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1. Uvod

Porfyriny jsou pfirozené se vyskytujici latky, které
maji ve své zakladni struktufe tetrapyrrolovy makrocyklus.
Jsou to barevné slou¢eniny s absorpénim maximem nejcas-
t&ji kolem 405 nm (tzv. Soretiiv pas) a dal§imi intenzivni-
mi absorp&nimi pasy v oblasti 400 az 800 nm (cit."). Po
konjugaci s biologicky aktivni latkou tak umoziuji vyuziti
fotochemickych vlastnosti, které jsou vlastni porfyrinové-
mu skeletu, napt. k vizualizaci transportu konjugatu a jeho
lokalizace uvnitf bunky.

2. Porfyriny

Porfyriny nachazeji velké uplatnéni v klinické praxi
a to diky skutecnosti, ze maji vlastnosti tzv. fotosenzitizéra
(PS). Dulezitou roli hraji nejen porfyriny samotné, ale i ve
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formé konjugatii s polymernimi latkami, sacharidy, pepti-
dy a dal$imi slouc¢eninami. Jejich unikatni vlastnosti
umoziuji Siroké vyuziti predevSim v oblasti diagnozy
a 1écby rakoviny. Jsou netoxické a stabilni a maji absorpc-
ni maximum pro svétlo o vysoké energii (a kratké vinové
délce), které je na rozhrani infracerveného a viditelného
spektra. Maji schopnost se selektivné akumulovat
v nadorovych tkanich®?, coz umoziuje jejich vyuziti pti
terapii ozafovanim i pro cilené smérovani 1é¢iva do mista
terapeutického piisobeni’.

Existuji PS prvni a druhé generace. Prvni skupina
zahrnuje derivaty hematoporfyrinu. Tyto latky nejsou pies-
n¢ definované a jejich aplikace vyvolava citlivost kiize na
slunecni zafeni. V soucasné dobé jsou komer¢né dostupné
pod riznymi firemnimi nazvy, napt. Photofrin (USA),
Photocarcinorin (Cina), Photosan (Né&mecko). Vyhodou
druhé generace PS je, ze nezplsobuji kozni fotosenzitivitu.
Jsou to pIné definované chemické slouceniny, mezi které
patii pfedev§im barviva porfyrinového typu, napf. ftalo-
cyaniny, chloriny, bakteriochloriny, benzochloriny a pur-
puriny”.

Uziva se n€kolik metod ozafovani, v této praci se
budeme zabyvat dvéma nejvice diskutovanymi — fotodyna-
mickou terapii (PDT - angl. PhotoDynamic Therapy)
a magnetickou rezonanci (MRI — angl. Magnetic Resonan-
ce Imaging). PDT je metoda slouzici k 16€bé zhoubnych
nadort citlivych na zafeni. MRI je metodou diagnostickou,
ktera umoziiuje pomoci aktivace fotosenzitizérti zobrazit
umisténi nadoru v tkani. V tomto pfipadé¢ maji PS funkci
kontrastnich latek a jako takové se vyuzivaji porfyrinové
komplexy manganu (Mn) a gadolinia (Gd) diky své schop-
nosti efektivné relaxovat vodiky ve vods’.

2.1. Magneticka rezonance (MRI)

Magneticka rezonance je jednou z nejpopularnéjsich
diagnostickych technik pouzivanych v medicing, ktera
umoziiuje zobrazovani vybranych ¢asti téla bez jakéhokoli
naruieni®. Jeji hlavni nevyhodou jsou vysoké provozni
a pofizovaci naklady a urcité nebezpe¢i hrozi u pacientl
s kardiostimulatory a kovovymi materidly v téle. Velmi
vyhodné je vysoké rozliSeni a nepfitomnost ionizujictho
zafeni (na rozdil od vysetfeni CT). Vyuziva rozdilnych
intenzit signalll mezi riznymi mékkymi tkanémi a tim
poskytuje morfologické a fyziologické informace o sledo-
vaném objektu6. MRI funguje na stejném principu jako
nuklearni magnetickd rezonance (NMR)’. Ve chvili, kdy
impuls radiového zafeni pfestane plisobit a atomy vodiku
se zacnou vracet do pivodniho stavu, pficemz postupné
vyzatuji energii, kterou pifi ozafeni absorbovaly, nastiva
relaxacni faze a pravé pfi ni probiha méfeni. Kontrastni
latky interaguji s vodiky v roztoku a tim zkracuji relaxacni
dobu’. Idealni kontrastni latka by méla spliiovat nékolik
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Obr. 1. Struktury kontrastnich latek (a) porfyrinu; (b) Gd-DTPA

pozadavkl — urychlovat relaxaci vodikt v tkani, mit niz-
kou toxicitu a vysokou specifitu vici poskozenym tkdnim,
nebyt z organismu ihned vyloucena (problém u malych
molekul), zajistit kontrast i pii malych davkach®. Dtive byl
nejvice pouzivanou a komeréné dostupnou kontrastni lat-
kou gadolinium-diethylentriamin-pentaacetat (Gd-DTPA),
ktery ovSem neni selektivni vié¢i rakovinnym tkanim, na
rozdil od porfyrinovych chelatort’.

Navic byl u této latky problém s rychlym vyloucenim
z organismu vzhledem k jeji malé molekulové hmotnosti.
Nevyhodou Gd-DTPA a podobné kontrastni latky tetraaza-
cyklododekantetraoctové kyseliny (DOTA) je i jejich pola-
rita a v dlisledku mal4 prostupnost pies bunéénou membra-
nu. Proto se Casto tyto latky inkorporuji do lysosomil nebo
uhlikovych nanotrubic'®. Porfyrinové komplexy nemaji
vzhledem k jejich hydrofobicité s prechodem pies bunéc-
nou membranu problém. Dnes jsou nejvice vyuZivané
komplexy Gd a Mn. Vyznamnou nevyhodou Gd je jeho
toxicita a fakt, ze Gd*" miize vést k nefrogenni systémové
fibroze®, dalsim problémem je velikost iontu. Gadolinium
se nevejde do porfyrinového makrocyklu a po vstupu do
organismu se rozpada a tim ztraci svou u&innost''. Piesto
se kontrastni latky s timto kovem stale vyvijeji. Piikladem
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Obr. 2. Mn(I11)-meso-tetrakis(p-sulfofenyl)porfyrin
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toho je konjugat Gd-DTPA s polyaspartamidem, ktery se
pouziva jako polymerni nosi¢ 1é¢iv, a porfyrinem, ktery je
pfednostné pfijiman naddorovymi buitkami. Pfi¢ina lokali-
zace porfyrini v nadorech neni znama. Uvazuje se, ze
moznym divodem je jejich piijem endocytézou za Ucasti
LDL-receptoru, které se vyskytuji na povrchu rakovinnych
bun&k vice nez jinde®. Vyhodou Mn je jeho pfirozeny
vyskyt v téle. Navic vytvafi s porfyriny stabilni kom-
plexy''. Pfikladem takového porfyrinového komplexu je
Mn(IID)-meso-tetrakis(p-sulfofenyl)porfyrin (obr. 2)'°.

2.2. Fotodynamick4 terapie (PDT)

Vyhody fotodynamické terapie jsou predevSim jeji
selektivita vuci rakovinnym buiikdm (zavisi na pouzitém
PS)'Z, nulova toxicita fotosenzitizujicich latek a fakt, ze se
fadi mezi neinvazivni metody. Nevyhodou je omezena
pouzitelnost, protoze svétlo aktivujici PS pronika jen pod
povrch tkané a je tedy mozné tuto terapii aplikovat pouze
na n&které typy rakoviny'’. Tento problém ale v soudasné
dobé¢ nachazi feseni v pouziti endoskopické laserové tech-
nologie'*. Princip fotodynamické terapie je zalozen na
dopraveni fotosenzitivni latky prednostné do rychle se
mnozicich rakovinnych bunék. V minulosti bylo vyzkouse-
no vice sloucenin, které by mohly zastavat tlohu PS
(kyaninova barviva, tetracykliny, fluorescein, eosin), ale
nesplitovaly podminku selektivni lokalizace'>. Vhodnymi
fotosenzitivnimi latkami se ukazaly byt porfyriny, které
jsou za b&znych podminek neskodné, ale po excitaci pa-
prskem urcité vinové délky produkuji velmi toxické mole-
kuly. V ptipadé¢ PDT se jedna o vlnovou délku 650 az
900 nm, pfi které jsou postizené tkan¢ nejvice transparent-
ni. V prvnim kroku PS absorbuje zafeni o vhodné vinové
délce a jeden z elektronii ze zékladniho stavu PS je excito-
van do energeticky bohat$iho orbitalu a vznika tak prvni
excitovany stav. Ten neni pfili§ stabilni a trva velmi krat-
kou chvili (~ 10”°s). Ke ztraté nové nabité energie mize
dojit emisi svétla (fluorescenci) nebo pfeménou energie na
teplo. Tfetim zplsobem je tzv. mezisystémovy piechod,
pti kterém dochazi ke zméné spinu excitované¢ho elektro-
nu. Pokud je spin excitovaného elektronu opacny k jeho
parovému elektronu v zakladnim stavu, jedna se o single-
tovy excitovany stav. V pfipad€ shodnosti spinu obou elek-
tronll z paru jde o tripletovy excitovany stav, ktery ma
delsi dobu trvani (~ 10 °s). Kdyz je PS v tripletovém exci-
tovaném stavu, mohou nastat dvé situace. V jednom ptipa-
dé muze PS ziskat nebo darovat elektron jakékoli molekule
ve své blizkosti. V druhém pienese energii na molekulu,
ktera je v zakladnim stavu tripletem a ob¢ molekuly pfe-
jdou do singletového stavu. Jednou z mala tripletnich mo-
lekul v zdkladnim stavu je molekula kysliku hojné se vy-
skytujiciho v kazdé bunce. Kyslik je pfeménén na reaktivni
formu excitovaného singletového kysliku, ktera je toxicka
i pro rakovinnou tkaii'®. Toxické tedy nejsou ptimo porfy-
rinové konjugaty, ale vznikajici reaktivni formy kysliku
(singletovy kyslik, superoxidovy a hydroxylovy radikal,
peroxid vodiku)'®. V posledni dobé jsou nejvice pouziva-
nymi PS Photofrin® (smés porfyrinovych derivatl)
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Obr. 3. Struktury Photofrinu® (a), Foscanu® (b), 5,10,15,20-tetrakis(m-hydroxyfenyl) bakteriochlorinu'” (c)

Obr. 4. Struktura Verteporfinu

a Foscan® (synteticky chlorin), avSak tato oblast je stale
pfedmétem aktivniho badani.

Momentalné jsou naptiklad provadény klinické testy
bakteriochlorinti'’, které vykazuji zvysenou absorpci pii
vinové délce 650-900 nm. Navic jsou schopny produkce
nejen reaktivniho singletového kysliku, ale i superoxidové-
ho radikalu, ktery se také podili na spusténi apoptdzy rako-
vinnych bungk’.

Dal$im PS schvalenym americkym Ufadem pro kon-
trolu potravin a 1é&iv (FDA) je verteporfin (Visudyne®).
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Tato latka ve spojeni s proteinem zajiSt'ujicim selektivitu
konjugatu vykazuje silny ucinek proti rakoviné prsu
in vivo 1 in vitro. O¢ekéava se jeji potencialni G¢inek i proti
dal$im tumordm pfistupnym pouzitému zareni, které¢ maji
na svém povrchu receptory interagujici s pfisluSnym pro-
teinem'®. Samotny verteporfin je ve fazi klinickych testii —
zkoumaji se jeho uginky proti glaukomu'*?’. Ukézalo se,
ze verteporfin pfiznivé plsobi proti cévni neovaskularizaci
(CNV) a vékem podminéné makularni degeneraci (AMD),
ktera se 16¢i PDT s vyuzitim tohoto PS.

2.3. Vliv bunééné lokalizace konjugatu na iniciaci
apoptozy

Existuji dva druhy bunééné smrti — apoptdza a nekro-
za. Pro 1éCbu rakoviny je preferovana apoptoza, coz je
planovana a samotnou buiikou fizena bunécéna smrt. Dru-
hym typem je nekr6za, smrt zpisobena vnitinimi autolytic-
kymi procesy v dusledku naruSeni nékteré ze zékladnich
bunéénych funkci. Pomér apoptotické a nekrotické smrti
buné€k zavisi na typu nadoru, ale ptredevsim na koncentraci
PS a davce ozareni. Nizsi davky PS a zafeni zpusobuji
apoptozu, vyssi nekrozu, ovsem pii kazdé aplikaci dochazi
k obéma typim smrti buné¢k. Dale ma na typ bunééné smrti
vliv preferovana lokalizace PS uvnitt bunky, napf. akumu-
lace PS v mitochondrii nebo endoplazmatickém retikulu
(ER) vede priméarné k apoptoze®'.

V  ptipad¢ PDT je nejvhodnéjsi lokalizace
v organelach, které hraji zasadni roli pfi spousténi a regu-
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laci buné¢né smrti. Takovymi organelami jsou jadro, mito-
chondrie nebo ER. Vyhodou kumulace pfimo v jadre je
pfimé4 destrukce DNA a RNA, kterd vede jednoznacné
k usmrceni celé buiky?”’. Mitochondrie je jednou
z nejzadangjSich bunécnych organel pro zacileni farmak
proti rakoving a to predevsim proto, Ze ma zasadni roli ve
vyvolani apoptézy. Zmény této organely vedouci
k apoptoze jsou zpasobeny ztratou elektrochemického
gradientu na mitochondrialni membrané z diivodu otevieni
transportnich port a uvolnéni uritych proteinti do cytoso-
lIu (napf. cytochrom c, apoptozu indukujici faktor, kaspa-
zy)*. Pouze ndkolik malo studii vénovalo pozornost vlivu
zniCeni ER na inaktivaci rakovinnych buné€k. Tato organe-
la je v buiice umisténa v blizkém okoli jadra, hraje vy-
znamnou roli v biosyntéze a transportu bilkovin a lipidi
a podili se na vylu¢ovani vapniku®. Pokud je tato schop-
nost ER narusena, je vyvolana apoptoza buiky.

vvvvvv

faktorti urcujici biologickou u¢innost. Je to misto, kde
dochazi k prvotnimu poskozeni bunky a udava mechanis-
mus bun&éné smrti*?,

2.4. Konjugaty porfyrint

Obecné se porfyriny konjuguji s jinymi organickymi
slouceninami za ucelem zlepSeni jejich prechodu ptes bu-
néénou membranu, ktery je casto komplikovany az nemoz-
ny vzhledem k jejich fyzikdln€¢ chemickym vlastnostem.
Dalsim divodem byva pfeména hydrofobni molekuly na
vice polarni nebo amfifilni**. Uginek takového konjugatu
muze byt zesilen biologickou aktivitou pfipojené neporfy-
rinové ¢asti®. V neposledni fadé ma piipojena &ast porfyri-
nového konjugatu vliv na selektivitu lokalizace v buiice po
dodani do organismu.

2.4.1. Konjugaty porfyrini se sacharidy

Glykosylace porfyrind je jednou z mnoha metod, sna-
zicich se o zacileni PS do rakovinnych bunék. Je zplso-
bem, jak zménit molekulu hydrofobniho porfyrinu na am-
fifilni slouceninu, ktera je schopna projit bunéénou mem-
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branou®’. Je znamo, Ze na povrchu rakovinnych bungk se
nachazi velké mnozstvi lektini, proteint, které umi s vyso-
kou mirou specifity rozpoznavat a vazat cukry®.
S ohledem na interakce mezi sacharidy a lektiny
a vyznamnou roli sacharidi v buné¢ném rozpoznavani se
predpoklada, ze konjugaty porfyrind s t€émito biomolekula-
mi budou vynikat v cileném sméfovani latky do rakovin-
nych tkani v porovnani s jinymi PS (cit.*”).

Studie uvadéji, Ze na lokalizaci glykosylovaného por-
fyrinu ma vliv symetrie celé molekuly a dale pocet a pova-
ha navéazanych cukernych jednotek. Konjugaty majici cu-
kerné jednotky vazané piimo na porfyrinovy kruh (obr. 5)
se Casto kumuluji v membrané liposomu, kterda mize byt
slozena z nasycenych®® i nenasycenych® mastnych kyse-
lin. Rtizné konjugaty se kumuluji v rozdilné hloubce mem-
brany, coz zavisi v piipadé nenasycenych kyselin na pozici
navézaného porfyrinu (vzdalenosti od dvojné vazby
v nenasycené kyseling) a symetrii®. Symetricky konjugat
se lokalizuje blize k povrchu membrany, kdezto asymetric-
ky substituovany se nachazi hloubgji.

U liposomalnich membran z nasycenych kyselin ma
vliv celkovy naboj. Obecné lze fici, Ze zaporné nabité lipo-
somy usnadnuji interakci se symetrickymi konjugaty,
oproti tomu nesymetrické konjugaty jsou schopné vazby
i na nenabité liposomy, coz je disledkem jejich vyssi lipo-
fility™. V jiné studii se pfimo vazané konjugaty kumuluji
v lysosomech nebo endoplazmatickém retikulu®*.

Védecka skupina Silva a spol. pfipravila sérii konju-
gati porfyrinu, které byly mezi sebou porovnavany
z hlediska buné¢ného pfijmu a fotocytotoxicity. Byl zvolen
kladné nabity porfyrin, u kterého se predpokladal snadny
pfechod do bunikky a nasledné do organel preferovanych
pro PDT. Mezi nejucinnéjsi konjugaty (obr. 6) patfil porfy-
rin s di-O-isopropyliden-(D-galaktopyranosou) (P-OGal)
a srovnatelné Gc¢inky mél methylester (P-Me) a N,N'-di-
cyklohexylureidooxykarbonylovy derivat (P-DCUC) pii-
slusného porfyrinu. Tyto konjugaty byly bunkami NCTC
2544  (rakovinné buniky kdZze) snadno pfijimany
a dochéazelo u nich k lokalizaci uvnitf endo- a pinocytotic-
kych vaeki, coz vypovida i o mechanismu jejich prijmu.

Obr. 5. Konjugat porfyrinu s acetylovanou 2-amido-2-deoxy-p-D-glukopyranosou (a) a a-D-mannopyranosou (b)
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Obr. 6. Série konjugati porfyrinu®

Glykosylované  porfyrinové konjugaty  jsou
v porovnani s jednoduse substituovanymi porfyrinovymi
jadry pii PDT casto ucinngjsi a v dasledku velkého mnoz-
stvi glukosovych transportéri, které se v rakovinnych bun-
kach wvyskytuji vice nez ve zdravych, se vyznacuji
i zvy3enym bun&énym piijmem*'.

Konjugat porfyrinu s dextranem byl pfipraven za uce-
lem pouziti v MRI. Vysledky ukéazaly, Ze syntetizovana
sloucenina disponovala dlouhou relaxac¢ni dobou a zvyse-
nou afinitou vd¢i rakovinnym buinkam. Konjugace
s dextranem umoznila lokalizaci v bunééné membrané, kde
tato cukerna Cast interagovala s glykolipidy1 !

Glykosylované konjugaty porfyrinti, a to piedevs§im
nesymetrické, jsou nejen vhodnymi fotosenzitizéry pro
PDT, ale nasly vyuziti i jako kontrastni latky v MRI a byla
potvrzena jejich zvySend afinita ve prospéch rakovinnych
bunék.

2.4.2. Konjugaty porfyrinii s peptidy
Pro zvySeni vstiebani 1é¢iv do builky se stalo atraktiv-
nim pouziti peptidovych signaliza¢nich sekvenci, a to pre-

devs§im pro jednoduchost syntézy peptidu a modifikace
jeho struktury. Biologicky ucinnéjsi konjugaty porfyrinQ
pro PDT jsou takové, které se po podani lokalizuji

chondriich nebo ER. Ozafeni konjugatih PS v preferova-
nych organelach vede k nevratnému poskozeni rakovinné
tkané®. Kumulace ve prospéch téchto bun&énych organel
muze byt ovlivnéna zvolenou sekvenci peptidu. Existuji
tzv. jaderné lokalizacni sekvence (NLS, angl. Nuclear
Localization Sequence)32 nebo mitochondridlni lokaliza¢ni
sekvence (MLS, angl. Mitochondria Localization Sequen-
ce)”. Podle publikovanych studii viak ani toto opatieni
pro kumulaci v pozadované organele Casto nestaci a konju-
gat PS je dopraven misto do cilené organely do lysoso-
mi*2. Piikladem konjugatu obsahujiciho jadernou lokali-
zaCni sekvenci je slouCenina na obr. 7, u které byla na-
vzdory mimojaderné lokalizaci pozorovana silna fototoxi-
cita.

Peptidovy fetézec v molekule konjugatu muize byt
navéazan na porfyrin pfimo, nebo pifes spojovaci molekulu
polyethylenglykolu (PEG). Tato konjugace nejen zvySuje

0
o\)J\/\/o\/\o /\H/(DPKKKRKV)3
o}

Obr. 7. Konjugat porfyrinu s peptidovou sekvenci spojeny pies PEG
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Obr. 8. Konjugat porfyrinu s CPP

rozpustnost celého konjugatu ve vodé, ale také snizuje
moznost agregace a dalSich nezadoucich interakci mezi
makrocyklem porfyrinu a pfipojenou peptidovou sekven-
ci®. Agregaci a nevazebnym interakcim mezi porfyrinem
a delsimi peptidovymi Fetézci miizeme zabranit i vyuZzitim
lipidového nosice, ktery ma schopnost dopravit peptidové
konjugaty do mitochondrii*.

U velkého mnozstvi farmak se setkavame
s nedostate¢nou biologickou dostupnosti v diisledku jejich
neschopnosti prochdzet bunéénymi membranami nebo
nizké rozpustnosti ve vodé. Tento problém lze feSit pomo-
ci konjugace 1éCiv s peptidy zajistujicimi pfestup pres
bunécnou membranu (CPP, angl. Cell Penetrating Pepti-
des). Tyto konjugaty (obr. 8) jsou cileny do vnitrobunéc-
nych vacka’.

Biologicka aktivita a dostupnost porfyrin-peptidovych
konjugati zavisi na sekvenci aminokyselin v peptidovém
fetézci, substituentech navazanych v perifernich oblastech
porfyrinového cyklu, celkovém néboji a amfifilit€¢ konju-
govaného systému’”.

Konjugaty obsahujici v peptidu jednu az ¢tyfi kladné
nabit¢ aminokyseliny maji tendenci se akumulovat

R' = zbytek aminokyseliny
R2 = CHj nebo H

Obr. 9. Konjugat porfyrinu s aminokyselinou
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v lysosomech a disponuji nizkou fototoxicitou?, kdezto
peptidy bohat¢ na arginin nachazime pfevazné
v endoplazmatickém retikulu. Velmi u¢innym konjugatem
pti PDT je také napf. porfyrin-guanidin, vzhledem k jeho
preferované lokalizaci v mitochondriich a ER%.

PS se symetricky rozmisténymi NLS vykazuji snize-
nou fototoxicitu a jsou do bungk pfijimany v mensi mife
a to pravdépodobné v disledku snizené amfifility a hyd-
rofébnosti*.

Stejné tak pfi porovnani samotného porfyrinu
s konjugovanym lze pozorovat vyssi pfijem a fototoxicitu
konjugatu a to v disledku vyse zminénych davodu. Presto-
ze je zvoleny porfyrin nabity pro snadnéjsi prestup pies
bunéénou membranu a lepsi rozpustnost ve fyziologickém
prostfedi, lokalizoval se jen v cytoplazmé. Oproti tomu
poly-S-lysinovy konjugat byl zacilen do lysosomi™.

Jina studie’® byla zaméfena na piipravu konjugati
porfyrinu pouze s aminokyselinami (obr. 9). Tyto nové
konjugaty se lokalizuji v lysosomech a plazmatické mem-
brané. Jsou schopny produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS, angl. Reactive Oxygen Species), coz je zakladnim
pozadavkem vSech PS.

Lze ptedpovédét, ze vhodnou volbou peptidového
fetézce a nosie se podafi syntetizovat konjugat schopny
pfechodu bunééné membrany a lokalizace ve specifické
organele®. Velkou vyhodou téchto konjugati je predeviim
jejich snadna piiprava a selektivni lokalizace v nadorovych
buiikach®®.

2.4.3. Konjugdt porfyrinu se steroidem

V soucasné dobé se védci Casto zabyvaji specifickymi
postupy lé¢eni nadorti a roste snaha o ptipravu specialnich
cytotoxint, které by po podani zacilily a usmrtily pfimo
rakovinnou bufiku. Problémem je nedostatek receptort
v poskozenych buiikach, které by byly vyhradné rozpozna-
ny zminénymi toxiny. Védcim z USA se podatilo navrh-
nout a syntetizovat konjugat porfyrinu s cytotoxinem
a hormonem estradiolem® (obr. 10). Vzhledem ke skute¢-
nosti, ze tento hormon je vylu¢né produkovany v prsou
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Obr. 10. Konjugat porfyrinu s 17-p-estradiolem

a vajeCnicich, obsahuji tyto organy zvysené¢ mnozstvi es-
trogennich receptorti a piedpoklada se, ze jsou schopny
vychytat z krevniho fecisté 1é¢ivou latku, pokud je konju-
govana s timto hormonem. Na zéklad€ této hypotézy byla
navrzena potencialné atraktivni metoda pro 1é¢bu rakoviny
prsu, vajecnikli a délohy. Testovani hypotézy bylo prove-
deno na prsni tkéni. Tento konjugat se akumuloval
v bunécném jadie a byl uspésné selektivné dopraven do
tkan¢ produkujici hormon estradiol.

V ramci jiné studie byl pfipraven konjugat
Cy7e-alkynylestradiolu s porfyrinem pyrofeoforbidem.
Tento konjugat se také Uspesné lokalizoval predev§im
v rakovinné tkani a snimky z fluorescenéniho mikroskopu
potvrdily jeho lokalizaci uvnitf bunky. V porovnani se
samgtn}'fm porfyrinem vykazoval konjugat vyssi fototoxi-
citu™’.

NH,

/__J

® - PAVMAM dendrimer

Obr. 11. Konjugat porfyrinu s PAMAM dendrimerem
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2.4.4. Konjugat porfyrinu s dendrimerem a dimerni
konjugdty porfyrinu

Genova terapie je slibnou strategii pro 1é¢bu a preven-
ci genetickych poruch a nemoci. Vhodnymi vektory, tedy
prenaseci genetické informace do bunky, jsou napf. viry
a plazmidy. S ohledem na urcité bezpecnostni pochybnosti
u oslabenych jedinct v souvislosti s moznosti sekundar-
nich projevi infekénosti viru se védci snazi vyvinout nevi-
ralni nosice (napt. na bazi polymert). Mezi takové vektory
patii polyamidoamin dendrimer (PAMAM), ktery byl
v tomto pfipad¢ konjugovan s hydrofobnim porfyrinem.
Vznikly konjugat (obr. 11) se lokalizoval v bunéénych
lysosomech a endozomech a po ozateni byl schopen trans-
fekce genu a vykazoval vlastnosti potencidlniho biomateri-
4lu pro genovou terapii>*.

V ramci pfipravy novych dimernich konjugétt porfy-
rinti byla zkoumana jejich fotocytotoxicita, selektivni loka-
lizace v nadorovych tkénich, intracelularni lokalizace

NHAc

NHAc
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Obr. 12. Pfiklad dimerniho konjugatu porfyrinu

a potifebna davka zafeni. Prestoze se tyto konjugaty nelo-
kalizuji v organelach preferovanych pro PDT, jsou celkem
ucinnymi PS. Produkce ROS je srovnatelna s produkci PS
jiz klinicky schvalenych (napf. Visudyne®)*’. Porfyrinové
dimery byly schopny pfechodu pfes bunéénou membranu
a bgllly zacileny do cytoplazmy™®, nebo bun&enych liposo-
mu".

2.4.5. Konjugaty porfyrinii s retinoidy

Dale byla zkoumana fototoxicita a bunécné lokalizace
u konjugati porfyrint s retinoly (obr. 13) obsahujici all-
trans nebo 13-cis-retinoid. Derivaty vitaminu A jsou vaza-
ny na tetrafenylporfyrin piimo do para polohy fenylu,
nebo pfes spojovaci jednotku PEG. S ohledem na pfitom-
nost receptortt pro kyselinu retinovou v jadie by se dala
predpokladat kumulace retinoidnich konjugatl prave v této
organele. VSechny konjugaty se ale prednostné lokalizuji
v bunéénych vezikulech a lysosomech, malé mnoZstvi
konjugatt obsahujicich PEG se nachazi i v ER. Tyto PS se
pravdépodobné nekumuluji v jadie kvili makrocyklu por-
fyrinu, ktery s ohledem na svou velikost neni schopen
projit jadernou membranou.

K nejvyssimu piijmu bunkou dochazi v ptipadé kon-
jugatu porfyrinu s 13-cis-retinovou kyselinou pfipojenou
k PS pomoci PEG, ale fototoxicita je vys$si u konjugatd,

Obr. 13. Konjugat porfyrinu s retinoidem
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butikou a kumulaci v méné preferovanych castech buiky

naznacuje, ze se jedna o novy a jiny mechanismus indukce

bunééné smrti. Tento mechanismus vsak neni doposud
42

znam™.

2.4.6. Konjugat porfyrinu s dalsim chromoforem

Dalsim pfistupem v syntéze novych konjugatti porfy-
rinu jako PS je spojeni dvou chromoforli — porfyrinu
s pentamethinem. Vznik vice konjugovaného systému
umoziuje niz8i ddvkovani PS do organismu a pfipojend
nabitd C¢ast usnadiiuje piestup pfes bunéfnou membranu.
PredbéZné testy in vivo na bunikdch HL-60 ukézaly selek-
tivni lokalizaci v nadorové tkani a po ozafeni doslo
k regresi tumoru. Konkrétni lokalizace uvniti buniky neby-
la v publikaci zmin&na®.

3. Zavér

Syntéza novych konjugati porfyrind je efektivni me-
todou pro piipravu Géinnych PS pro diagnostické (MRI) i
terapeutické (PDT) ozafovaci metody. Konjugaci jiz diive
pouzivanych porfyrint se zlepsuji jejich vlastnosti a tim se
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Obr. 14. Konjugat porfyrinu s pentamethinem

zvysuje jejich ucinnost. U PDT je dulezitd intracelularni
lokalizace a to pfednostné v organelach, jejichz poskozeni
zpusobené ozarenim vede k indukci apoptozy. U MRI je
dilezité, aby byl PS schopen pfestupu pies bunécnou
membranu. V soucasné dob€ je vyzkum zaméfen na cileni
téchto konjugati vyhradné do rakovinné tkané a dale na
vyvoj latek pasobicich proti druhu rakoviny, kterou nelze
1éc¢it b&Znymi cytostatiky.
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P. Tomanova and M. JuraSek (Department of
Chemistry of Natural Compounds, Institute of Chemical
Technology, Prague): Porphyrin Conjugates

Due to their photophysical and pharmacokinetic pro-
perties, porphyrin conjugates are used as photosensitisers
in clinical practice, especially in photodynamic therapy
(PDT) and magnetic resonance imaging (MRI). The use of
porphyrins alone is limited because of their hydrophobi-
city, low cellular uptake and low selectivity. To suppress
the disadvantages their conjugates with various natural
products (saccharides, proteins, polymers or steroids) were
tested. Porphyrin conjugates can be visualised after cellu-
lar uptake by fluorescence microscopy. Determination of
their precise localization in the cell is crucial for further
biological scenario control. This review summarizes the
obtained results.



