vinovou
délkou nad intervalem voda [4]. Optické okno, spolu s absorpénimi spektry dilezitych
chromofort jsou znazornény na obr. 6. Zadruhé, svétlo vinové délky pii horni hranici
optického okna jiz nema dostatecnou energii, aby jeho plisobenim mohl vznikat 'O,

Jak bylo feceno vyse, koncentrace PS ve zdravych builkdch je mensi nez v nado-
rovych, ale neni nulova. Pfi ozatovani tak jsou do ur€ité miry poskozovany i zdravé
tkané. Z toho dlivodu je nutné svételny zdroj zacilit do pozadovaného mista. Nejvy-
hodné&j8imi zdroji svétla (a také nejvyuzivangj$imi) jsou tak lasery [24].

Pii ozéfeni tkdn€ s PS se spousti proces popsany v ¢asti 2.4.2. Dochdzi k niceni
nemocné tkané, pii némz se pravdépodobné vice uplatituje fotoreakce II. typu [25].
Cilem PDT je dosahnout bunécné smrti, apoptozy i nekrozy. Ackoli by se mohlo zdat,
Ze tizend bun&tnd smrt je pro organismus vyhodnéjsi, nese s sebou riziko, ze zvolené
davky PS a svétla nebudou dostateéné a bude tak nutné PDT opakovat. Casto se proto
radéji davky zvysi, aby doslo k nekroze [7]. Z pohledu dnesni mediciny je jeji 1écba

snaz$i, nez 1écba onkologického onemocnéni.
2.6 Idealni PS

Do této chvile jsme definovali PS jen jako latku vyznacujici se specifickou citli-
vosti vici svétlu. Vzhledem k tomu, Ze PS vyuZivame pro medicinské tcely, je stézi
prekvapujici, Ze toto neni jedind podminka, kterou budeme na PS klast. Abychom od-
lisili latky, které splituji pouze prvni podminku, budeme PS vyuzivané v mediciné

oznacovat ptivlastkem idealni.

10



Idealni PS a jejich degradacni produkty v prvni fadé nesmi byt pro organismus
jako takové za tmy toxické. Naopak by mély dobie produkovat 'O, a dalsi ROS, aby
bylo mozné je vyuzivat pti PDT [12], [14], [26].

Dalsi dilezitou vlastnosti pro idealni PS je dobra akumulace v pozadovanych tka-
nich a nasledné rychlé vylouceni jeho zbytkli z organismu. Dale je pozadovano, aby
se absorp¢ni maximum PS nachdzelo ve vinovych délkach 600 nm (resp. dle [21]
680 nm) az 800 nm (resp. dle [26] 850 nm), nebot’ — jak jiz bylo zminéno vyse —
v tomto rozmezi pronikne svétlo do tkani nejhloubéji a navic ma dostateCnou energii
pro spusténi produkce 'O, [12], [14].

V neposledni fad¢ musi byt idedlni PS chemicky d¢ista, stabilni a snadno synteti-
zovatelna latka znamého sloZeni, u niZ se snadno provadi kontrola kvality [12], [14],

[21], [26].

2.6.1 TypyPS

PS je na zéklad¢ riznych kritérii mozné délit do nékolika skupin. V nasledujicich
fadcich uvadime struény piehled téchto déleni.
e Deéleni na zaklad¢ generace

S vyvojem PDT se pfirozené vyviji 1 PS. Na zacatku tak stala prvni generace PS,
do niz patii hematoporfyrin a jeho derivaty [25]. Tato generace PS vSak nespliiovala
nekteré pozadavky, které klademe na idealni PS. Jsou to slozité latky, které se navic
Spatn¢ akumuluji v ur€enych tkéni a jejichz absorpéni maximum se nachazi ve vlno-
vych délkach, které jsou pohlcovany tkanémi. Z téchto diivodl bylo pti PDT s pouzi-
tim PS prvni generace nutné vyuZivat velké davky PS a svétla, coz vedlo ke zvySenému

riziku nezadoucich uc¢inkt [27].

(1 (1)
Obr. 7: Strukturni typy porfyrint (I), chlorinti (IT) a bakteriochlorind (III) (prevzato =z [4])
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Kvili vySe zminénym nedostatkiim generace prvni zacala byt vyvijena generace
druha. Tato skupina, do niz patfi porfyriny, ftalocyaniny, texapyriny, chloriny ¢i bak-
teriochloriny, jiz splnuje kritéria kladena na idealni PS [25], [27].

Ptestoze PDT s druhou generaci PS funguje, vyviji se generace tfeti. Tato gene-
race obsahuje PS prvni a druhé generace, kterou jsou ovSem konjugované [25] nebo
zabalené v nosicich (protilatky, polymery ¢i liposomy). Diivodem téchto uprav je sna-
z§1 transport PS do cilové tkané [28].

e D¢leni podle syntetické Cistoty

V tomto kritériu rozliSujeme PS na chemicky ¢isté a slozené z vice slozek. Ackoli

to tak muze znit, nejsou viceslozkové PS pro vyuziti v PDT horsi [25].
e Dg¢leni podle cileni

Toto déleni odlisuje PS podle toho, zda ziistavaji v cévnim systému nebo se aku-
muluji v tkdnich [25].

e Deéleni podle chemické struktury

Toto kritérium je Casto pouzivano pro charakterizaci PS, pro PDT ma vSak jen
maly vyznam. VéEtSinu PS mizeme zatadit mezi cyklické tetrapyroly (coz jsou deri-
vaty porfyrini, chlorinti a bakteriochlorinii — jejich struktura je zndzornéna na obr. 7)
[25].

Druhou skupinou tohoto déleni jsou pak ftalocyaniny (jejich struktura je k nahléd-
nuti na obr. 8) a naftalocyaniny. Pro tyto latky je charakteristicka Spatna rozpustnost a

agregace [17].

Obr. 8: Chemicka struktura ftalocyanint (prevzato z [4])
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2.7 Liposomy

Liposomy jsou kulovité vezikuly s primérem od desitek nanometri do nékolika
mikrometrii pfipravované vétSinou z fosfolipidi, konkrétné fosfatidylcholini (PC)
[29]. Pro PDT a medicinu obecné jsou fosfolipidy vyznamné z diivodu svého amfipa-
tického charakteru — jsou hydrofilni i hydrofobni zaroven. Skladaji se totiz z hydrofilni
hlavicky a hydrofobniho ocasu [30].

Ve vodném prostiedi vytvoii fosfolipidy sférické dvojvrstvy, jak je zndzornéné na
obr. 9 — hydrofilni hlavicky (na obr. 9 zelené¢) sméfuji do okolniho prostfedi a do
vnitini dutiny a hydrofobni ocasy (na obr. 9 zluté) naopak sméfuji k sobé [30]. Do

takového liposomu je mozné a vyhodné uzavtit 1é€ivo.

Obr. 9: Stavba liposomu (prevzato z [52])

Vyhody vyuziti liposomti v PDT spocivaji v tom, ze PS uzavieny v liposomu se
snadngji akumuluje v urenych tkanich, ptedevsim u hydrofobnich 1ékti dochazi ke
zvyseni jejich rozpustnosti a tedy snaz§imu transportu po organismu v krevnim fecisti
a moznosti rozsifit 1écbu pomoci PDT 1 na dalsi typy onkologickych onemocnéni [31].

Liposomy je mozné vyrabét mnoha zplsoby, zminime pouze ty, které jsou pro
tuto praci s ohledem na praktickou cast dulezité.

Prvni takovou metodou je hydratace lipidového filmu. Lipidy (a 1é¢ivo) se roz-
pusti ve vhodném rozpoustédle, kterym je nejcastéji chloroform. Ten se nésledné ne-
cha odpafit, napt. pomoci rota¢ni odparky. Na sténdch pouzité nadoby tak vznikne
tenky lipidovy film. Ten nésledné hydratujeme vodnym roztokem [32], [33].

Touto metodou ovSem vzniknou liposomy riznych a tedy i vétSich rozmérd, nez

by mohlo byt potieba. Je tak zapotiebi sdhnout po dal§i metod€, v nasem ptipade
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k membranové extruzi, pomoci které velikosti liposomli zmenSime. Pfi této metod¢ je
roztok vznikly hydrataci lipidového filmu opakované protlacovan pfes membranu o

znamé velikosti port. Vznikaji tak liposomy, které maji pozadovanou velikost [32],

[33].
OH
MeQOC —
A /
MeOOC OH
COOR COOR' COOH COOH COOR

COCR
Verteporfin (equimolar Hematoporphyrin (HP) Protoporphyrins 1X
mixture of racemic R=H, PPIX: R=H
R'=Me, and R=Me, R'=H) PPIX-DME: R=Me

Obr. 10: Struktura verteporfinu, hematoporfyrinu a protoporfyrinu IX (pirevzato z [57])

2.8 Verteporfin (VP)

V PDT se pouziva mnoho riznych PS, které bychom si zde mohli ptedstavit, pro
tuto praci by to vSak nemélo piiliSny vyznam. Pfiblizime si tedy pouze verteporfin
(VP), ktery byl vyuzivan k méfeni v praktické ¢asti této prace. Jeho chemickou struk-

turu a porovnani se strukturami hematoporfyrinu a protoporfyrinu IX ukazuje obr. 10.
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Obr. 11: Absorpéni spektrum verteporfinu (pirevzato z [54])
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Tento PS druhé generace je v medicing vyuzivan jako 1é¢ivo s nazvem Visudyne®.
Tento derivat porfyrinu byl poprvé vyvinut v 80. letech 20. stoleti na Univerzité Brit-
ské¢ Kolumbie v kanadském Vancouveru [24]. Ze strukturniho hlediska jej fadime
mezi chloriny [21].

VP ma vlastnosti, které od idedlniho PS o¢ekdvame. Jeho absorpéni maxima lezi
i v oblasti 680 nm az 695 nm (jak ukazuje obr. 11), produkuje velké mnozstvi 'O, a
ma tak velké cytotoxické ucinky.

Z davodu Spatné rozpustnosti ve vodé je VP podavan intravendzné ve formeé lipo-
somu. V krvi se spojuje do komplexu s nizkodenzitnim lipoproteinem, ktery je na-
sledné rychle absorbovan proliferujicimi buiikami [10].

Po absolvovani terapie se VP z téla pacienta vylouci béhem jednoho az dvou dnil
[21], [26].

Pivodné se zamyslelo pouzivat VP k 1é¢bé onkologickych onemocnéni, v dnes-
nich dnech je vSak pouzivan predevsim pfi 1écbé AMD pomoci PDT [24]. Dalsimi
indikacemi pro 1écbu PDT s VP jsou nemelanomové nddory kiize a nevus flammeus

(tzv. ohen) [21].
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3 Experimentalni metody

3.1 Absorpéni spektroskopie

Je-li energie svétla pohlcena latkou, mluvime o absorpci. Pouzitim absorpce mii-
zeme urcit, z jakych latek se vzorek sklada, pomoci zkoumani dvou faktort: jaké vl-
nové délky vzorek absorboval a jak moc je absorboval. Metodu, ktera takto zkouma
latky, nazyvame absorp¢ni spektroskopie [34].

Abychom mohli fici, kolik svétla vzorek pohltil, je tfeba zavést novou veli¢inu.

Nazyva se absorbance a je definovéana vztahem [35], [36]

Py
A =log—, (1)
ve kterém symbol @, zastupuje tok svétla dopadajiciho na vzorek a @ tok svétla, které
vzorkem proslo.
Ovsem pomoci absorbance dokdZeme nejenom odpovédét na otdzku, jaka latka se
ve vzorku nachazi. Mizeme téz urcit, v jaké latkové koncentraci ¢ se v ném nachazi.
Jestlize totiz svétlo vinové délky A prochazi latkou o molarnim absorp¢nim koeficientu

¢, a Sifce absorpéni vrstvy b, pak plati [36]
A = g, bc. )

Tento vztah nazyvame Lambertovym-Beerovym zakonem.
3.2 Fluorescen¢ni spektroskopie

V néekterych ptipadech potiebujeme urcit slozeni vzorku, avSak neni mozné tak
ucinit pomoci absorp¢ni spektroskopie. Mize se tak stat kvili pfili§ vysoké koncen-
traci. V takovém piipadé¢ mizeme sdhnout po spektroskopii fluorescencni [37].

Pro tuto metodu je vzorek vybuzen svétlem (v ptipadé Sirokospektralniho excitac-
niho zdroje pouzivame pro vybér vhodné vinové délky excitujiciho svétla monochro-
mator ¢i filtr, nebo volime piimo spektralné uzky zdroj svétla, napt. laser ¢i LED) do
excitovaného stavu. V tomto stavu vSak vzorek nemuze zistat dlouho a vraci se do
puvodniho fluorescenci (¢i jinymi cestami, které nas v tuto chvili nezajimaji). Podobné
jako u absorpcni spektroskopie pak 1 zde urcime slozeni vzorku podle vinové délky
svétla, které je ale v tomto piipad€é nikoli pohlcovdno, nybrz vyzateno. Aby bylo
mozné vykreslit fluorescen¢ni spektrum, prochazi i emitované svétlo emisnim mo-

nochromatorem [38].
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3.3 Casové rozlisena detekce fosforescence

V ¢asti 2.4.2 jsme popsali, jakymi zptsoby se PS v prvnim excitovaném singlet-
nim stavu muze zbavovat piebytecné energie. Pro kazdou z cest, které byly v ¢asti
2.4.2 popsané, ale i ty které ve zminované ¢asti zlstaly opominuté (a které zde pro
potadek alespoii vyjmenujeme), mizeme pomoci vztahu [15]

R; = k;N, (3)
v némz R; znaci pocet prechodl za jednotku ¢asu po dané cesté a N pocet molekul,
zavést rychlostni konstantu £;.

Pfi snaze PS zbavit se prebytecné energie vznika singletni kyslik. Ten nasledné
zanika procesy, jez také miizeme popsat pomoci konstant £;.

Kdyz mame zavedené rychlostni konstanty jednotlivych relaxacnich procesu ki,
radi bychom s jejich pomoci popsali ¢asovy vyvoj koncentrace tripletniho stavu PS
(°PS) ve vzorku, [°PS], a ¢asovy vyvoj koncentrace 'Oz ve vzorku, ['O2]. Miizeme tak

ucinit s pomoci vztaht (4) a (5) [15]

d

3L PS| = kar,| "02][ "PS] -

(kryal *02] + kerys,[ 'PS] + keryo,[ 202] + kg, + ke, + kry Q] )
+ kTT[ 3PS] + kSOSDF[ 102])[ 3PS]

d 1 3 3
E[ 02] = kr,a[ °PS][ °0;] -

(kar, | 'PS] + kas,[ "PS] + kao,[ *02] + ka + ka. + kaglQl )

+ ksorpr| *PS])[ 10;]
Ve vztazich (4) a (5) pfisuzujeme rychlostni konstanty témto pfechodiim:
o kg, a nezafivé interakci *PS s 02 za vzniku 'O,
® kg, s, nezafive interakci 3PS s PS
* kg, o, nezafivé interakci 3PS s 30, bez vzniku 'O
e kr, nezéfivé interakci *PS s rozpoustédlem
e kr,. fosforescenci
e kr o nezafivé interakci °PS se zhaeem Q
e Kk interakei *PS s *PS za vzniku 'PS a 'PS” (tzv. triplet-tripletni anihilace)
® ksospr singletnim kyslikem senzitizované zpozdéné fluorescenci

e kyr, nezafivé interakci 'Oz s PS za vzniku *PS
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o ks, nezafivé interakci 10, s PS

o kpp, nezafivé interakci '02 s >0z

ek, nezafivé interakci 'Os s rozpoustédlem
e k,, fosforescenci

e kyp nezafivé interakci 'Oz se zhasedem Q

Singletnim kyslikem senzitizovanou zpozdénou fluorescenci nebudeme dale uva-
Zovat.

Zanedbame-li kyr, , mizeme pro koncentraci 10, uvazovat vztah [15]
k
161 _[3 A —Kt) — —
[ '0.] =[°Ps]; -y (exp(~Kat) — exp(—Kr,t)) 6)
[*PS]o je koncentrace *PS v ihned po excitaci, Kr, je pievracena doba zivota PS a

Kx = kas,[PS] + kao,[02] + ka + ka. + kpo[Ql (N

je pievracena doba Zivota 'O,. [PS] zde oznaduje pocatecni koncentraci PS, [O2] po-

¢atecni koncentraci kysliku.
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4 Materialy a priprava vzorki

Pro méfeni jsme ptipravili vzorek prazdnych liposomi a vzorek VP v liposomech.

Pti ptipravé prazdnych liposomt jsme nejprve 39,0 mg PC od firmy Avanti roz-
pustili ve 2 ml chloroformu p. a. od firmy Lachema. Pro vzorek VP v liposomech bylo
rozpusténo 1,5 mg VP od firmy Sigma a 38,7 mg PC ve 2 ml chloroformu. Ciselné
hodnoty byly volen¢ tak, aby na 1 molekulu VP ptipadalo 50 molekul PC.

Dale se pfi ptipravé obou vzorki postupovalo stejné.

Chloroform byl ze vzorkl odpafen béhem 10 minut na rota¢ni odparce pfi tlaku
300 mPa, teploté lazn¢ 40°C a frekvenci 200 otaek za minutu. Na sténach banék se
vytvotil rovnomérny film, ten byl dale 10 minut vyfoukavan dusikem, aby se odpatily
1 posledni pfipadné zbytky chloroformu. Filmy byly nasledné¢ rozpustény ve 3 ml fos-
fatového pufru (PBS) od firmy Biosera.

Aby mély liposomy potifebnou jednotnou velikost, byly ohtaty nad teplotu fazo-
vého prechodu 75°C a 11x protlaceny ptes membranu o velikosti port 100 nm pomoci
extruderu od firmy Avanti (na obr. 12).

Takto vyrobené vzorky byly podrobeny méfeni na zeta-sizeru, aby se potvrdilo,
ze liposomy v nich maji pozadovanou a jednotnou velikost, vysledky tohoto méfeni
ukazuje obr. 13. U vzorku s ¢istymi liposomy byla naméiena distribuce velikosti s je-
dinym maximem kolem 134 nm. U vzorku s pfidanym VP byla namé&fena distribuce
s jedinym maximem okolo 120 nm.

Pro potieby jednotlivych méteni byly zadsobni roztoky liposomi déle fedény PBS
¢1 téZkou vodou od firmy Aldrich Chemistry, syceny dusikem ¢i kyslikem.

Déle jsme pfipravili roztok z 18,7 mg NaN3, azidu sodného, od firmy Sigma a
288 ml PBS. Pro néktera méteni jsme 20 pl tohoto roztoku pfilili do 2 ml roztoku VP

v PC o koncentraci desetinové oproti zdsobnimu roztoku.

i oF - ~

\Avanti Polar Lipids, Inc.

Obr. 12: Extruder pro tvorbu liposomt pozadované velikosti (prrevzato z [55])
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Obr. 13: Vysledek méfeni na zeta-sizeru. Zelend barva odpovida vzorku liposomu
s VP, Cervena vzorku Cistych liposomu
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S Experimentalni usporadani
5.1 Absorp¢ni spektrometr

Absorp¢ni spektra byla méfena na dvoupaprskovém absorpcnim spektrometru

Specord 250 od firmy Analytik Jena.
5.2 Fluorescen¢ni spektrometr

Fluorescenc¢ni spektra byla méfena vlaknovym spektrometrem AvaSpec-2048 vy-
robenym firmou Avantes. Vzorek byl pro méteni excitovan modrym polovodi¢ovym
laserem s vinovou délkou 405 nm RLDE405M-20-5 firmy Roithner Lasertechnik
GmbH.

5.3 Detekce infracervené luminiscence

Infra¢ervend luminiscence byla namétena pomoci uspotadani, jez je schematicky

znazornéné na obr. 14.
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Obr. 14: Usporadani pro méfeni infraervené luminiscence singletniho kysliku
(prevzato z [56])

PtferuSovanou cCarou ohraniené casti na obr. 14 piedstavuji laser EKSPLA
NT242, ktery je sloZen z pulzniho diodami ¢erpaného pevnolatkového Nd:YAG laseru
(DPSSL) s Q-switchem a optického parametrického oscilatoru pro zménu vystupni vl-
nové délky laserového zafeni. Pro méfeni byl tento laser nastaven na vlnovou délku

433 nm a energii pulzu zhruba 5uJ.
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Paprsek z laseru pokracuje na spoustéci diodu T a kyvetu C se vzorkem, ktery
excituje. Vzorek tak zacne luminiskovat a jeho zafeni se nasledné ptes F — dva
dlouhovInné filtry Schott RG7 — a vysoce svételny monochromator Jobin Yvon H20IR
—H20, ktery byl pro potfeby méteni nastaven na 1274 nm, dostava do PM fotonésobice
Hamamatsu R5509 citlivého do 1400 nm. Pulzy z fotondsobiCe jsou po zesileni

predzesilovacem P detekovany ¢asové rozliSenym ¢itacem Becker&Hickl MSA200.
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6 Vysledky méreni a diskuze
6.1 Absorp¢ni spektra

Aby bylo mozné zhodnotit vybélovani a tvorbu fotoproduktu ve vzorcich s VP
béhem méteni kinetik luminiscence, zméfili jsme pfed méfenim kinetik i po ném ab-
sorp¢ni spektra. Tato spektra jsme méfili na vzorcich, jejichz koncentrace byla deseti-
nova oproti koncentraci zasobnich roztok. Divodem tohoto naiedéni byla potteba
dostate¢né prusvitnosti vzorkti. Vyjimku tvotilo méteni absorp¢niho spektra vzorku
s VP pfed métenim kinetik a vzorku €istych liposomd, kdy pouzita koncentrace byla
polovi¢ni oproti zdsobnimu roztoku. S ohledem na snazsi interpretaci vysledki méteni
byly naméfené hodnoty piepocitany (pomoci vztahu (2)) na koncentraci shodnou

s ostatnimi méfenimi.

VP s azidem po méfreni kinetik
1.5 VP po méfeni kinetik
—— VP pfed méfenim kinentik

absorbance
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N
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Obr. 15: Absorpcni spektrum vzorku s VP v PBS pfed méfenim kinetik luminiscence
a po ném a vzorku VP v PBS s azidem po méfeni kinetik luminiscence

Obr. 15 ukazuje porovnani absorbance vzorku s VP v PBS pfed méfenim kinetik
luminiscence a po ném a vzorku VP s azidem v PBS po méfeni kinetik luminiscence.
Jak muzeme vidét, jednotliva spektra se od sebe lisi jen drobné. Nejveétsi rozdily jsou,

ze ve vzorku VP po méfeni kinetik se objevil pas na 238 nm a pas mezi 415 nm a
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435 nm mirné klesa, na rozdil od vzorku pfed métenim kinetik, kde byl konstantni. U
vzorku s azidem je absorbance v pasu mezi 415 nm a 435 nm konstantni. Divodem
muze byt vyrazné nizsi pocet méteni kinetik, kterému byl dany vzorek podroben. U
azidového vzorku také pozorujeme odchylku od ostatnich vzorkti v chovani ve vino-
vych délkach od 200 nm do 238 nm. Tato odchylka je ovSem ocekavana vzhledem
k namétenému spektru Cistého NaNs, které je vynesené na obr. 16. Absorpéni spek-
trum azidového vzorku je celkové mirné slabsi nez ostatni spektra, coz mize byt zpi-
sobené chybou pii michani vzorku.

S ohledem na to, Ze méfime VP v liposomech, nikoli ¢isty VP, bylo naméfené také
absorp¢ni spektrum prazdnych liposomti v PBS, abychom védéli, nakolik liposomy
ovliviiyji vysledky znazornéné na obr. 15. Z obr. 17, kde je toto spektrum vynesené
lze usuzovat, Ze by liposomy do absorpcniho spektra VP v liposomech méli promlou-
vat predevsim v oblasti od 200 nm do 300 nm. Tato uvaha je v souladu s tim, ze v ob-
lastech nad 300 nm se naSe naméfena spektra shoduji s udavanym tvarem absorpéniho
spektra verteporfinu (obr. 11).

Podobné srovnani jako na obr. 15 mizeme vidét i na obr 18 s tim rozdilem, ze

obr. 18 ukazuje absorp¢ni spektra pro vzorky nafedéné D,O. Spektra VP pfed métenim

absorbance
P
|

| ! ] ! | ! ] ! ] ! ] ! 1
200 300 400 500 600 700 800
vinova délka [nm]
Obr. 16: Absorpéni spektrum NaNj
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Obr. 17: Absorp¢ni spektrum prazdnych liposoma v PBS

kinetik a po ném se shoduji Iépe nez v ptedchozim piipade€, nejvetsi rozdily mizeme
opét pozorovat v okoli vinovych délek 238 nm a 440 nm (u niz dochézi ke sniZeni na
96 %). Spektrum vzorku s NaN3; (méfené az po kinetikach) dobie kopiruje spektrum
vzorku VP ptfed méfenim kinetik.

Absorpcni spektrum vzorku prazdnych liposomil nafedéného D>0O, znazornéné na
obr. 19, nevykazuje oproti vzorku liposomt v PBS vyrazné rozdily.

Drobné rozdily ve tvarech absorp¢nich spekter, které jsou zminovany v piedcho-
zich odstavcich, ukazuji na tvorbu fotoproduktu pii expozici, a to 1 v ptitomnosti NaNG,
ktery zhasi '0,. To naznaduje, Ze tvorba fotoproduktu bude probihat jingm mechanis-
mem neZ reakci VP s '0,.

Dle [39] byl v 10% roztocich fetalniho teleciho séra (a Zadnych jinych zkouma-
nych) pfi ozafovani VP pozorovan pokles absorp¢nich pasti na 400 nm az 450 nm a
688 nm. Dale se objevily nové pasy na 320 nm a 688 nm. Fotoprodukt nebyl s jistotou
identifikovan, ziskané vysledky ale dle autorti [39] ukazuji, ze by se mohlo jednat o
formylovy fotoprodukt (vznikajici reakci volnych radikali). Ten se ovSem neda odlisit

od hydroxyaldehydového fotoproduktu (vznikajiciho cykloadici 'O5).
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V [40] nebyla naopak tvorba fotoproduktu pozorovana v zddném ze zkoumanych
rozpoustédel. Jako divod rozdili ve spektrech uvadi autofi vybelovani (tj. PS v da-
sledku sebedestrukce po osvétleni ztraci schopnost absorpce [21]).

Pfi srovnani zde namétenych absorpcnich spekter s obr. 11 v [1], ktery ukazuje
absorp¢ni spektru VP v dimethylformamidu (DMF), 1ze konstatovat, ze spektra vypa-
daji kvalitativné stejné, vétSina past se nachdzi na stejnych vinovych délkach, pouze
pasy na 554 nm a 583 nm jsou pro VP v liposomech posunuty o zhruba 5 nm do Cer-
vena oproti VP v DMF. Malé rozdily Ize pozorovat i u nejsiln€jsiho pasu. Ten se
v DMF sklada nejméné ze dvou, na 436 nm je trochu vyssi nez na 414 nm a navic
ptibylo kiidlo na Cervené stran€¢ dlouhovinnéjsiho pasu.

Ze skutecnosti, ze ziskana spektra maji stejny tvar jako spektra zmétena v orga-
nickém rozpoustédle, 1ze usuzovat, Ze VP je v liposomech v neagregované, mono-
merni formé&. Podobny vysledek je publikovan v [41].

Ziskana spektra se téz tvarem shoduji se spektrem Visudynu publikovanym v [42].

— VP s azidem po mé&feni kinetik
1.5 —— VP po méfeni kinetik
—— VP pfed méfenim kinetik

absorbance

T T T T ! I
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Obr. 18: Absorp¢ni spektrum vzorku s VP v DO pred méfenim kinetik luminiscence
a po ném a vzorku VP v D0 s azidem po méfeni kinetik luminiscence
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Obr. 19: Absorp¢ni spektrum prazdnych liposomti v D,O
6.2 Fluorescen¢ni spektra

Dalsim zptisobem, kterym jsme ovéiovali, ze v pribe¢hu méfeni kinetik luminis-
cence nedochdzi k degradaci vzorki, je méfeni fluorescencnich spekter. Stejné jako
pfi méfeni spekter absorpcnich nés zajima, zda a o kolik se 1i$i spektrum pfed métenim
kinetik a po ném.

Fluorescenc¢ni spektra VP v liposomech pfed méfenim kinetik a po ném a s azidem
v PBS, vynesena na obr. 20, byla méfena pii poloviéni koncentraci ve srovnani se
zasobnim roztokem. Tataz spektra v D>O, vynesena na obr. 21, mé¢la koncentraci de-
setinovou oproti zadsobnimu roztoku.

Na obr. 20 mizeme pozorovat, ze pro vzorky fedéné¢ PBS hlavni maximum pted
méfenim kinetik a po ném zlstava na stejné vinove délce, tj. 694 nm, pas se ovSem
sniZi zhruba na 80 %. Kiidlo se mirn€ posouva ze 769 nm na 764 nm, ale nesnizuje se.
I v azidovém vzorku zlistava hlavni maximum na 694 nm. V obou vzorcich po méfeni
kinetik se objevuje novy pas v okoli vinové délky 655 nm, pro azidovy vzorek je tento
efekt slabsi nez pro vzorek bez azidu.

Vysledky pro vzorky fedéné D>O na obr. 21 se od pfedchozich pfilis nelisi. Hlavni

maximum na 694 nm se po mefeni kinetik snizilo na zhruba 77 %, kfidlo se posunulo
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ze 769 nm na 765 nm a snizilo se na 89 %. I zde pozorujeme novy pas okolo 655 nm,
tento efekt je navic siln€jsi nez v ptipadé PBS.

Pro lepsi piedstavu, jak se spektra zménila, jsme je rozd€lili do 4 az 5 pasu (tak,
jak je to znazornéné na obr. 22) a zkoumali zménu téchto past, konkrétné pozice jejich
maxim a §itky. Vysledky téchto rozkladl shrnuji tabulka 1 (pro vzorky v PBS) a ta-
bulka 2 (pro vzorky v D>0).

Nyni mizeme pro vzorek v PBS konstatovat, Ze hlavni pas se sklada ze dvou,
jejichz maxima na 693 nm a 703 nm se v podstaté neposouvaji ani neméni Sitku. Totéz
1ze tvrdit pro kiidlo s maximy na 731 nm a 764 nm. V obou vzorcich po méfeni kinetik
se skutecné objevuje novy pas: u vinové délky 663 nm se Sitkou 30 nm v bezazidovém
vzorku, u azidového vzorku na 675 nm se Sitkou 45 nm. U azidového je tento efekt
slab8i nez pro vzorek bez azidu, coz zvySuje chybu uréeni polohy maxima (ta je u
azidového vzorku 8 nm, zatimco u bezazidového pouze 2 nm).

U vzorku v DO se poloha past tvoricich hlavni pas a kiidlo od vysledkti v PBS

nelisi. Opét zde pozorujeme novy pas: na 660 nm (s chybou urceni 0,6 nm) se Sitkou

—— VP s azidem po méfeni kinetik
—— VP po méfeni kinetik
—— VP pfed méfenim kinetik
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Obr. 20: Fluorescen¢ni spektrum vzorku s VP v PBS pfed méfenim kinetik luminis-
cence a po ném a vzorku VP v PBS s azidem po méfeni kinetik luminiscence
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26 nm u vzorku bez azidu a na 666 nm (s chybou urceni 3 nm) se Sitkou 38 nm ve
vzorku s azidem.

Neni-li uvedeno jinak, chyba urceni polohy maxim neptesahuje 0,5 nm.

V souladu s absorp¢nimi spektry ukazuji tedy i spektra fluorescencni objevenim
nového pasu na vznik fotoproduktu. U azidového vzorku je tento efekt slabsi, coz ma
stejnou pficinu jako u absorpcnich spekter: tento vzorek byl vystaven mensimu poctu
méieni, tj. nizs$i expozici. Pas fotoproduktu je v ramci chyb na stejné vinové délce
v PBS 1 D70, ale ve vzorcich s azidem je systematicky posunut k delSim vinovym dél-
kam.

Fluorescenc¢ni pas okolo 650 nm byl pozorovan pti ozarovani VP v 10% roztocich
fetalniho teleciho séra a buiikach lidského karcinomu mocového méchyie [39].

Fotoprodukt s maximem fluorescen¢niho spektra u 660 nm byl pozorovan i v in
vitro bunécéné kultufe MAT-LyLu bun¢k [43]. V anoxickém prostiedi klesla rychlost
tvorby fotoproduktu pfinejmensim 17x.

Srovndme-li ziskana spektra s fluorescen¢nimi spektry VP v DMF (obr. 13 v [1]),

zjistime, Ze ani zde se tvarové a polohou pést od sebe nelisi.
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Obr. 21: Fluorescen¢ni spektrum vzorku s VP v D20 pied métenim kinetik luminis-
cence a po ném a vzorku VP v D20 s azidem po méfeni kinetik luminiscence

|
800

P,0210§ maxima pred méte- X 693 703 731 764
nim kinetik [nm]
S‘1rka' pasu pred méfenim X 14 27 18 50
kinetik [nm]
szpe maxima po méfeni 663 693 702 731 761
kinetik [nm]
S1rka pasu po méfeni kine- 30 15 27 15 52
tik [nm]
Pozice maxima po méfeni 675 693 705 731 762
kinetik s azidem [nm]
Slrka pasu po méfeni kine- 45 15 26 17 52
tik s azidem [nm]

o . Nemeéni | Neméni | Neméni | Neméni
Zaver Méni se

se se s¢ §¢

Tabulka 1: Pasy ve fluorescencnich spektrech vzorki fedénych PBS

30




[dodel Gauss
Equation ¥=y 0+ (AW Sqr(pi 2} expi-2 5 (-xc it 2)
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Obr. 22: Priklad rozlozeni fluorescenc¢niho spektra na pasy, zde konkrétné pro vzorek

VP v liposomech fedény D>O po méteni kinetik luminiscence

P,0210§ ma.lxmla pred méte- X 693 703 731 763
nim kinetik [nm]
S'1rka' pasu pifed méfenim X 14 27 17 50
kinetik [nm]
Pozice maxima po méfeni 660 693 704 731 761
kinetik [nm]
Slrka pasu po méfeni kine- 26 14 26 16 52
tik [nm]
szpe maxima po méfeni 666 693 704 731 763
kinetik s azidem [nm]
S.lrka pasu po méfeni kine- 38 15 26 18 51
tik s azidem [nm]
o L, Neméni | Neméni | Neméni | Neméni

Zavér Méni se

se se se §¢

Tabulka 2: Pasy ve fluorescencnich spektrech vzorki fedénych D,O
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6.3 Kinetika infraCervené luminiscence

Vsechna méteni kinetik luminiscence probéhla na vzorcich, jejichz koncentrace
byla desetinova oproti zdsobnimu roztoku. Kinetiky luminiscence jsou méteny pro vl-
novou délku 1274 nm, coZ je dle vysledkii méfeni v [1] maximum emise 'Ox.

Konstanta pozadi a méla pro v§echna méteni stejnou pevnou hodnotu 0,14.
6.3.1 Meéreniv PBS

Prvni méfeni, kterd jsme provedli, byla métfeni na vzorcich prazdnych liposomt,
aby se vyjasnilo, zda samotné lipidy tvotici liposomy neprodukuji pii osvétleni signal,
ktery by zkresloval méfeni ziskana na liposomech s VP. Piiklad této kinetiky je uveden

na obr. 23. Porovname-li tuto kinetiku s piikladem detailu kinetiky vzorku liposomal-

100 A
o3
I ]
>S5
o
©
Q) 10 i
(@] -
o i
1 " ! 1 1 ] ] ! ]
0 20000 40000 60000 80000 100000
¢as [ns]

Obr. 23: Kinetika luminiscence na vzorku prazdnych liposomt fedénych v PBS

niho VP vynesenym na obr. 24, ukazuje se, Ze signdl zplisobeny liposomy je velmi
slaby. Nebudeme jej tedy dal uvazovat.
Kinetiky luminiscence 'O2 na vzorcich liposomalniho VP byly, tak jak je téZ vidét

na obr. 24, fitovany funkci, ktera je variantou vztahu (6):

It)=b- (exp (— t£> — exp (— ;)) +a, (8)

1 2

kde b je amplituda, ¢, je doba poklesu a 7> doba nartistu VP a a konstanta pozadi. Tento

tvar kinetik neodpovida tvaru kinetik pozorovanych v [44], kde byly dva naristy.
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Obr. 24: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéné¢ho v PBS
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Obr. 25: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného v PBS
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Obr. 26: Zavislost doby #2 na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéné¢ho v PBS
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Obr. 27: Zavislost amplitudy na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS
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V prubéhu méteni se ukazalo, ze parametry b, #; a t> se méni s expozici. Obr. 25,
26 a 27 tuto zavislost zobrazuji.

Na obr. 25 pozorujeme, ze doby #; nartistaji v zavislosti na expozici zhruba od
4,8 us do 6,0 ps. Po linearni extrapolaci k nulové expozici ziskdme dobu poklesu
(4,87 £ 0,05) ps. Tato hodnota zde ptedstavuje dobu Zivota 'O, a vychazi delsi nez ve
vodg, kde je 3,7 us [45]. Divodem nartistu je skute¢nost, ze 'O2 se zhasi pomaleji nez
v &erstvém vzorku. Podobné pozorovani bylo provedeno i v [1], kde doby Zivota 'O,
také rostou, jen mén¢ vyrazné — od 18,4 us do 18,75 us.

Na obr. 26 znazornujicim zavislost doby 7> na expozici neni na prvni pohled patrny
monotdénni nartst nebo pokles. Pokud bychom ovSem odhlédli od prvniho a posled-
niho méfeni, mohli bychom zbylé hodnoty povazovat za pomalu rostouci od 320 ns do
380 ns. Doba #, zde znaci dobu zivota VP, divodem jejiho narlstu s expozici tak mo-
hou byt zmény na VP, v absorp¢nich a fluorescen¢nich spektrech vsak byla pozoro-
vana jen mala zména. Linedrni extrapolace k nulové expozici pak dava cas

(326 £ 11) ns. Podobné chovani jsme opét pozorovali v [1], kde doby nértstu rostly
od 270 ns k 290 ns.

100
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15
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Obr. 28: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS nasyce-
ném kyslikem
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Amplituda s expozici linearné klesa od 12,5 do 8,5, tj. asi na 2/3 pivodni hodnoty,
jak je zfejmé z obr. 27. Zména absorbance na ptislusné vinové délce je ale mala, foto-
produkt tedy nejspiSe generuje méné singletniho kysliku nez Cerstvy VP.

Déle byl vzorek liposomalniho VP nasycen kyslikem a byly na ném opé€t opako-
van¢ méfeny kinetiky luminiscence. Detail prvnich 15 ps jedné z téchto kinetik uka-
zuje obr. 28.

V ptipadé¢ protoporfyrinu IX a hematoporfyrinovych derivati byly pozorovany
dva naristy a jeden pokles [44]. Proto byl ofekavan viceslozkovy prubéh i pro VP.
Ukazuje se ale, ze kinetiky maji jeden nartst a dva poklesy. Pribéhy tak byly uspésné
fitovany linearni kombinaci dvou funkeci tvaru (8), v niz > znaci shodnou dobu naristu,

t; a t3 dvé riizné doby poklesu, b a c amplitudy a a konstantu pozadi:

I(t) =

b (e (-2) e (L) e (o (- D) e (L)) ve O

750 %

700

550 %

0 1 2 3 4 5

expozice [J]
Obr. 29: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéné¢ho v PBS
nasyceném kyslikem
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Obr. 30: Zavislost doby #> na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéné¢ho v PBS
nasyceném kyslikem
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Obr. 31: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS
nasyceném kyslikem
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Obr. 32: Zavislost amplitudy b na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného
v PBS nasyceném kyslikem
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Obr. 33: Zavislost amplitudy ¢ na expozici ve vzorku liposomalniho VP tfedéného
v PBS nasyceném kyslikem
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Dtivodem viceslozkového pritbé¢hu miize byt ptitomnost vice forem VP. Piedpo-
klad nehomogenniho rozdé€leni VP v liposomu je podpoien i vysledky z [41], kde zha-
Seni jodovymi ionty ukazuje dvouslozkovy charakter, tj. dvé rtizné skupiny PS v lipi-
dové dvojvrstvé. Cast molekul VP by dle [41] mohla byt ve formé J-agregatu.

Hodnoty #; ziskané timto fitem z dvou méteni (expozice 3 J a4 J) se velmi vyrazné
(fddem) odlisovaly od ostatnich, jejich odchylky mély Sestindsobny fad oproti odchyl-
kam ostatnich hodnot. Tyto dvé hodnoty byly pro opakované fitovani nahrazeny pev-
nymi dobami linedrn¢ interpolovanymi ze zbylé zavislosti.

Podobné jako vyse jsme i zde do obr. 29 az 33 vynesli zavislosti dob a amplitud
na expozici.

Z obr. 29 Ize odhadovat — odhlédneme-li od 6. hodnoty, Ze hodnota #; je v zavis-
losti na expozici konstantni, jeji pramér je (623 + 17) ns. To by mohlo byt zpiisobeno
zha$enim 'O, molekulami VP, jehoZ schopnost zhaset 'Oz byla prokazana v [1].

Doba 2 se z obr. 30 zdé zhruba linedrné rostouci, a to od pfiblizn€ 26 ns do 46 ns,
extrapolace k nulové expozici dava dobu (30 £ 3) ns. Skutecnost, ze je doba ¢, velmi
kratka, odpovida rychlejSimu zhéaseni tripleti VP pfi vyssi koncentraci kysliku.

Doba #3 se na obr. 31 jevi jako konstantni okolo 3,3 us, v poslednich dvou bodech
mirng klesa od 3,5 us do 3,1 ps. Primér hodnot pro expozici od 0 J do 4 J dava dobu
(3,33 £ 0,03) ps. Tato hodnota dobie odpovidd dobé Zivota 'O, generovaného meso-
tetra(4-sulfonatophenyl)porfyrinem v kyslikem nasyceném vodném roztoku [45].
Zkraceni této doby oproti odpovidajici dobé Zivota pied nasycenim kyslikem dobte
odpovida zkraceni pozorovanému v [44], kde se doby zkratily z 7,3 us a 8,0 us na
3,5 us.

Amplituda b dle obr. 32 mirn¢ klesd zhruba od 35 do 30, zatimco amplituda c
z obr. 33 vykazuje zhruba konstantni prub¢h v okoli hodnoty 23, pouze u poslednich
dvou hodnot pozorujeme drobny narist korelujici s odchylkou u poslednich dvou hod-
not #3.

Pozorujeme tedy, ze zména dob a amplitud je mensi pfi nasyceni vzorku kyslikem
nez pted nim. To miiZe byt zptisobeno tim, Ze VP je zhaSen kyslikem dfive, nez projde
fotochemickou zménou, a proto je rychlost tvorby fotoproduktu mensi nez ve vzorku
v rovnovaze se vzduchem.

Pro dals$i méfeni byl vzorek liposomélniho VP nasycen dusikem. V takovém pfi-
pad¢ nemohou byt triplety VP zhaSeny kyslikem a signal by mél odpovidat pouze po-

klesu koncentrace tripletd VP. Pribéh kinetik pak vypadal tak, jak je zndzornéno na
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obr. 34, kde je zndzornén detail pro ¢as do 6 ps. Ziskana data, v souladu s pfedpokla-
dem dvou skupin VP v liposomech, vykazuji dvouexponencialni pokles a byla tak fi-
tovéana funkci

I(t)=b-exp<—é)+c-exp(—ti)+a, (10)

2

v niz jako b a ¢ zna¢ime amplitudy poklest, #; a 7> jsou doby zivota dvou skupin VP.

10
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Obr. 34: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS nasyce-
ném dusikem

Stejné jako v pfedchozich ptipadech nas u dob Zivota a amplitud zajimaji zavis-
losti na expozici, které jsme vynesli do obr. 35 az 38.

Z obr. 35 lze vycist, Ze zavislost doby #; na expozici miZzeme oznacit za kon-
stantni. Tato velmi kratka doba Zivota ma primérnou hodnotu (115 £ 2) ns, coz je jesté
mén¢, nez byly doby nérlstu ve vzduchu.

Zavislost doby 72 na expozici z obr. 36 pak lze ve velmi hrubém pfibliZeni (a pfi
vynechani prvnich dvou hodnot) povazovat za konstantu. Jeji primér je (8,7 = 0,2) us.
To je ovSem v rozporu s vySe zmintovanou myslenkou na fotodegradaci bez kysliku.

Amplitudy b na obr. 37 a ¢ na obr. 38 pak nevykazuji Zddnou vyznamnou zéavislost
na expozici, pouzijeme-li opét velmi hrubé pfiblizeni, 1ze amplitudu b brat jako kon-

stantu okolo 16 a amplitudu ¢ jako konstantu okolo 2.
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Obr. 35: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS
nasyceném dusikem
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Obr. 36: Zavislost doby 7> na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS
nasyceném dusikem
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Obr. 37: Zavislost amplitudy b na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného
v PBS nasyceném dusikem
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Obr. 38: Zavislost amplitudy ¢ na expozici ve vzorku liposomalniho VP tedéného
v PBS nasyceném dusikem
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Pti posledni sérii pokusti se vzorkem liposomalniho VP fedéné¢ho PBS jsme vzo-
rek obohatili o specificky zhaSe¢ singletniho kysliku azid sodny a opét jsme méfili
kinetiky luminiscence. Detail jedné ze zmétenych kinetik ukazuje obr. 39.

pocet pulzu
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Obr. 39: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v PBS oboha-
ceném o NaNj

Ziskané kinetiky v tomto ptipad¢ vykazovaly pouze jednoexponencialni pokles a

jsou tak fitovany funkci s predpisem
t
I(t)=b-exp<—t—)+a, (11)
1

kde jako b oznacujeme amplitudu poklesu a jako ¢; dobu Zivota tripletl VP.
I v tomto ptipadé jsme na néasledujici grafy — obr. 40 a 41 — vynesli zavislosti ¢,
a b na expozici.

Z obr. 40 Ize usuzovat, Ze doba Zivota ¢; s rostouci expozici zhruba linedrné na-
rustd od 1,6 ps do 1,8 us, linearni extrapolace k nulové expozici dava dobu
(1,64 £ 0,03) ps. To opét odpovida fotochemické zméng, ktera ale neni vyvolana 'O,,
nebot’ ten je zhaSen azidem. V rozporu se ziskanymi vysledky bychom ov§em oceka-
vali, Ze tato doba bude odpovidat nartistu ve vzorku v rovnovéaze se vzduchem, které
byla (326 = 11) ns. Naopak amplituda na obr. 41 s expozici ziejmé linearné klesa, a to

od 14,5 do 12. Dochazi zde tedy k poklesu jen na zhruba 4/5 ptivodni hodnoty.

43



Azid tedy ziejmé ovliviiuje vysledky dalsi zptisobem. Vzhledem k delsi dobé¢ zi-
vota VP navrhujeme, ze by mohlo dochazet k mensimu kontaktu VP s kyslikem v li-
pidové dvojvrstve.

Z vyse uvedenych vysledkli usuzujeme, ze VP v tripletnim excitovaném stavu
nejspiSe reaguje s kyslikem v zakladnim stavu. Proto bez pfitomnosti kysliku (pfi na-
syceni dusikem) neni patrna velkd zména. Nejedna se o reakci s 'O2, nebot’ k ni do-
chazi i v azidovém vzorku, kde 'Oz neni pfitomny. Rozdil mezi vzduchem a kyslikem
tak pada na vrub rychlejsSimu zhasSenti tripletii rozpusténym kyslikem a tedy mensi Sanci
na fotochemickou reakci. V [46] bylo pomoci EPR ukazéano, ze tripletni VP mize
kromé 'O i¢inné tvofit pomoci prenosu elektronu na kyslik i superoxidovy radikal,

ktery tak mize byt zodpovédny za tvorbu fotoproduktu.

1,9
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Obr. 40: Zavislost doby Zivota #; na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného
v PBS obohaceném o NaNj;
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Obr. 41: Zavislost amplitudy » na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného
v PBS obohaceném o NaNj3

6.3.2 Méieni v D20

Meéteni v D20 probihalo stejné jako v PBS a zajimaly nés i stejné vystupy. Ditvo-
dem pouziti DO misto H>O je tzv. izotopicky efekt — D>O zh4si 'O> mnohem méné
nez H>0, a doby Zivota 'O, se tak fadové prodluzuji. Kinetiku luminiscence ze vzorku
s liposomy s ¢istym PC znovu nevykreslujeme, jeji charakter byl i zde shodny jako v
PBS a déle ji budeme zanedbavat. Na obr. 42 az 45 jsou vysledky pro vzorek liposo-
malniho VP fedéného D-O. K fitovani dat byla pouzita funkce (8).

Zavislost doby poklesu (ktera zde odpovida dobé Zivota '02) #; na expozici dle
obr. 43 linearné roste od zhruba 23 pus do 25,5 ps, z linearni extrapolace k nulové ex-
pozici ziskdme hodnotu (23,4 + 0,1) us. Ocekavali jsme, Ze se tato doba oproti vy-
sledku v PBS prodlouzi. Coz se i stalo, konkrétn€ vzrostla 4,8x, coZ odpovida vysled-
kiim v [47], kde se prodlouzila 5x. V ¢isté D,O bychom méli namétit hodnotu kolem
68 us [48]. V naSem piipad¢ ve vzorku zustala ¢ast vody ve vzorku lehka a nejspise
dochazi ke zhageni 'O, derstvym VP a ne fotoproduktem (proto s expozici doba #
roste), a tak jsme namé&fili mensi hodnotu.

Podobné doba #2 na obr. 44 s expozici nartistd od 400 ns do 650 ns, linearni extra-

polace k nulové expozici dava dobu (419 + 26) ns. O¢ekavali bychom, Ze tato doba se
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od vysledki ziskanych v PBS (kde vyslo (326 + 11) ns) nebude lisit. Diivod prodlou-
zeni doby nartistu pii prechodu k D20 vysvétlit neumime. Mozné zde svou roli sehrava
jind iontova sila roztoku ¢i dochazi ke zméné lipidové dvojvrstvy pfi vystaveni tézké
vodé, ktera miZe mit vliv na koncentraci nebo pohyblivost molekul kysliku. Tento
efekt by vyzadoval podrobnéjsi zkoumani, které by ale bylo vyrazné nad ramec diplo-
move prace.

Amplituda b (na obr. 45) s rostouci expozici ptiblizné€ linearné klesé od 10,5 do 7,
tedy opét na 2/3 plvodni hodnoty. I zde, stejné jako u PBS, je zména absorpce na

ptislusné vinové délce jen mala.
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Obr. 42: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v D>O

pocet pulzl
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Obr. 43: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomdlniho VP fedéného v D>O
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Obr. 44: Zavislost doby 72 na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v D,O
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Obr. 45: Zavislost amplitudy na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v D,O

Dale byl vzorek opét nasycen kyslikem, detail jedné z kinetik tohoto vzorku je
vynesen na obr. 46. Data byla fitovana funkci (9). Dalsi vysledky pro tato méteni jsou
zobrazeny na obr. 47 az 51.

Doba ¢; v zavislosti na expozici roste od 875 ns do 1025 ns, jak ukazuje obr. 47.
Extrapolace k nule dava cas (896 + 19) ns. V PBS vysla ovSem tato doba konstantni.
Smérnice je ale pomérné mald, ma hodnotu 19. Tato doba vysla vyssi nez v PBS, coz
odpovida ptedpokladu prodlouzeni doby nartistu pti ptechodu od PBS k D>O.

Na obr. 48 lze vidét, ze doba #2 je s rostouci expozici zhruba konstantni okolo
28 ns, konkrétn€ hodnota priiméru je (28 + 2) ns. To dobfe odpovida hodnoté 30 ns
v PBS, kde se ovSem doba #2 s expozici prodluzuje.

Obr. 49 pak ukazuje zavislost doby #3 na expozici. Je téz konstantni s primérem
(20,19 £ 0,02) ps. Oproti PBS doslo k prodlouzeni na Sestindsobek, zkraceni oproti
vysledklim na vzorku v rovnovéze se vzduchem je minimalni. Amplitudy s rostouci
expozici klesaji, amplituda b (obr. 50) od 40 do 37, amplituda c (obr. 51) od 26 k 25.

Stejné jako v PBS zde po nasyceni kyslikem doby Zivota rostou a amplitudy kle-
saji pomaleji kvili rychlejSimu zhaseni tripletd VP rozpusSténym kyslikem, které kon-

kuruje tvorbé fotoproduktu.
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Obr. 46: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v D>O nasyce-

ném kyslikem
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Obr. 47: Zavislost doby #; na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedén¢ho v D,O

nasyceném kyslikem
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Obr. 48: Zavislost doby 72 na expozici ve vzorku liposomalniho VP tedéné¢ho v D.O
nasyceném kyslikem
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Obr. 49: Zavislost doby #3 na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedéného v DO
nasyceném kyslikem
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Obr. 50: Zavislost amplitudy b na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného
v D20 nasyceném kyslikem
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Obr. 51: Zavislost amplitudy ¢ na expozici ve vzorku liposomalniho VP tedéného
v D20 nasyceném kyslikem
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Dalsi méteni byla provedena se vzorkem nasycenym dusikem. Obr. 52 ukazuje,
jak v tomto ptipadé vypadala kinetika luminiscence, data jsou fitovana funkci (10).

Obr. 53 az 56 zobrazuji zavislost zjistovanych parametr na expozici.
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Obr. 52: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v D20 nasyce-
ném dusikem

Ze zpracovani byla vyfazena hodnota pfi expozici 2,5 J, ktera se fadové lisila od
ostatnich.

Zavislost doby #; na expozici se z obr. 53 jevi jako rostouci od 100 ns do 450 ns,
ale pozorujeme oscilace hodnot. Linearni extrapolace k nulové expozici dava dobu
(125 £ 43) ns (smérnice regresni piimky je 7,9 £ 17,0). Tato hodnota je v rdmci chyby
shodna s pfisluSnou hodnotou v PBS, kde ale byla zavislost na expozici konstantni (ani
zde se ale od konstanty pftili$ nelisi). Pokud bychom se rozhodli nepovazovat zavislost
za rostouci a brali ji jako zhruba konstantni, ziskali bychom primér (222 + 43) ns, coz
je témét dvojnasobnd hodnota oproti PBS.

U zavislosti doby 7> na expozici (na obr. 54) se hodnoty jevi jako konstantni s pru-
mérem (12,1 + 0,2) us. To je vice nez v PBS, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze izotopicka za-
meéna ma nejspise vliv i na doby zivota tripletd VP. ProdlouZeni je konzistentni s vy-

sledky v ptedchozich vzorcich.

52



Na obr. 55 neni zfejma zadné zavislost amplitudy b na expozici, hodnoty stiidavé
skokové rostou a klesaji, nékteré z nich jsou navic zatizeny velkymi chybami.
Amplituda ¢ zastava dle obr. 56 s rostouci expozici konstantni kolem hodnoty

2,24, coz odpovida situaci v PBS.
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Obr. 53: Zavislost doby ¢; na expozici ve vzorku liposomalniho VP tfedéného v DO
nasyceném dusikem
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Obr. 54: Zavislost doby #2 na expozici ve vzorku liposomalniho VP fedén¢ho v D>O
nasyceném dusikem
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Obr. 55: Zavislost amplitudy b na expozici ve vzorku liposomalniho VP tedéného
v D20 nasyceném dusikem
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Obr. 56: Zavislost amplitudy ¢ na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného
v D20 nasyceném dusikem

Posledni méfeni jsme opét provedli se vzorkem obohacenym o NaNj. Kinetiky —
jejichz ptiklad ukazuje obr. 57 — byly, na rozdil od kinetik vzorkd v PBS obohacenych
o NaNj, fitovany funkci (10). Zavislosti zjiStovanych parametrii na expozici jsou zob-
razeny na obr. 58 az 61.

Z obr. 58 se zda, ze zavislost doby #; na expozici vykazuje rostouci trend — hod-
noty se od 1,3 us zvysuji k 1,6 ps. Z linearni extrapolace k nulové expozici ziskavame
hodnotu doby (1,37 = 0,03) us. Rast odpovida situaci v PBS, ale hodnota zde vychazi
niz§i. Narist zde opét svédei o fotochemické zméné nezavislé na '0x.

Doba 1, se dle obr. 59 jevi zpoc¢atku konstantni kolem hodnoty 6 ps, posledni hod-
noty tomuto trendu vSak neodpovidaji. Primér hodnot ¢, vychazi jako (5,9 + 0,3) us.

Amplituda b s rostouci expozici linearné klesa (jak ukazuje obr. 60) a to od 19
k 14, tj. pokles na 74 % ptvodni hodnoty. To je kvalitativné stejné jako v PBS, kde
ale pozorujeme pokles pouze na 83 %.

Amplituda ¢ se v zavislosti na expozici znazornéné na obr. 61 chovéa zpocatku

jako konstanta okolo 0,75, v druhé poloviné méfeni pak roste zhruba ke 2.
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Obr. 57: Kinetika luminiscence na vzorku liposomalniho VP fedéného v D>O oboha-
ceném o NaN3
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Obr. 58: Zavislost doby ¢; na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného v DO
obohaceném o NaNj;
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Obr. 59: Zavislost doby 2 na expozici ve vzorku liposomélniho VP tfedéné¢ho v D.O
obohaceném o NaNj3
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Obr. 60: Zavislost amplitudy b na expozici ve vzorku liposomalniho VP tedéného
v D20 obohaceném o NaN3
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Obr. 61: Zavislost amplitudy ¢ na expozici ve vzorku liposomélniho VP fedéného
v D20 obohaceném o NaNj3
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7 Zavér

Pomoci hydratace fosfatidylcholinového filmu s verteporfinem a nasledné extruze
byly pfipraveny liposomy o jednotné velikosti kolem 130 nm. Srovndnim absorpéniho
a fluorescencniho spektra verteporfinu v liposomech se spektry roztoku verteporfinu
v organickém rozpoustédle bylo prokdzano, ze se verteporfin nachazi v lipofilni ¢asti
lipidové dvojvrstvy v neagregované forme.

Meéfeni absorp¢nich a fluorescencnich spekter pied expozici liposomt laserovému
zafeni a po ni prokazalo vybélovani verteporfinu a tvorbu fotoproduktu objevenim no-
vych spektralnich past.

Chovani tripletnich stavii verteporfinu v liposomech a jimi generovaného singlet-
niho kysliku bylo zkouméno méfenim casové rozliSené emise singletniho kysliku.
Zmény dob Zivota obou excitovanych stavli béhem expozice vzorku laserovému zateni
dokladaji vySe zminénou tvorbu fotoproduktu. Méteni téchto kinetik za riizné koncen-
trace rozpusténého kysliku a pripadné pritomnosti selektivniho zhéasece singletniho
kysliku prokazalo, ze fotoprodukt vznikéd pouze v ptritomnosti kysliku, a to i kdyz je
singletni kyslik zh4aSen zhaSeCem. To ukazuje, Ze fotoprodukt vznika reakei tripletniho
stavu verteporfinu s kyslikem v zakladnim stavu. Byl navrzen mechanismus reakce
verteporfinu se superoxidovym radikalem, ktery mize vznikat pfenosem elektronu
z tripletu verteporfinu na kyslik v zakladnim stavu.

Pribéh kinetik luminiscence singletniho kysliku a tripletd verteporfinu spolu se
zménami vyvolanymi zdménou normalni vody za vodu téZkou ukazuje, ze 1 vertepor-
fin vytvafi v liposomech dvé spektroskopicky odlisné skupiny.

Odlisnosti mezi chovanim verteporfinu a jemu ptibuznych fotosenzibilizator
v liposomech, predevSim pfi zaméné normalni vody za téZkou, oteviely fadu novych
zajimavych otazek, jejichZ zodpovézeni bude vyzadovat podrobnéj$i méteni, ktera ale
prekracuji rozsah diplomové prace. D20 ani NaNj se vSak v téle pfi PDT nevyskytuji,
proto zkoumanti jejich vlivu na chovani VP v liposomech nema vyznam z pohledu kli-
nického vyuZiti fotosenzibilizatoru.

Vsechny tkoly diplomové prace byly splnény.
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Seznam pouzitych zkratek

PDT
AMD
10,
30,
So

S1

T,
ROS
PS
PC
VP
°PS
PBS
NaN3
HO
D20
DMF

fotodynamick4 terapie

vékem podminénd makularni degenerace
kyslik v singletnim stavu

kyslik v zékladnim tripletnim stavu
zakladni singletni stav

singletni excitovany stav

tripletni stav

reaktivni forma kysliku
fotosenzibilizator

fosfatidylcholiny

verteporfin

tripletni stav fotosenzibilizatoru
fosfatovy pufr

azid sodny

voda

tézka voda

dimethylformamid
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