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2 Seznam pouzitych zkratek

CFU - colony forming unit (v textu pocet zivotaschopnych bakterii)

EDTA — kyselina ethylendiaminotetraoctova

FTC - ftalocyanin

ESBL - Sirokospektré betalaktamaza

HPLC - vysoce u¢innd kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

HPMC - hydroxypropylmethylceluloza

MRSA- methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

PACT - fotodynamick4 antimikrobni terapie

PBS - fosfatovy pufr

PDT - fotodynamicka terapie

Pc — derivat ftalocyaninu

PS  — fotosenzitivni latka

VUOS - Vyzkumny tustav organickych syntéz a.s.



3 Uvod do problematiky

3.1 Fotodynamicka terapie

Pti fotodynamické terapii se vyuziva tzv. fotodynamicky jev, kdy fotosenzitivni latka
reaguje na expozici svétlem vznikem singletového kysliku a volnych kyslikovych radikala a
dochazi k naslednému letdlnimu poSkozeni buiiky. Tento jev poprvé popsal Oscar Raab a
spol. uz v roce 1890, kdyz zaznamenal toxicitu, zavislou na svétle, u akridinové oranzi proti
prvoku Paramecium caudatum. Praktické pokusy s lécbou u Clovéka zahdjil uz vroce 1903
prof. von Tappeiner, ktery také zavedl pojem fotodynamicka reakce. Pouzival zejména 5%
eosin nebo erythrosin pii 1é¢bé nckterych koznich afekci, ale pro nevelkou uspéSnost a
zejména zavazné vedlejsi u€inky byla lécba zastavena. Znovu se zacala studovat mozZnost
praktického wvyuziti fotodynamického jevu az vdruhé polovin€ 20. stoleti, nejprve
v sedmdesatych letech v oblasti terapie tumori a az v osmdesatych a devadesatych letech 20.
stoleti pro oblast antimikrobni 1écby (1).

Fotodynamickd protinadorova terapie (PDT) je =zalozena na ptedpokladu, ze
fotosenzitivni latka (PS) podana celkové se prednostné vychytdva v rychle rostouci tumor6zni
tkani a po jejim ozareni dochdzi v disledku vzniku reaktivnich cytotoxickych produkth
k nésledné destrukci nddorovych bun¢k. Limitujicim faktorem je lokalizace tumoru a moznost
jeho cileného ozéteni. Prvni uspéSné vyuziti PDT bylo popséno pfi terapii koznich tumort,
jako fotosenzitivni latka byl pouzit eosin, ktery se akumuluje v rychle rostoucich nadorovych
buiikach (2, 3). Prvnim oficidln¢ schvalenym senzitizatorem pro PDT byl derivat
hematoporfyrinu s obchodnim nazvem Photofrin. V soucasné dobé se klinicky vyuzivaji
porfyrinové derivaty (Photofrin, Foscan, Visudyne), které¢ byly schvaleny pro pouziti u
onkologickych pacientli v USA, Kanad¢, v Evropské unii a Japonsku (pro terapii karcinomu
mocového méchyie, plic, jicnu, Zaludku, hlavy a krku).

Ackoliv porfyrinové preparaty jsou efektivni pii PDT, je zndmo, Ze se po jejich
celkovém podani vyskytuji nezadouci uc¢inky typu prolongované kozni fotosenzitivity (3).
V koZznim Iékaistvi je PDT vyuZzivano predev§im pro terapii bazalioml, prekancerozy m.
Bowen a aktinické keratozy, 1€Civé piipravky jsou ve form¢ masti nebo gelu obsahujici
kyselinu deltaaminolevulovou (jako prekurzor fotosenzitivniho protoporfyrinu IX). Aplikace
tohoto postupu se také vyuziva v 1€cbé chronickych koznich zdnéti - acne vulgaris, psoriasis,

mycosis fungoides (4). V o¢nim Iékaistvi je mozno PTD vyuzit v 1é¢bé vékem podminéné



okularni degenerace pifi degenerativnich zménach na sitnici, jako fotosenzitivni latka se
pouziva porfyritovy derivat verteporfin - Visudine (5).

V osmdesatych a devadesatych letech se zacalo zvazovat vyuziti PDT v antimikrobni
terapii — v souvislosti se zvySujici se rezistenci patogennich mikroorganismt k antibiotikim
a naslednou nutnosti hledat alternativni ptistupy pii l€€bé infek¢nich onemocnéni. Pocatecni
prace na tomto poli ukézaly, ze fotosenzitivni latky po ovlivnéni svétlem vykazuji vyznamny
antimikrobni efekt a jsou mnohem vice toxické pro mikroby nez pro humanni buiky (6, 7,
8). Fotodynamicka antimikrobni terapie (PACT) tak mlize ptedstavovat lokdlni, neinvazivni
techniku, ktera by se mohla stat efektivni alternativou k pouzivani antibiotik a antiseptik
v 1écbeé lokalnich infekci. Vyhodou postupu zaloZeného na principu cilené aplikace
fotosenzitivni latky do mista infekéniho procesu a cileného ozareni, je minimalizace rizika
poskozeni fyziologické mikroflory a hostitelskych bunék mimo lé¢ena mista. Limitem této
metody je stejn¢ jako u protinadorové fotodynamické terapie dosah paprski svételného
zdroje a omezeni jen na lokalniho pouziti PS kvtili vzniku systémové kozni fotosenzibilizace
po celkovém podani PS (3).

Fotoinaktivace se zatim ve vétSi mife studuje in vitro v laboratornich podminkach,
ale objevuji se prace 1 na zvifecich modelech (9, 10). Klinicky se jevi perspektivni vyuziti
PACT v terapii infikovanych ran a popdlenin, abscesti, dale povrchovych koznich a
slizni¢nich hnisavych afekci. Ve stomatologii se predpoklada jeji uplatnéni pii komplexni
1écbé chorob souvisejicich s ptitomnosti dentdlniho plaku - parodontitidy a povrchového
zubniho kazu (11, 12). V literatufe se objevuji 1 dalsi ptiklady vyuziti, napf. u pacientii
s infekei v terénu diabetické nohy (13).

Za perspektivni se povazuje vyuziti fotoinaktivace v oblasti sterilizace transfuznich
ptipravkd, pfi Gpravé a CiSténi odpadnich vod. Intenzivni vyzkum probihal také v oblasti
vyuziti fotosenzitivnich latek jako pesticidi, predev§im k hubeni hmyzu napadajiciho

hospodaiské plodiny (14).

3.2 Mechanismus fotoinaktivace

Fotodynamicka terapie se da definovat jako eradikace cilovych mikrobidlnich bun¢k
v disledku plisobeni svétla na fotosenzitivni latku (15). Samotna fotosenzitivni latka obvykle
nema zadny nebo jen zanedbatelny baktericidni efekt, ale po jejim ozafeni svétlem piislusné
vlnové délky (pi1 tom dochdzi k absorbci fotonu fotosenzitivni latkou) se ze zakladniho
klidového stavu dostava do nestabilniho, excitovan¢ho stadia, ve kterém mize dojit po

reakci se substratovymi molekulami prostfedi v pritomnosti kysliku ke vzniku jeho



reaktivnich cytotoxickych produktli — hydroxylového radikalu OH’, superoxidového radikalu
nebo singletového kysliku 'O, (molekularni kyslik O, v zakladnim stavu obsahuje 6
valen¢nich elektronti, z nichz 2 jsou neparové, po piijeti ur¢it¢tho mnozstvi energie dojde
v elektronicky excitovaném stavu ke sparovani téchto elektroni a vzniku singletového
kysliku). RozliSuji se dva typy interakce excitované¢ PS s biomolekulami prosttedi. Pii
fotochemické reakcei 1. typu, kdy dochéazi k ptenosu elektronu, se vytvareji volné radikéaly a
radikalové ionty. Ty mohou okamzité reagovat s kyslikem za vzniku reaktivnich forem
kysliku. Mechanizmus II. typu, kdy dochazi k ptfenosu energie, vede k tvorbé vysoce
reaktivniho singletového kysliku, jehoz pfimy oxida¢ni ucinek poskozuje biomolekuly,
véetné lipidovych slozek bunécnych membran. Oba mechanizmy mohou pii PDT probihat
soucasné, ale fotoinaktivacni efekt zplsobuje predevsim singletovy kyslik jako energeticky
nejbohatsi a a vysoce reaktivni forma molekularniho kysliku (16, 17). Singletovy kyslik ma
velmi kratky polocas rozpadu (fddoveé nanosekundy) a diftizi omezenou na vzdalenost do
100 nm, z toho vyplyva, Ze pro tspésnou fotoinaktivaci je Zzadouci akumulace fotosenzitivni
latky v bakterii nebo jejim blizkém okoli. K letdlnimu poskozeni bunky mliZe dojit dvéma
zpusoby: destrukci DNA nebo poskozenim cytoplazmatické membrany, které pak dovoluje

unik obsahu buiiky ven a zaroven inaktivuje membranové transportni systémy (18).

3.3 Fotosenzitivni latky

Proces fotoinaktivace mikrobl je zavisly na fotosenzitivni latce a na zdroji svétla.
Fotosenzitivni latka vhodnd pro PDT musi spliovat urcitd kritéria: dostate€né vysoky
kvantovy vytézek 'O, (19), fotostabilitu latky, nizkou toxicitu v nepiitomnosti ozafeni (tzv.
dark toxicity), maximalni absorpci svétla v oblasti vlnové délky 600 — 800 nm (oblast
terapeutického okna, které umoziuje prinik do tkan€) a naopak nizkou absorpci v oblasti
spektralniho maxima denniho svétla 400—600 nm z divodu mozné fotosenzitizace kiize
(absorpce svétla melaninem a hemoglobinem). Dilezita je také jeji molekularni struktura a
naboj (20).

Je znamo mnoho ptirodnich i syntetickych fotosenzitivnich latek, typicky se jedné o
barviva. Fotosenzitivni latky jsou obvykle aromatické nebo heterocyklické molekuly, patii
mezi né fenothiaziny - toluidinova (viz Obr. ¢. 1) a methylenovd modf, porfyriny -
hematoporfyrin, kyselina deltaaminolevulova, (viz. Obr. €. 2), xanteny (bengalska Cerven),

psoraleny, chloriny — chlorin (e6), derivaty chlorinu s poly-L-lysinem a polyetyleniminem,
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ftalocyaniny (viz Obr. ¢. 3) — napf. disulfonovany ftalocyanin hliniku, disulfonovany

ftalocyanin zinku.

N Cl

(H3C),N S N(CH3),

Obr. ¢.1. Toluidinova modf

Obr.¢.2. Zakladni struktura porfyrinu

Ftalocyaniny jsou heterocyklické slouceniny skladajici se ze ¢ty benzindolovych
jader spojenych dusikovymi miistky (chemicky tetrabenzotetraazaporfyriny), nékteré jejich
derivaty se pouzivaji jako barviva do tiskaren (modra barva), natérovych latek nebo plasti.
Jsou to ucinné fotosenzitivni latky, po jejich ozafeni se vytvari velké mnozstvi singletového
kysliku (jsou schopné ztistat delSi dobu v excitovaném stavu), vEét§i nez pii pouziti
standardnich fotosenzitivnich latek jako je methylenovéa nebo toluidinova modf. Navic jsou

pomérn¢ odolné vici chemické a fotochemické degradaci. Absorbuji svétlo s vinovou délkou

660 - 700 nm blizici se infraervenému svétlu.
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Obr.¢.3. Zakladni struktura ftalocyaninu

Efekt ftalocyanini byl zatim studovan v souvislosti s dekontaminaci krevnich
produkti. Vyhodné je jejich absorpéni maximum pii vinové délce 600 - 700 nm, zatimco
absorpce erytrocytii je pii této vlnoveé délce minimalni a tudiz riziko jejich potencionalniho
poskozeni nizké. Slibné jsou 1 vysledky zexperimentalnich studii zjiSt'ujicich plisobeni
ftalocyanint pti PDT tumort. Oproti prvni generaci porfyrinii, prokazovaly vyssi G€inek pti
testech na zvifatech vramci protinddorové terapie, véetné mensiho vyskytu neZadoucich
ucinktt (21). Antimikrobni vlastnosti ftalocyanint pii PACT jsou zatim ve fazi studia v
podminkéch in vitro.

Dilezitym faktorem ovliviiujicim ucinnost konkrétni PS je tedy jeji schopnost
proniknout do cilového mikroorganismu, velikost absorpce svétla urCité vinové délky a jeji
kapacita generovat reaktivni cytotoxické kyslikové produkty (22).

K PACT se nejdiive zacala pouzivat barviva typu akridinova oranz, bengalska cerven,
toluidinova a methylenova modf (tzv. fotosenzibilizatory 1. generace). Pozdéji byl testovan
antimikrobni efekt dal§ich fotosenzitivnich latek (porfyriny, chloriny, ftalocyaniny). Bylo
zjiSténo, Ze latky jako bengalskd Cerven, akridinova oranz a porfyriny uzZivané piti PDT po
aktivaci sv€tlem plsobi dobfe na grampozitivni mikroby, ale jejich efekt na gramnegativni
mikroby je jen Castecny (6). Rozdil v u€inku je vysvétlovan rozdilnou strukturou bunécné
stény. Sténa grampozitivnich bakterii je tvofena pomérné propustnou peptidoglykanovou

vrstvou, zatimco ve vnéj$i sténé gramnegativnich bakterii je zdporné nabity lipopolysacharid,
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a anionické PS (coz je vétSina klasickych fotosenzitizéri) nejsou schopné pies n€j penetrovat.
Pti fotoinaktivaci gramnegativnich bunék se uplatiiuji spiSe PS s polykationtovou molekularni
strukturou — piirozenou nebo uméle vytvoienou navazanim kladné nabitého fetézce. Tyto
latky pak maji schopnost 1épe se véazat a pronikat pfes zaporn€ nabity lipopolysacharid do
gramnegativnich bakteridlnich bunék (23, 24, 25). Fenothiazinové derivaty (methylenova a
toluidinova modf) jsou piirozené kationické latky schopné fotoinaktivovat Siroké spektrum
bakterii. Toluidinova modf vykazuje vétSi antibakterialni efekt vici gramnegativnim
bakteriim neZ methylenova modi. Ftalocyaniny a porfyriny mohou byt transformovany mezi
kationické latky navazanim pozitivné nabitého postranniho fetézce na jejich tetrapyrolové
nebo tetraazaindolové jadro. Tyto skupiny fotosenzitivnich latek v soucasné dobé predstavuji
PS vhodné pro vyuziti pti PACT. Proto probiha vyzkum na objeveni novych u¢innych PS a
ftalocyaniny jsou vtomto ohledu slibnou skupinou (26). Ftalocyaniny jsou efektivni
fotosenzitivni latky, po jejich ozéafeni vznikd velké mnozstvi singlet kysliku, FTC jsou odolné
vici chemické 1 fotochemické degradaci. Skladaji se z tetrapyrrolového jadra s 16 perifernimi

pozicemi, které mohou byt vhodn¢ substituovany.

3.4 Zdroje svétla, lasery

Neméné vyznamny pro fotoinaktivaci je zdroj svétla a davka svétla aplikovana pii
fotoinaktivaci. Vlnova délka vyzatfovanych paprskit by méla byt co nejblize absorpcniho
maxima fotosenzitivni latky.

K aktivaci fotosenzitivnich latek je nutnd expozice viditelnému svétlu ve specifické
vlnové délce. VétSina PS je aktivovana Cervenym svétlem vrozsahu 630 — 700 nm, to
odpovida priniku svételného paprsku do tkdné zhruba do hloubky 0,5 - 1,5 cm, coz zaroven
odpovida limitu pro terapeuticky efekt PDT. Technicky je mozné vyuzit rizné zdroje svétla,
nejvic se osvedCily lasery a lampy se schopnosti vétSiho vydeje svételné energie, zdroje
vybavené LED (svételné diody). Lasery jsou piistroje schopné generovat monochromaticky
svételny paprsek o urcité energii, podle velikosti vydané svételné energie se rozdé€luji na
high-power a low-power lasery. Je zndmo, Ze pii pouziti high-power laseri miize dochazet
k letalnimu antimikrobnimu efektu uZ jen v disledku samotného ozatfeni. V praci Dostalove
a kol. (27) je popisovan silny antibakteridlni efekt pii pouziti Er:YAG laseru pii oSetieni
kofenového kanalku, ale je zdlGraznéna nutnost dodrzeni pfesného mnozstvi aplikované
svételné energie. Pti pouziti podprahovych davek nedochézi k baktericidnimu efektu, naproti
tomu nezadouci komplikaci pti uziti vyssi davky energie je poskozeni struktury kofenového

kanalku. Pro ozafovani fotosenzitivnich latek se pti PACT vyuzivaji low-power lasery (je
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dalezité pusobit pouze na fotosenzitivni latku a minimalizovat tak nezadouci poSkozeni
okolni tkan¢). Fotoinaktivace bakterii je dosazeno uz davkami svétla v fddu mW, ozafovani
bakterialni kultury bez ptitomnosti PS nema zadny vliv na Zivotaschopnost bakteridlnich

bunék.

3.5 Vliv prostiedi

Vlastni proces fotoinaktivace je také ovlivnén prostfedim, ve kterém probiha.
Ptitomnost krve, slin nebo séra poskytuje bakteriim urcitou ochranu pied fotoinaktivaci (28,
29). Pravdépodobné je to zplsobeno ptitomnosti bilkovin, které mohou absorbovat fotony
svétla a tim snizit jejich mnoZstvi pro interakci s PS a potazmo 1 mnozstvi vzniklého singlet
kysliku. Bilkoviny také mohou vyvazovat urcitou frakci PS a zmensit tak pocet molekul PS
navazanych na cilové bakterialni buiiky. Bylo prokdzano, Ze vazba PS na cilové bunky je 5x
mensi v séru (pro vétsi obsah bilkovin) nez ve slinach (30). Vliv na rozsah letdlniho G¢inku
fotoinaktivace ma 1 pH prostiedi. Optimalni je prostiedi s neutralnim pH, vykyvy na obé¢

strany snizuji efekt fotoinaktivace (31).

3.6 Testované mikroorganismy

MozZnost fotoinaktivovat bakterie v rdmci PACT byla jiZ mnohokrat experimentalné
prokazana. V téchto pracech byly pifi pokusech pouzZity kmeny riznych bakterii:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
v praci Tegose a kol. (32), Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus, Fusobacterium
nucleatum subsp. polymorphum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Actinomyces viscosus, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis, Streptococcus mutans v praci Rovaldiho a kol. (33), Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis v praci Gada a kol. (29), P. aeruginosa, E. coli,
Klebsiella pneumoniae v praci Komerika a kol. (22), MRSA, EMRSA, Streptococcus
sanguinis v praci Embletona a kol. (34).

Dal§im potencidlnim cilem PACT jsou mikroskopické houby, véetné kvasinky
Candida albicans (28, 32). Kvasinky maji ptirozen¢ vyssi rezistenci k PACT v disledku
pritomnosti jaderné membrany, ktera ptfedstavuje dal$i bariéru pro penetraci PS k cilové
struktufe. K potfebnému uc¢inku bylo nutné pouzit vyssi koncentraci PS a vétsi davku svétla.
Objevily se rovnéz prace s vlaknitou houbou Aspergillus fumigatus (35).

Experimentalné byla také opakované prokazdna moznost efektivné fotoinaktivovat

virové castice — volné 1 intraceluldrné ulozené, pokusy byly provadény napt. s HIV (36),
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svirem chiipky A (37). Vyzkum probihd v oblasti PACT u koznich a slizni¢nich
herpetickych afekci (38, 39) a také, uspéSné, v terapii anogenitalnich papillomatéz — afekci
zpusobenych humannimi papilomaviry (40). Fotoinaktivace virii se v praxi vyuZziva uz nyni
v néktererych zemich k eliminaci mikrobl (pfedevsim vird — HIV, plivodch virovych
hepatitid, CMV) pomoci methylenové modii z darcovské krve a krevnich produktii ve
specialnich boxech (41).

V poslednich letech se také zacina studovat moznost fotoinaktivace prvokt, napt. u

promastigotnich a amastigotnich stadii Leishmania amazonensis v laboratornich podminkach

(42).

Tab. ¢. 1. Pfehled fotosenzitivnich latek a mikroorganismil testovanych pro PACT

Testovany mikroorganismus

Fotosenzitivni latka

Autor

Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis

Chlorin (e6),
Methylenova modf

Gad a kol. (29)

Staphylococcus aureus, Streptococcus

nucleatum

pyvogenes, Escherichia coli, Pseudomonas Chlorin (e6) Tegos a kol. (32)
aeruginosa
MRSA (methicilin rezistentni Embleton a kol
Staphylococcus aureus), Streptococcus Chlorin (e6) (34) '
sanguis

Griffiths a kol.
MRSA Ftalocyaniny (43)

Soncin a kol. (44)
Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus, Fusobacterium nucleatum,
Campylochter rec.tus, Eikenella cgrrodens, Porfyriny Rovaldi a kol. (33)
Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Actinomyces viscosus, Str. sobrinus, Str.
mitis, Str. oralis, Str. mutans
Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus casei, Actinomyces |Ftalocyaniny Burns a kol. (45)
viscosus
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium Ftalocyaniny Wilson a kol. (46)

Porphyromonas gingivalis

Toluidinova modf

Komerik a kol.
“47

Escherichia coli

Ftalocyaniny

Bertoloni a kol.
(48)

Minnock a kol.
(49)

Lacey a kol. (50)
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Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa, Ftalocvanin Minnock a kol.
Escherichia coli yanny (51)
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, |Ftalocyaniny Wnllson'a kol. (52)
. . o " Koémerik a kol.
Klebsiella pneumoniae Toluidinovéa modf (22)
Helicobacter pylori Porfyriny (}gr)nbhn a kol
. . Ftalocyaniny Chiti a kol. (28)
Candida albicans Toluidinova modi | Donelly a kol. (54)
Aspergillus fumigatus Porfyriny g;e)dberg a kol
Plasmodium falciparum Ftalocyaniny éuss)t igman et al.
Acanthamoeba palestinensis Ftalocyaniny Ferro et al. (56)

Byl zaznamenan signifikantni rozdil v G€innosti PACT pii fotoinaktivaci
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Grampozitivni bakterie byly k fotoinaktivaci
pomérn¢ citlivé, antibakterialni efekt byl dosazen pii fotoinaktivaci zprostiedkované
fotosenzitivnimi latkami s rozdilnou chemickou strukturou (U¢inné byly kladné nabité,
zaporn¢ nabité 1 neutralni fotosenzitivni latky). Gramnegativni bakterie byly k fotoinaktivaci
vice rezistentni, u fady druht U¢innéji odolavajici letdlnimu poSkozeni nez grampozitivni
bakterie (22, 57). Tento rozdil je vysvétlovan rozdilnou strukturou bunééného obalu. U
grampozitivnich bakterii na fosfolipidovou vrstvu nasedd pomérné propustny vné&jsi
peptidoglykanovy plast, ktery umoziuje prinik dostatecného mnozstvi fotosenzitivni latky
k cytoplazmatické membrang, cilovému mistu PACT. ZtluSténi stény u MRSA (methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus) nebo VRE (vankomycin rezistentni enterokoky) sice
limituje penetraci antibiotik, antiseptik a dezinfekénich prostfedkl, ale zatim nebylo
prokadzano snizeni uUCinnosti PACT (58). Gramnegativni bakterie maji nad
peptidoglykanovou vrstvou vnéj§i membranu tvofenou fosfolipidovou dvojvrstvou, kterd je
normalné jen malo propustni pro velké a hydrofobni molekuly. Zaporn€ nabité PS nejsou
schopné penetrovat ptes lipopolysacharid, ale mohou byt Castecné efektivni ve vysSi
koncentraci, kdy vznika vét§i mnozstvi singletového kysliku v tésné blizkosti bakterialnich
bunék. Citlivost gramnegativnich bun¢k k fotoinaktivaci se zvySuje pouzitim PS s
polykationtovou molekularni strukturou — pfirozenou nebo uméle vytvofenou navazanim
kladn€¢ nabitého fetézce (maji schopnost lépe se vazat a pronikat pres zaporné nabity
lipopolysacharid do gramnegativnich bakterialnich bunék). Kationické PS dokaZi inaktivovat
$irSi spektrum bakteridlnich druhti nez neutrdlni nebo anionické PS, v mikromolarni

koncentraci mohou snizit mnoZzstvi bakterialni populace o 4-5 fadt po inkubaci do 5-10
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minut a ozafeni davkou okolo 50 mW/cm?®. Pisobi G&inn& i proti bakterialnim kmenim
rezistentnim k antibiotikiim a bakterialnim kmenim rostoucim v biofilmu (59, 60, 61).
Citlivost gramnegativnich bakterii k fotoinaktivaci se také mize zvysit pfidanim latek jako je
EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova) nebo polymyxin B, které zvySuji permeabilitu
vnéjsi stény gramnegativnich bakterii uvolnénim az 50% lipopolysacharidu (48, 50, 62).
Nicméné nékteré bakteridlni druhy (napt. Burkholderia cepacia, Proteus mirabilis) jsou
pfirozené rezistentni ke kationtovym strukturdm, coZ miZe sniZzovat efekt inaktivace
zprostiedkované kladné nabitymi PS. Navic se objevila prace Makely a kol. (63), ve které se
popisuje zachyt kmene Salmonella enterica serovar Typhimurium vykazujici nizky stupeni
rezistence ke kationtovym strukturdm — lipopolysacharid tohoto kmene mél v porovnani
s citlivymi kmeny celkové snizeny zaporny naboj.

V ramci studia PACT na riznych bakteridlnich kmenech bylo zjiSténo, Ze existuje
rtiznoroda skupina bakterii, na kterou pusobi inaktivaéné jiz samotné ozafeni svétlem urcité
vlnové délky 1 bez pritomnosti fotosenzitivni latky. Podrobnou analyzou téchto bakteridlnich
kmenli bylo prokazano, ze jejich fotosenzitivita je ddna akumulaci pfirozené vzniklych
porfyrinit uvniti bakteridlniho téla, ptedevsim se jednalo o prekurzory vznikajici pii syntéze
hematoporfyrini (53). Do této skupiny patii predevS§im Cerné pigmentované druhy anaerobu
Porphyromonas sp. a Prevotela sp., u kterych je akumulace porfyrintl, a tedy fotosenzitivita,
zavisla na podminkach vnéjSiho prostfedi. U bakteridlnich druhli Propionibacterium acnes a
Helicobacter pylori je schopnost akumulovat porfyriny prokazatelnd trvale. Poznatky o
bakteriich ptirozené produkujicich fotoaktivni porfyriny jsou dosud spiSe roztiiSténé a
vysvétleni pficin tohoto jevu je zatim neznamé.

Z dostupné literatury vyplyva, ze v prubéhu PACT jsou zabijeny stejné ucinn¢ divoké 1
multirezistentni  bakteridlni kmeny — opakované¢ to bylo prokdzano pfedevSim
v experimentech s bakteridlnimi kmeny MRSA a Pseudomonas aeruginosa. Faktem je, ze
vznik rezistence k fotochemické destrukci mikrobii zprostfedkované singletovym kyslikem a
dalSimi reaktivnimi cytotoxickymi produkty je vysoce nepravdépodobny (jde o pfirozeny
mechanizmus nitrobunééného zabijeni) a zatim se pouze debatuje o teoretické moznosti jejiho
vzniku. Nicméné byla in vitro prokazana schopnost bakterie vypudit efluxnim mechanizmem
molekuly derivatii fenothiazinu - methylenovou modf a toluidinovou modrt (64). Tyto latky se
staly substratem pro efluxni pumpy - NorA u S. aureus, ActAB-TolC u E. coli a MexAB-
OprM u P. aeruginosa. Zaroven se podafilo prokéazat, Ze inhibitory efluxni pumpy dokazou
vyrazné zlepsit vysledek pii1 PDT zprosttedkované fenothiaziny (65), jako inhibitor byl pouzit

alkaloid reserpin. Déle by teoreticky mohlo dojit ke snizeni citlivosti bakterii v diisledku
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sniZzeni propustnosti bakterialni stény pro PS. Stejny mechanizmus se uplatituje pi1 vzniku

rezistence bakterii k antiseptiklim nebo antibiotikiim.

3.7 Testovani fotoinaktiva¢ni schopnosti

Vétsina poznatkli o fotodynamické inaktivaci vychazi predevsim z vysledkil in vitro
studia v laboratornich podminkach.

Laboratorni testy se provadéji obvykle na planktonickych kulturach, néktefi autofi se
pokusili o ovéfeni fotoinaktivace bakterii v biofilmu. Bakterie v biofilmu maji jiny fenotyp,
rostou pomaleji, obecné jsou rezistentnéjsi k zevnim vliviim (66). Uvadi se, ze jsou az 1000-
krat méné citlivé k plisobeni antimikrobnich latek ve srovnéani s planktonickymi kulturami
(67). Biofilm se vyznamné uplatituje v patogenezi onemocnéni v dutiné Ustni souvisejici
s nahromadénim dentdlniho plaku, u chronické infekce u pacienti s cystickou fibrozou, u
chronickych infekci ran, mocovych cest a u infekci spojenych s ptitomnosti implantovaného
cizorodého materialu (68).

Wood (69) a Senda (60) pii pokusu na umeéle piipraveném dentdlnim plaku
exponovaného kationickému derivatu ftalocyaninu prokazali, ze piti PDT doslo vedle
inaktivace bakterii 1 k redukci tlouStky plaku na polovinu (pod elektronovym mikroskopem
zjiSténa vakuolizace cytoplazmy, poSkozeni membran). Zda se, ze poSkozenim bakterialni
stény se také snizila schopnost bunck vazat se na sebe a na extraceluldrni matrix.
K baktericidnimu efektu dochazelo na povrchu plaku - jen v aerobnim prostiedi, v hlubSich
vrstvach bez ptitomnosti kysliku nebyl baktericidni efekt zaznamenan. Podobné v praci
Fontany a kol. (70) bylo pii fotoinaktivaci smésné kultury bakterii dentalni plaku ve formé
biofilmu prostfednictvim methylenové modii redukovano inokulum pouze o 32%. V praci
Miillera a kol. (71) se nepodafilo zraly oralni biofilm slozeny z mikrobialnich druhi
Actinomyces naeslundii, Veillonella dispar, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus
sobrinus, S. oralis, a C. albicans redukovat ani sou¢asnym piisobenim ozénu a PDT pomoci
methylenové modfi.

V praci Costy a kol. byla zaznamenana pii PDT s erythrosinem uplnd eliminace
planktonickych kultur C. albicans a C. dubliniensis, av§ak kultury obou druht kvasinek ve
formé biofilmu byly mnohem rezistentné;si, doslo k redukci CFU jen o 74%, resp. 21% (72).
V praci Gonzélesové a kol. (73) bylo dosazeno pii pouziti kationického porfyrinu (XF-73)
redukce CFU planktonické kultury C. albicans o 6 t4d a CFU kultury ve form¢ biofilmu o 5

tadu, ale bylo nutné prodlouzit inkubaci z 15 minut az na 4 hodiny.
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Nekolik praci popisuje uziti PACT na zvifecich modelech. V pokusech na zvitatech se
zkoumal vliv PACT v urcitych modelovych situacich — u infikovanych ran, popélenin, infekci
mékkych tkani, onemocnéni zpisobenych Helicobacter pylori, mozkovych abscest.
V experimentu bylo ovéfeno, ze u mysi dosSlo po aplikaci PS a jejimu lokdlnimu ozéteni
k rychlé redukci bakteridlni ndloZe v infikovanych ranach a popaleninach, zlepSilo se hojeni
ran, u z&dné mysi nedosSlo k rozvoji sepse (74, 75). Ve studii na potkanech bylo prokéazéano, ze
je mozné eradikovat Porphyromonas gingivalis v ddsiovém zlabku vyuzitim PACT (jako
fotosenzitivni latka byla pouzita toluidinovd modf), tato terapie navic vedla k signifikantnimu
snizeni ztraty kosti doprovazejicimu parodontitidu — bez detekovatelného posSkozeni
ptilehlych tkani vySetfenych histologicky (47). V experimentu na fretkach doslo po PACT
s toluidinovou modii ke zhojeni slizni¢nich 1ézi zplUsobenych Helicobacter mustelae. U
imunosuprimovanych mysi doSlo po lokalni aplikaci methylenové modfi a jeji nasledné
aktivaci svétlem k GpIné eradikaci C. albicans odpovédné za pseudomembrandzni 1éze na
povrchu jazyka (76). Podobn¢, na mySim modelu, byl zaznamenan terapeuticky uspéch PACT
pii1 pouziti toluidinové a methylenové modii k 1€€bé kozni kandiddézy vyvolané infikovanim

rany C. albicans, lepSich vysledki bylo dosaZeno v experimentu s toluidinovou modii (77).

3.8 Moznosti klinického vyuziti

PACT ma ve srovnani s klasickymi antimikrobnimi a antiseptickymi latkami urcité
ptednosti. Pfi PACT je moZnost cilené aplikovat fotosenzitivni latku do mista infekce a
cilen¢ ho ozafit, coz mize zabranit poskozeni fyziologické mikroflory a hostitelskych bunék
mimo lécend mista (tzv. dualni selektivita) nebo toto poSkozeni minimalizovat. Uvedeny
postup by mél snizovat riziko vzniku oportunnich infekci. Lokalni podani fotosenzitivni
latky by také mélo zmensit pravdépodobnost jejiho systémového rozsiteni a zabranit vzniku
systémové kozni fotosenzibilizace, coz byl problém pii uziti prvni generace porfyrinti ve
fotodynamické protinadorové terapii (2).

Klinicky se bude pravdépodobné PACT vyuZivat tam, kde bude mozZné cilené
aplikovat fotosenzitivni latku pfimo do infekéniho loZiska a nasledné ji ozafit svétlem
prislusné vinové délky. Predpoklada se tudiz jeji vyuziti pro terapii infikovanych ran a
popalenin, rychle se Sifici infekce mekkych tkani a abscest, povrchovych zanéti rohovky,
zanétlivych procesi v uSich, nazalnich sinech, mocovém méchyti a zaludku (3, 58). PACT
bude pravdépodobné mozné vyuzit pro terapii zanctlivych afekci v dutin€ stni vznikajicich
v souvislosti s pfitomnosti dentalniho plaku - pfi komplexni 1é¢bé parodontitidy a

povrchového zubniho kazu.
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Klinické vyuziti PACT je jiz popsano v jednotlivych kazuistikach, menSich souborech
pacientd 1 v klinickych studiich. Zda se, ze nejlépe je problematika vyuziti PACT
prostudovana u stomatologickych pacientti. Klinicky prokazatelnou uc¢innost PACT v terapii
parodontitidy popisuje fada studii (78, 79). Lécebné se aplikuje PS do parodontalniho chobotu
a pomoci optického vldkna se aplikuje svétlo. V praci de Oliveiry a kol. (80) porovnavali
PACT s toluidinovou modii se stomatologickym oSetfenim u 10 pacientl s agresivni formou
parodontitidy. Oba postupy mély podobny klinicky efekt. Hlavni vyhodou PACT je jeji cilené
lokdIni plsobeni, nezanedbatelnym benefitem je moznost snizeni spotieby antibiotik, ke
pouziti PACT popisovano pii dezinfekci kotfenovych kandlkli u pacientd lécenych pro
nekrozu pulpy a periapikélni 1ézi. Tento postup se ukazal byt uspéSnym v praci Garceze a kol.
(81), kdy na standardni endodontické oSetfeni zubl navdzalo PACT s konjugitem
polyethyleniminu a chlorinu (e6).

Na trhu existuji komerén& dostupné systémy pro vyuziti ve stomatologii. V Ceské
republice je dostupny Helbo Photodynamic System, jehoz vyrobcem je HELBO
Photodynamic System Gmbh & Co KG, Grieskirchen, Rakousko (82).

Vyuziti PACT se popisuje také Casto u dermatologickych pacientti, kde jsou indikaci
predevSim mykozy. Na souborech pacientll s interdigitalni mykdzou, tinea cruris a
onychomyko6zou pii pouziti riznych 1é€ebnych protokoli (aplikace PACT 1 — 3% u kozniho
postizeni, 6 — 7x u postizeni nehtll) bylo oSetfeni terapeuticky tspésné u 60 — 80% pacientd,
ale byly zaznamenany 1 rekurence (83, 84, 85). Mén¢ cCasto bylo zatim PACT vyuZzito pfi
1écbé bakterialnich koznich afekci. Wiegell a kol. (86) 1écili pacienta z koZznim postizenim
vyvolanym Mycobacterium marinum, v praci Claytona (87) pouzili PACT v terapii
chronického nehojiciho se bércového viedu u 72-leté pacientky s nalezem signifikantné
zlepSeného hojeni. V rdmci klinické studie bylo také hodnoceno PACT pfi terapii koZni formy
leishmanidzy, pti které bylo zjisténo, ze lé€ba PACT s kys. deltaaminolevulovou byla
uspesné€jsi nez lokalné podany paromomycin (88).

PACT s vyuzitim endogenniho porfyrinu (53) byla vyuzita v pilotni studii na 18
pacientech s infekci Helicobacter pylori, kdy se podafilo bezpecné aplikovat endoskopicky
svétlo po celém povrchu zaludecni sliznice a bylo dosazeno redukce mnozstvi bakterii v
riznych ¢astech zaludku o minimalné 86%, nicméné v nasledujicich dnech byl opét pozitivni
dechovy test (89).

Z dostupné literatury vyplyva, ze v prubéhu PACT jsou zabijeny stejné uc¢inn¢ divokeé

1 multirezistentni bakteridlni kmeny, a tak by se fotodynamickd antimikrobidlni terapie
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mohla stat u¢innym postupem v 1&¢bé bakteridlnich infekci zptisobenych multirezistentnimi
kmeny, coz se jevi obzvlasté¢ vyhodné v soucasné dobé, kdy dochdzi k jejich zvySenému

vyskytu (90).

3.9 Komplikace u PDT

Komplikaci uziti PDT je potencidlni moznost poskozeni sousednich hostitelskych
bun¢k a fyziologické mikroflory, prestoze se v mnoha in vitro studiich na tkanovych
kulturach prokézalo, ze koncentrace PS a davka svétla nutnd pro fotoinaktivaci bakterii ma
jen maly vliv na Zivotaschopnost hostitelskych bun€k. V praci Soukose a kol. (91) bylo
prokazano, ze zatimco Streptococcus sanguinis byl inaktivovan pii PACT s toluidinovou
modii, humanni keratinocyty a fibroblasty zlstaly nepoSkozeny. Totéz se potvrdilo 1 v praci
Soncina a kol. (44) v experimentech s PACT s kationickym ftalocyaninem zinku a
humdnnimi fibroblasty a keratinocyty. Zeina a kol. (92) prokézal, ze pii pouziti PACT s
methylenovou modfi, koznimi mikroby a humannimi keratinocyty jsou keratinocyty zabijeny
18 — 200% pomaleji neZ mikroby, tudiZ potvrdil, ze PACT za podminek, kdy jsou efektivné
inaktivovany mikroby o 7 ¥adu, pusobi jen minimalné na keratinocyty.

Ptes tyto potencialni komplikace posiluje zajem vyvinout metody pro piesné zacileni
PS na infek¢éni agens, jehoZz dalSim disledkem by bylo 1 zvySeni letalniho G¢inku PS pii
sniZzeni jeho koncentrace a snizeni davky svétla. V laboratornich podminkach se podatilo pii
fotoinaktivaci bakterialni smési (Streptococcus sanguinis, Porphyromonas gingivalis)
prostiednictvim toluidinové modfi s navazanymi specifickymi monoklonalnimi protilatkami
proti lipopolysacharidu P. gingivalis pusobit selektivné na vybrané agens (30). V praci
Embletona a kol. (34) bylo dosazeno podobnych selektivnich u¢inkti vici Staphylococcus

aureus pomoci bakteriofagu.
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4 Cil prace

Cilem ptedlozené prace je studium antimikrobniho efektu fotosenzitivnich latek pti
fotodynamické inaktivaci vybranych mikrobidlnich agens. Jako fotosenzitivni latky bylo
zvoleno 15 derivata ftalocyanint syntetizovanych ve Vyzkumném ustavu organickych syntéz,
a.s., Pardubice (VUOS).

Cile prace byly nasledujici:

1. ptiprava laboratorniho postupu vhodného pro testovani fotoinaktivacni schopnosti

ftalocyanina u bakterii a kvasinek

2. provedeni a vyhodnoceni zakladniho skriningu fotodynamického ucinku

testovanych ftalocyanind

3. ovéfeni antimikrobniho efektu ftalocyaninli vybranych na zékladé skriningu — pfi

fotodynamické inaktivaci vybranych kment bakterii a kvasinek, vcetné¢ kmenti
rezistentnich k antibiotikiim a antimykotikiim

4. testovani ftalocyaninii navazanych na vhodné nosi¢e pro posouzeni efektivity

potencialni aplika¢ni formy
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5 Material a metodika

VSech 15 derivatl ftalocyanini bylo testovano a hodnoceno v zékladnim skriningu pti
fotodynamické inaktivaci zastupct grampozitivnich (Staphylococcu aureus), gramnegativnich
(Escherichia coli) a fungalnich mikroorganismti (Candida albicans).

Na podkladé hodnoceni dosazenych vysledka byly vybrany nejic¢inné;si fotosenzitivni
latky a v naslednych experimentech s vybranymi kmeny bakterii a kvasinek (Strepfococcus
mutans, methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae
ESBL+ (multirezistentni kmen v dasledku produkce Sirokospektré p-laktamazy),
Pseudomonas aeruginosa, Candida glabrata, Candida krusei) byl dale studovan jejich
fotoinaktivacni efekt.

V posledni experimentalni ¢asti byl posuzovan fotoinaktivacni efekt ftalocyaninu po

navazani na vhodné nosice.

5.1 Ftalocyaniny

Bylo otestovano celkem 15 raznych derivatti ftalocyaninu (Pc) syntetizovanych
v laboratotich Vyzkumného ustavu organickych syntéz (VUOS) v Pardubicich. Jednotlivé
derivaty jsou blize charakterizovany v Tab. €. 2., vCetné¢ naboje molekuly a mnoZstvi
vyprodukovaného singletového kysliku ('0,). Zékladni struktura syntetizovanych
ftalocyanint je znazornéna na Obr. €. 4., poloha a struktura navazanych substituentli je
popsana v Tab. ¢. 3. Chemicka Cistota jednotlivych vzorkii byla kontrolovana
chromatograficky (HPLC). MnozZstvi produkovaného singletového kysliku bylo méfeno
jodidovou metodou — ve vodném roztoku i1 v roztoku ftalocyaninu v dimethylformamidu

(93).

Tab. ¢. 2. Testované derivaty ftalocyaninu

derivat Lo, S Naboj | produkce
Pe Schematicky vzorec Systematicky ndzev Pe 10, 771
Pel ZnFTC(SO3NH4)> amonna S}ll dlsulfonovaneho A* 0.363
ftalocyaninu zinku
AIOHFTC(SO3H) [SO3~ sulfonovany
Pc2 N*(CH tetramethylamoniumhydroxyhli - A* 2,483
(CH3)4] nity ftalocyanin
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ZnFTC(SO3H) sulfonovany [(3-
.~ | diethylamonium)- . .
Pc3 | [SO2NHCH2CH2CHaNHT(C propylsulfonamid]ftalocyaninu A¥+K 0,123
2H35)7] citrate™ zinku ve formé citratu
AIOHFTC(SO3Na)» sodna stl disulfonovaného "
Ped ( ) ftalocyaninu hliniku A 1,746
AIOHFTC(SO3H) sulfonovany bis(N-2-
Pes | (SO2NHCH,CH,NHCH,CHp | hydroxyethyl)- o A*+N*| 2,879
OH)> aminoethylsulfonamid hlinitého
ftalocyaninu
ZaFTCINHCH Li— tetrakis(trimethylamonium)-jodid « |
Pc6 CINT(CH3)314 14 zine¢natého ftalocyaninu K
Pe7 AIOHFTC(CHCsHsN*Cl-)4 | tetramethylenpyridinium chlorid 1,562
hydroxyhlinitého ftalocyaninu K* ’
ZnFTC(SO3NH4)3 amonna sul trisulfonovaného %
Pe8 ftalocyaninu zinku A 2,044
+ _ | tetrakis (N-methylpyridium -3-
Pc9 ZnFTC(OCSHANTCH3)4 14 oxy)-jodid zine¢natého K* 0,471
ftalocyaninu
HaFTC(SO3Na)4 sodna sul tetrasulfonovaného %
Pel0 bezkovového ftalocyaninu A 0,277
ZnFTC[N=N-CgH4- tetrajodid tetrakis(4-N, N, N-
Pcl1l NHCH3)3]4 14~ trimethylammoniumfenylazo)zi- K*¥ | e
necnaty ftalocyanin
Pel2 ZnFTC[PO(OCH>CH3)2]4 tetrakis(diethylfosfonato)zinecna N* | e
-ty ftalocyanin
ZnFTC(O-C14H2008N)4 tetrakis(3,4,6-tri-O-acetyl-2-
Pcl13 acetamido-2-deoxy-D- N* 0,786
glukosyl)zine¢naty ftalocyanin
ZnFTC(O-CeH1105)4 tetrakis(D-
Pcl14 glukopyranosyl)zine¢naty N* 0,433
ftalocyanin
Pel5 AIOHFTC(SO3Na)3 sodna sul trisulfonovaného A* 1,687

ftalocyaninu hliniku

* A — anionickd (zaporné nabita) molekula

*K — kationickd (kladné nabitd) molekula

*N — neutralni molekula
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Obr. €. 4. Struktura derivati ftalocyaninu, umisténi substituentti v pozici R1-R4

Tab. ¢.
substituenty v pozici R1-R4*

3 — Charakteristika testovanych ftalocyanini — centralni atom a jednotlivé

Centralni | 2 3 4
atom (M) R R R R
Pcl Zn SO;" NH," SO;" NH," H H
Pc2  AIOH SO;H SO;” N'(CHs), H H
SO,NHCH,CH,NH"
Pc3 Zn SO;H (C,H), citrate H H
Pc4  AIOH SO;” Na* SO; Na* H H
SO,NHCH,CH,CH,N SO,NHCH,CH,CH,
Pe5  AlOH HCH,CH,OH NHCH,CH,OH SO;H H
Pc6 Zn N'(CH;); I N'(CH;); I N'(CH;); I N'(CH;); I
_ NI —_ NI P NI —_ .
Pc7 AIOH CH2-Ng /> CH2 N /> CHa NY /> CH, N"\ />
cr cr cr cr
Pc8 Zn SO37 I\H'I;r SO37 I\H'I;r SO37 I\H'I;r H
—0 —0 —0 —0
N N N\ N
PeH  Zn </ N*CHs </ N*CH, 4 __ N'CH 4 __ N*CHg
I I I- I
Pc10 H, SO;” Na* SO;” Na* SO;” Na* SO;" Na*
(O OO
N N"'— /, /7, 7,
Pcl1 n _N,, O N —N - \ —N - \ —N - \
|
Pcl12 Zn PO(OC2H5)3 PO(OC2H5)3 PO(OC2H5)3 PO(OC2H5)3
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Pcl13 n

Pcl14 n

Pcl5 AIOH SO; Na' SO; Na' SO; Na' H

* centrdlni atom a jednotlivé substituenty v pozici R1-R4

5.2 Kmeny bakterii a kvasinek

Pro zékladni testovani ftalocyaninti byly zvoleny bakteridlni kmeny Staphylococcus
aureus 5887, Escherichia coli 5276 a Candida albicans 6258 z Ceské narodni sbirky
typovych kultur pti Statnim zdravotnim ustavu v Praze. Pro ndsledné testovani vybranych
derivati ftalocyanini byly pouzity izolaty z humannich vzorki ziskané kultivaci klinického
materidlu od pacientli Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Byly zvoleny bakteridlni
kmeny Streptococcus mutans, methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA),
Klebsiella pneumoniae (kmen s produkei Sirokospektré betalaktamazy ESBL), Pseudomonas
aeruginosa. V naslednych pokusech byly také testovany Candida glabrata a Candida krusei.
Streptococcus mutans byl zvolen jako zastupce bézné slizni¢ni oralni mikroflory a zaroven
jako etiologické agens podilejici se na vzniku zubniho kazu (s ohledem na napli projektu —
Fotozenzibilizatory v zubnim lékafstvi), ostatni bakterie, rezistentni k antibiotikim, byly
zvoleny pro ovéfeni antibakteridlniho fotoinaktiva¢niho efektu derivati ftalocyaninli pii
PACT multirezistentnich bakterii. Oba druhy kvasinek byly vybrany pro svou rezistenci

k flukonazolu.

5.3 Zdroj svételného zareni

Pti1 pokusech byl pouZit laserovy syst¢ém MAESTRO/CCM (MediCom, a.s.). Sklada
se ze stolni fidici jednotky a laserové sondy (aktivni laserové prostiedi tvoii polovodiCova
laserova dioda AlGalnP), kterd vyzatuje koherentni monochromatické svétlo vinové délky

670 nm odpovidajici absorpcnimu spektru ftalocyanini a ma vykon 80mW (viz Obr. €. 5).
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Obr. ¢&. 5. Laser MAESTRO/CCM.

5.4 Testovani fotoinaktiva¢ni schopnosti ftalocyanini

Schéma pokusu bylo upraveno podle Tegose a kol. (32).

5.4.1 Piiprava testovanych mikrobidlnich kmeni

Byl pouzit kultivacni zplsob piipravy testované bakteridlni suspenze — bakterialni
kmeny (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus mutans, MRSA, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) byly naockovany do BHI bujénu (Brain-Heart
Bouillon, BioMerieux) a kultivovany 18 — 24 hodin pti 36°C. Po pomnozeni byla 18-24-
hodinova kultura pieockovana v poméru 1:100 do cerstvého BHI bujonu a kultivovana do
dosazeni mid-log faze rustu. Kmeny kvasinek (Candida albicans, C. glabrata, C. krusei)
byly naoc¢kovany do Sabouraudova bujonu (BioMerieux) a kultivovany 18 — 24 hodin pii
36°C. Po pomnozeni byla 18-24-hodinova kultura pieockovana v poméru 1:100 do
cerstvého Sabouraudova bujonu a kultivovana do dosazeni mid-log faze rtstu. Pro dosazeni

standardni velikosti inokula byla denzita bujonové kultury stanovena denzitometrem
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(optickd denzita ~0,6 odpovidd 10° CFU/ml u bakterii a 10’ CFU/ml u kvasinek),
v experimentech byla pouZivana hustota inokula 10° — 10° CFU/ml. Nasledng byla bujonova
kultura odstfedéna pi1 5000 ot./ 10 min, poté odsat supernatant a sediment byl

resuspendovan ve sterilnim fosfatovém pufru (PBS, pH 7,2) na hodnotu vychozi denzity.

5.4.2 Piiprava ftalocyanini
Zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim testované¢ho ftalocyaninu ve sterilni
destilované vodé tak, aby koncentrace byla 1 mg/ml. Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny

pracovni koncentrace 2, 4, 8, 16 mg/L.

5.4.3 Inkubaces PS

Dalsim krokem byla inkubace 1ml testované kultury s 1ml testované¢ho ftalocyaninu
v poméru 1:1 tak, ze kone€né testované koncentrace ftalocyaninu byly 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/1
a 8 mg/l; po 30 minutach plisobeni pi1 pokojové teploté a ve tme byla testovana suspenze
odstfedéna (5000 ot./ 10 min), odsat supernatant a pro resuspendovani piidan sterilni

fostatovy pufr do celkového objemu 2 ml.

5.4.4 Ozarovani laserem
100 pl testované kultury bylo pteneseno do jamky mikrotitracni desticky a ozaieno

laserovou sondou davkou svétla 20 J/em?® a 40 J/ecm? z konstantni vzdalenosti 2 — 3 mm.

5.4.5 Hodnoceni baktericidniho u¢inku
Po ozafeni bylo z jamky mikrotitracni desticky odsato 100 pl testované kultury a
nafedéno prenesenim do zkumavky s 900 pl fosfatového pufru. Byla ptipravena fedici fada -
série Sesti fedéni (log;o) pro kazdou testovanou koncentraci a davku svétla. Z kazdého fedéni
byly vyockovany dva vzorky po 100 pl na Petriho misku s vhodnym kultiva¢nim médiem
(Mueller-Hinton 2 agar (BioMerieux) byl pouzit pro kultivaci kultur Staphylococcus aureus,
MRSA, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa; krevni agar pro
Streptococcus mutans; Sabouraudova ptida pro kmeny kvasinek). Po 24-hodinové inkubaci u
bakterii a 48-hodinové inkubaci u kvasinek byly spocitany narostlé kolonie testované¢ho
kmene (v fedéni, ve kterém se pocet vyrostlych kolonii pohyboval v rozmezi 20 az 200 (94).
Latky byly testovany ve dvou nezavislych pokusech na zvolenych kmenech bakterii a
kvasinek, soucasti pokusi byly i1 kontrolni testy pro zjiSténi vlivu samotné latky na
bakterialni kulturu bez ozafeni a také pro vyhodnoceni vlivu samotného ozaieni bez

pritomnosti testovaného ftalocyaninu. U¢innost fotoinaktivace byla hodnocena porovnanim
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poctu viabilnich bakterii po ovlivnéni bakterialni kultury ftalocyaninem a ozafenim laserem
k poctu bakterii v kontrolnich vzorcich (survival fraction). Vysledky byly zpracovany
statisticky (RNDr. Eva Cermakova, Vypodetni stiedisko, Lékafska fakulta University
Karlovy, Hradec Kralové)

Za ulinn¢, antimikrobné pusobici latky byly podle literatury povazovany latky

snizujici pocet bakterii minimaln¢ o 3 fady (32).

5.5 Testovani vybranych ftalocyanini na nosici

Ftalocyanin Pc7 vybrany ze zdkladniho skriningu byl navazdn na nosi¢
(hydroxypropylmetylcelulozu, HPMC) ve formé 1,5% a 3% gelu. Latky byly opét ptipraveny
ve VUOS.

Testované Pc na nosici:
¢ 3% hydroxypropylmethylcelul6za s Pc7 — se dvéma rliznymi koncentracemi u¢inné
latky — 20 mg ftalocyaninu (H1) a 10 mg ftalocyaninu (H2) na 1000 g gelu
e 1,5% hydroxypropylmethylceluléza s Pc7 — s koncentraci u¢inné latky Pc7 20 mg
ftalocyaninu na 1000 g gelu (H3)
¢ 3% hydroxypropylmethylceluléza — H

Postup:

Mikrobidlni kultury Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Candida albicans
byly pfipraveny jako v pfedchozich experimentech (5.4.1), inkubovadny s testovanymi
latkami na nosi¢i v poméru 1 ml testované latky a 0,25 ml bakteridlni suspenze po dobu 30
min, 2 hod a 24 hod a poté 100 pl testované suspenze pieneseno do jamky mikrotitracni
destitky a ozafeno laserovou sondou davkou svétla 40 J/cm? ze vzdalenosti 2 — 3 mm. Dalsi
postup byl stejny jako u samotného Pc (5.4.5).

Antimikrobni u¢innost ptipravku byla hodnocena porovnanim poctu zivotaschopnych
mikrobt v testované kultufe s poctem mikrobii v kontrolnim vzorku, coz byl gel neobsahujici

ftalocyanin. Vzorek H (samotnd HPMC) byl pouZit jako kontrola.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky skriningového testovani ftalocyanint

V zakladnim skriningu byl hodnocen fotoinaktiva¢ni u€inek 15 derivata ftalocyaninii
vuci - S. aureus, E. coli a C. albicans. Vysledky testovanych ftalocyanini byly rozdilné
v zavislosti na jejich chemické struktufe a naboji, velikosti ddvky ozafeni a v neposledni
fadé na testovaném mikroorganismu. Pfi hodnoceni vysledkli bylo zjisténo, ze za ucinné
antimikrobné pusobici fotosenzitivni latky miiZeme podle zvolené¢ho kritéria (zmenSeni
inokula testované kultury o minimalné tfi fady) povazovat 9 z 15 testovanych Pc. Osm
testovanych Pc plsobilo efektivné vici S. aureus, ale jen Ctyfi preparaty vaci E. coli a dva
preparaty vici C. albicans. Antimikrobni efekt testovanych ftalocyaninovych preparatt byl
ve vSech pokusech pfimo Umérny davce svétla pouzitého k ozafeni bakteridlni kultury.
Zarovenn u 13 testovanych latek byla velikost antibakteridlniho efektu pfimo zavisla 1 na
koncentraci testované latky. Vyjimkou jsou vysledky pokusi preparatti Pc2 a Pc3, kdy bylo
dosaZeno vétSiho fotoinaktivaniho efektu pfi niz8i koncentraci testované latky (viz Graf €.
4, 7).

Samotné ozafeni testované kultury bez piitomnosti Pc nemélo vliv na viabilitu
vySetfovanych mikroorganism, ale u tii derivatt Pc byl prokézéan urcity antibakterialni efekt
1 bez nasledného ozafeni. Jednalo se o Pc3, Pc7 a Pc9, které dokazaly v koncentraci 8 mg/l
zmenSit inokulum S. aureus o 98 % (Pc3, viz Graf €. 7), 81 % (Pc7, viz Graf €. 19) a 62 %
(Pc9, viz Graf €. 25) a ve stejné koncentraci ovlivnily kulturu E. coli o 79 % (Pc7, viz Graf
¢.20).

Vysledky pokusti fotoinaktivace vybranych skriningovych agens jednotlivymi
derivaty ftalocyaninii jsou zndzornény v grafech (na ose x jsou uvedeny testované
koncentrace Pc, na ose y pocet viabilnich CFU/ml), v tabulce ¢. 4 jsou pak sumarizovany
vysledky pokusti pti pouziti nejvyssi koncentrace testovaného derivatu ftalocyaninu (8 mg/l)
a maximalni davky svétla 20 J/ cm” a 40 J/ cm’. Na zakladé téchto vysledkd byly vybrany

nejucinngjsi latky k dalSimu testovani.
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6.1.1 Pcl - Amonna siil disulfonovaného ftalocyaninu zinku

S. aureus -Pc1
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Graf ¢. 1. Fotoinaktivaéni efekt Pcl vuci S. aureus

E. coli - Pc1
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Graf ¢. 2. Fotoinaktivacni efekt Pcl vuci E. coli
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C. albicans - Pc1
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Graf ¢. 3. Fotoinaktivaéni efekt Pcl vuci C. albicans

Pcl vykazovala schopnost fotoinaktivace S. aureus v nejvyssi testované koncentraci
(8 mg/l). Po ozafeni davkou svétla 40 J/em® dochéazelo ke sniZeni po&tu bakterii o 7 fada (viz

graf ¢.1). V pokusu s E. coli i C. albicans se tato latka pfi fotoinaktivaci naopak neprojevila
vubec (viz Graf .2, 3).
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6.1.2 Pc2 - Sulfonovany tetramethylamoniumhydroxyhlinity ftalocyanin

S. aureus - Pc2
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Graf ¢.4. Fotoinaktivaéni efekt Pc2 vaci S. aureus

E. coli - Pc2
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Graf ¢. 5. Fotoinaktivaéni efekt Pc2 vaci E. coli
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C. albicans - Pc2
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Graf ¢.6. Fotoinaktivaéni efekt Pc2 vuci C. albicans

Latka Pc2 vykdzala vyrazny antibakterialni efekt pti fotoinaktivaci kmene S. aureus,
v nejvyssi testované koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/em® doslo k Gplné
eliminaci bakterii (viz Graf €. 4), za stejnych podminek dokézala tato latka v pokusech
s kmenem E. coli snizit pocCet bakterii o 1 tad (viz graf ¢.5) a v pokusech s C. albicans

zustala uplné bez efektu.
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6.1.3 Pc3 - sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid]

ftalocyaninu zinku
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Graf ¢.7. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vaci S. aureus
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Graf ¢.8. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vaci E. coli
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C. albicans -Pc3
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Graf ¢.9. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vuci C. albicans

Latka Pc3 vykazovala antibakteridlni efekt vic¢i S. awreus 1 E. coli, vnejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozateni davkou svétla 40 J/cm® dochazi k uplné eliminaci
bakterii kmene S. aureus (viz Graf ¢.7). U kmene E. coli dosSlo k poklesu poctu bakterii o 3
fady (viz Graf ¢.8). Pc3 také vykézala schopnost fotoinaktivovat C. albicans, v nejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/cm® dochdzi ke zmenseni

poctu kvasinek o 4 tady (viz Graf €.9).
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6.1.4 Pc4 - sodna siil disulfonovaného ftalocyaninu hliniku

S. aureus -Pc4
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Graf ¢. 10. Fotoinaktivaéni efekt Pc4 vaci S. aureus
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Graf. ¢.11. Fotoinaktivacni efekt Pc4 vaci E. coli
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C.albicans - Pc4
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Graf. ¢.12. Fotoinaktivaéni efekt Pc4 vaci C. albicans

Latka Pc4 pisobila efektivné na inokulum S. aureus, v nejvyssi testované koncentraci
(8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/em® doslo k poklesu po&tu bakterii o 5 fada (viz
Graf ¢. 10), za stejnych podminek latka Pc4 vykazovala jen minimalni vliv na kmen E. coli —
doslo ke sniZzeni poctu bun¢k o fad (viz Graf €.11), v pokusech s kmenem C. albicans

nevykdazala latka Pc4 Zadny efekt.
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6.1.5 PcS - Sulfonovany bis(/V-2-hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid
hlinitého ftalocyaninu
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Graf ¢. 13. Fotoinaktivaéni efekt Pc5 vaci S. aureus
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Graf ¢. 14. Fotoinaktivaéni efekt Pc5 vaci E. coli
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C. albicans - Pc5
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Graf ¢. 15. Fotoinaktivaéni efekt Pc5 vaci C. albicansi

Latka Pc5 se uplatnila v pokusech se S. aureus 1 E. coli, vnejvyssi testované
koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/em® doslo k poklesu podtu bakterii
kmene S. aureus o 5 tadt (viz Graf €.13) a u kmene E. coli o 3 tady (viz Graf ¢.14).

V pokusech s C. albicans zistala latka Pc5 bez efektu.
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6.1.6 Pc6 - tetrakis(trimethylamonium)-jodid zine¢natého ftalocyaninu
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Graf ¢.16. Fotoinaktivaéni efekt Pc6 vaci S. aureus
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Graf ¢. 17. Fotoinaktivaéni efekt Pc6 vaci E. coli
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C.albicans - Pc6
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Graf ¢. 18. Fotoinaktivaéni efekt Pc6 vaci C. albicans

Latka Pc6 vykazuje schopnost fotoinaktivovat S. aureus, vnejvyssi testované
koncentraci (8 mg/1) a po ozéateni davkou svétla 40 J/cm® dochazi ke zmen3eni poétu bakterii
o 3 tady (viz Graf ¢.16). V pokusech s E. coli za stejnych podminek tato latka snizila pocet
bakterii o 1 fad (viz Graf €.17). V pokusech s C. albicans za stejnych podminek dokazala

snizit inokulum o 2 fady (viz Graf ¢.18).
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6.1.7 Pc7 - tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu
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Graf ¢. 19. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vaci S. aureus
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Graf ¢. 20. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vaci E. coli
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C. albicans -Pc7
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Graf ¢. 21. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vaci C. albicans

Latka Pc7 vykazovala schopnost fotoinaktivovat S. aureus 1 E. coli, v nejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozéafeni davkou svétla 40 J/em® doslo k poklesu po&tu
bakterii kmene S. aureus o 3 az 4 tady (viz Graf €.19), za stejnych podminek se u kmene E.
coli snizil pocet bakterii o 7 fadii (viz Graf €.20). Tato latka vykazovala antibakteridlni efekt i
bez ozateni (u S. aureus doslo ke snizeni poctu mikrobti o 81% vii¢i kontrolnimu vzorku, u E.
coli o 79%). Latka Pc7 vykazala 1 vyrazny antifungédlni efekt pti fotoinaktivaci kmene C.
albicans, v nejvysi testované koncentraci (8 mg/l) a po ozateni davkou svétla 40 J/em® doglo

k Gplné eliminaci kvasinek (viz Graf ¢. 21).
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6.1.8 Pc8 - Amonna siil trisulfonovaného ftalocyaninu zinku

1,E+01

1,E+00

1,E-01

1,E-02

1,E-03

1,E-04

1,E-05

1,E-06

1,E-07

S. aureus -Pc8

—e—0J/cm2
—=— 20 J/lcm2

—a—40 J/cm2

Omgl/l

1mgl/l

2mgl/l

4mgl/l 8mgl/l

Graf ¢. 22. Fotoinaktivaéni efekt Pc8 vaci S. aureus
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Graf ¢. 23. Fotoinaktivaéni efekt Pc8 vaci E. coli
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C.albicans - Pc8
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Graf ¢. 24. Fotoinaktivaéni efekt Pc® vaci C. albicans

Latka Pc8 vykazovala schopnost fotoinaktivovat S. aureus, v nejvyssi testované
koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/cm® doslo k poklesu poétu bakterii o 4

tady (viz Graf €.22). V pokusu s E. coli i C. albicans zistala bez efektu (viz Graf €. 23, 24).
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6.1.9 Pc9 - tetrakis( N-methylpyridium -3-oxy)-jodid zine¢natého
ftalocyaninu
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Graf ¢. 25. Fotoinaktivaéni efekt Pc9 vaci S. aureus
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Graf ¢. 26. Fotoinaktivaéni efekt Pc9 vaci E. coli
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C. albicans - Pc9
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Graf ¢. 27. Fotoinaktivaéni efekt Pc9 vaci C. albicans

Latka Pc9 vykazovala antibakteridlni efekt proti S. aureus 1 E. coli v nejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/cm® doslo ke sniZeni poétu
bakterii kmene S. aureus o 3 fady (viz Graf €. 25) a u kmene E. coli o 6 tadu (viz Graf €. 26).

Pti pokusech s C. albicans zlstala tato latka bez efektu.
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6.1.10 Pc10 - Sodna sil tetrasulfonovaného bezkovového ftalocyaninu

S. aureus -Pc10
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Graf ¢.28. Fotoinaktiva¢ni efekt Pc10 vaci S. aureus
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Graf ¢. 29. Fotoinaktivaéni efekt Pc10 vaci E. coli
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C.albicans - Pc10
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Graf ¢. 30. Fotoinaktivaéni efekt Pc10 vaci C. albicans

Latka Pcl10 v pokusech skmeny S. aureus, E. coli 1 C. albicans nevykézala pfti

fotoinaktivaci zadny antimikrobni efekt.
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6.1.11 Pcl1 - Tetrajodid tetrakis(4-N,N,N-
trimethylamoniumfenylazo)zine¢naty ftalocyanin
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Graf ¢. 31. Fotoinaktivaéni efekt Pc11 vaci S. aureus
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Graf ¢. 32. Fotoinaktivaéni efekt Pc11 vaéi E. coli
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C.albicans - Pc11
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Graf ¢. 33. Fotoinaktivaéni efekt Pc11 vaci C. albicans

Latka Pcll vpokusech skmeny S. aureus, E. coli 1 C. albicans nevykézala pti

fotoinaktivaci zadny antimikrobni efekt.
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6.1.12 Pc12 - Tetrakis(diethylfosfonato)zine¢naty ftalocyanin

S. aureus -Pc12
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Graf ¢.34. Fotoinaktivaéni efekt Pc12 vaci S. aureus
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Graf ¢. 35. Fotoinaktivaéni efekt Pc12 vaci E. coli
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C. albicans - Pc12
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Graf ¢. 36. Fotoinaktivaéni efekt Pc12 vaci C. albicans

Latka Pcl12 v pokusech skmeny S. aureus, E. coli 1 C. albicans nevykézala pfti

fotoinaktivaci zadny antimikrobni efekt.
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6.1.13 Pc13 - Tetrakis(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-deoxy-D-
glukosyl)zine¢naty ftalocyanin
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Graf ¢.37. Fotoinaktivaéni efekt Pc13 vaci S. aureus
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Graf ¢. 38. Fotoinaktivaéni efekt Pc13 vaci E. coli
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C. albicans - Pc13
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Graf ¢. 39. Fotoinaktivaéni efekt Pc13 vaci C. albicans

Latka Pcl13 v pokusech skmeny S. aureus, E. coli 1 C. albicans nevykézala pfti

fotoinaktivaci zddny antimikrobni efekt.
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6.1.14 Pc14 - Tetrakis(D-glukopyranosyl)zine¢naty ftalocyanin
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1,E+01

1,E+00

———3 %

1,E-01

1,E-02
—e—0J/cm2
1,E-03 —=— 20 J/lcm2

—a—40 J/cm2
1,E-04
1,E-05

1,E-06

T T A I TR TR BN WY R A IR N B R A AR N1V B R AT R R WRETII]

1,E-07

Omgl/l 1mgl/l 2mgl/l 4mgl/l 8mgl/l

Graf ¢. 40. Fotoinaktivaéni efekt Pc14 vaci S. aureus
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Graf ¢. 41. Fotoinaktivaéni efekt Pc14 vaéi E. coli
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C.albicans - Pc14
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Graf ¢. 42. Fotoinaktivaéni efekt Pc14 vaci C. albicans

Latka Pcl4 v pokusech skmeny S. aureus, E. coli 1 C. albicans nevykézala pti

fotoinaktivaci zddny antimikrobni efekt.
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6.1.15 Pc15 - Sodna siil trisulfonovaného ftalocyaninu hliniku
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Graf ¢. 43. Fotoinaktivaéni efekt Pc15 vaci S. aureus
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Graf ¢. 44. Fotoinaktivaéni efekt Pc15 vaéi E.coli
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C. albicans - Pc15
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Graf ¢. 45. Fotoinaktivaéni efekt Pc15 vaci C. albicans

Latka Pc15 vykazovala antimikrobni efekt pouze v pokusech se S. aureus, v nejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/cm® doslo ke sniZeni poétu
bakterii o 2 fady (viz Graf €. 43). Pfi testech s E. coli 1 C. albicans zustala latka Pc15 bez
efektu (viz Graf €. 44, 45).
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6.1.16

Hodnoceni zakladniho skriningové vySetieni fotoinaktiva¢ni
schopnosti derivata Pc

Tab. ¢ . 4 Antimikrobni efekt derivata ftalocyaninu (Pc) pii fotoinaktivaci kmeni S. aureus,
E. coli a C. albicans

Frakce viabilnich bun¢k v experimentech s ftalocyaniny v koncentraci
Ftalocyaniny 8 mg/1 po ozéfeni laserem davkou svétla 20 J/em® a 40 J/cm®
(Pc) Staphylococcus Escherichia coli Candida albicans
aureus

20 J/em® | 40 J/em® | 20 J/em® | 40 Jem® | 20 Jem® | 40 J/em®
Pcl 9,6E-05 1E-07 0,85 0,85 0,96 0,88
Pc2 0 0 0,3 0,039 1 0,85
Pc3 0 0 0,02 0,00091 0,0012| 1,7E-05
Pc4 0,0009| 3,4E-06 0,41 0,082 1 0,81
PcS 0,00037| 1,1E-05 0,0018 0,00061 0,98 0,75
Pc6 0,00046 | 0,00012 0,28 0,025 0,074| 0,0043
Pc7 0,00053 | 0,00039 1,7E-07 1E-07 1E-07 1E-07
Pc8 0,00046 | 0,00012 0,98 0,81 1 1
Pc9 0,17| 0,0015 9,9E-05 3E-07 0,84 0,33
Pcl10 1 0,83 1 0,97 0,96 0,94
Pcll 0,76 0,54 1 0,92 1 0,99
Pc12 0,86 0,47 0,97 0,76 1 1
Pcl13 0,6 0,66 0,68 0,47 1 0,88
Pc14 0,59 0,53 1,2 0,83 1 1
Pcl5 0,045 0,015 1 0,88 1 0,86

Z grafického znazornéni vysledki jednotlivych derivatl ftalocyaninii 1 z prehledové
tabulky vyplyva, Ze se jako neju¢innéjsi fotosenzitivni latky pii fotoinaktivaci S. aureus
projevily amonnd sil disulfonovaného ftalocyaninu zinku (Pel), sulfonovany
tetramethylamoniumhydroxyhlinity ftalocyanin (Pe¢2) a sulfonovany [(3-diethylamonium)-
propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu (Pc3). Tyto preparaty dokazaly pii
pouziti nejvyssi koncentrace a davky ozafeni uplné eliminovat kmen S. aureus. DalSimi

ucinnymi latkami byly sodnd sil disulfonovaného ftalocyaninu hliniku (Pc4), ktery za
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stejnych podminek zpusobil pokles poctu bakterii o 5 tadi, a sulfonovany bis(N-2-
hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid hlinitého ftalocyaninu (Pc5), ktery dosahl proti S.
aureus stejného vysledku.

Pti pokusech s E. coli se jako uCinné fotosenzitivni latky projevily preparaty
tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinit¢ého ftalocyaninu (Pc¢7) a tetrakis (N-
methylpyridium-3-oxy)-jodid zinecnatého ftalocyaninu (P¢9), pii jejichz testovani v nejvyssi
koncentraci a maximalni davky svétla doslo k vyznamnému baktericidnimu efektu (pokles o
7 tadu, resp. o 6 rada). Slibné vysledky ukazaly pokusy se sulfamidickymi ftalocyaniny (Pc3
- sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu,
PcS - sulfonovany bis(N-2-hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid hlinitého ftalocyaninu),
které plsobily efektivné proti S. aureus 1 E. coli.

Vyznamny antifungélni u€inek vykdzaly pouze latky Pe3 a Pc7.
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6.2 Vysledky dalSich testii vybranych ftalocyaninii

Po ukonc¢eni pokusti s 15 zakladnimi derivaty ftalocyanini byly na podkladé vysledkt
k dalSimu testovani s vybranymi patogeny (Streptococcus mutans, MRSA, Klebsiella
pneumoniae s produkci ESBL, Pseudomonas aeruginosa, Candida glabrata, Candida krusei)
zvoleny latky Pc3 a Pc7, které dle zvolenéno kritéria (snizeni inokula testované mikrobni
kultury o minimalné€ 3 fady) plsobily efektivné proti S. aureus, E. coli 1 C. albicans.

Vysledky pokusti fotoinaktivace vybranych skriningovych agens jednotlivymi
derivaty ftalocyanini jsou znazornény v grafech, v tabulce €. 5 jsou pak sumarizovany
vysledky pokusti pti pouziti nejvyssi koncentrace testovaného derivatu ftalocyaninu (8 mg/l)
a maximalni davky svétla 20 J/ cm® a 40 J/ cm’.

Pti hodnoceni vysledkll bylo zjisténo, ze oba derivaty byly uc¢inné pii fotoinaktivaci
grampozitivnich bakterii a kvasinek, ale jen Pc7 pusobil efektivné pii fotoinaktivaci
gramnegativnich bakterii.

Z grafického zndzornéni vysledkii dodatecnych experimentd s latkami Pc3 a Pc7 i
z ptehledové tabulky (viz Tab. €. 5) vyplyva, Zze oba derivaty byly G€inné pti fotoinaktivaci
grampozitivnich bakterii, pfi pouziti koncentrace 8 mg/l a davky svétla 40 J/em® dokézaly
efektivné pisobit na kmen streptokoka 1 MRSA.

Pt1 pokusech s gramnegativnimi bakteriemi Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas
aeruginosa se jako ulinna fotosenzitivni latka projevila latka Pc7, v experimentech
s koncentraci ftalocyaninu 8 mg/l a davkou svétla 40 J/cm® dokézala uplné eliminovat
testované kmeny. Latka Pc3 vtestech s E. coli dokazala v experimentech s koncentraci
ftalocyaninu 8 mg/l a davkou svétla 40 J/em® snizit inokulum o tii fady, v pokusech s
Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa dokazala snizit inokulum testované¢ho
kmene pouze o 98 %, resp. 0 91%.

Pti pokusech s kvasinkami C. glabrata a C. krusei prokéazaly vyrazny antifungélni
ucinek latky Pc3 1 Pc7. Za stejnych podminek dokdzaly uplné eliminovat inokulum obou
testovanych kment.

Antimikrobni efekt testovanych ftalocyaninovych preparati byl ve vSech pokusech
pfimo tmérny davce svétla pouzitého k ozéfeni bakteridlni kultury. Zaroven byla velikost
antibakteridlniho efektu pfimo zavisld 1 na koncentraci testované latky. Samotné ozafeni
testované kultury bez ptitomnosti Pc nemélo vliv na viabilitu vySetfovanych mikroorganismii,
ale stejné jako v zakladnim skriningu oba derivaty Pc prokazaly urcity antibakteridlni efekt 1

bez nasledného ozateni. V ptipad¢ Pc3 Slo prfedevsim o efekt vii¢i grampozitivnim mikrobim,

63



v koncentraci 8 mg/l dokazala zmenSit inokulum S. mutans o 99,92% (viz Graf €. 46) a
MRSA o 100% (viz Graf ¢. 47). Latka Pc7 ve stejné koncentraci ovlivnila kulturu K.
pneumoniae 0 99,99% (viz Graf ¢. 54) a kulturu Ps. aeruginosa 0 99,27% (viz Graf ¢. 55).

Tab. €. 5 Ptehled in vitro antimikrobni aktivity testovanych ftalocyanini proti vybranym

kmenum bakterii a kvasinek.

Frakce viabilnich bun¢k pi1
Ftalocyanin Mikroorganismus koncentraci FTC 8 mg/I
20 J/em® 40 J/em®
Streptococcus mutans 0 0
MRSA 0 0
Pe3 Klebsiella pneumoniae 0,084 0,021
c
Pseudomonas aeruginosa 0,17 0,087
Candida glabrata 0,00028 0
Candida krusei 0 0
Streptococcus mutans 0 0
MRSA 0,0035 0,0001
Klebsiella pneumoniae 0 0
Pc7
Pseudomonas aeruginosa 0 0
Candida glabrata 0 0
Candida krusei 0,00078 0
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6.2.1 Pc3 - sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid] ftalocyaninu
zinku

S. mutans - Pc3
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Graf ¢. 46. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vaci Str. mutans
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Graf ¢. 47. Fotoinaktivac¢ni efekt Pc3 viici MRS A
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K. pneumoniae - Pc3
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Graf ¢. 48. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vic¢i K. pneumoniae
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Graf ¢. 49. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vici Ps. aeruginosa
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C. glabrata - Pc3
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Graf ¢. 50. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vici C. glabrata
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Graf ¢. 51. Fotoinaktivaéni efekt Pc3 vaci C. krusei
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6.2.2 Pc7 - tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu

S. mutans - Pc7
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Graf ¢. 52. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vaci Str. mutans
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Graf ¢. 53. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 viai¢ci MRS A
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K. pneumoniae - Pc7
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Graf ¢. 54. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vic¢i K. pneumoniae

Ps. aeruginosa - Pc7

1,E+01 1
1,E+00 1
1E-01

1,E-02 5

E 2
—*—oJ/cm )
—®—20J/cm

1,E-03 4
] 2
—*—40J4/cm

1,E-04 -
1E-05 1

1,E-06 1

1,E-07 A
Omgl/l 1mgl/l 2mgl/l 4mgl/l 8mgl/l

Graf ¢. 55. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vici Ps. aeruginosa
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C. glabrata - Pc7
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Graf ¢. 56. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vici C. glabrata
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Graf ¢. 57. Fotoinaktivaéni efekt Pc7 vaci C. krusei
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6.3 Vysledky testovani ftalocyanini na nosici

V nésledujicich experimentech byl sledovan antimikrobni efekt derivatu ftalocyaninu
Pc7 po navazani na nosi¢, jako ktery byla zvolena hydroxypropylmethylceluloza (HPMC).
Byly testovany dvé koncentrace gelu - 1,5% HPMC s hydroxyhlinitym ftalocyaninem
substituovanym pyridiniem — s koncentraci Pc7 20 mg na 1000g gelu (H3) a 3% HPMC
s Pc7 — se dvéma riznymi koncentracemi u¢inné latky — 10 mg (H2) a 20 mg (H1) na 1000 g
gelu. Testy byly provadény s kulturami zékladniho skriningu — s kmeny Staphylococcus
aureus, Escherichia coli a Candida albicans. Testované kultury byly inkubovany 30 min, 2 a
24 hod, ozafovany byly konstantng davkou svétla 40 J/cm’.

Vysledky pokust fotoinaktivace Pc7 na nosi€i jsou zndzornény v tabulce €. 6.

Pti hodnoceni vysledkd bylo zjiSténo, Ze antimikrobni fotoinaktivacni efekt Pc7 je
ovlivnén koncentraci u¢inné latky, vazbou na HPMC 1 jeji koncentraci v gelu. Z tabulky €. 6
je zieymé, ze dle zvolenéno kritéria (snizeni inokula testované mikrobni kultury o minimalné
3 tady) puasobil gel H1 efektivné vaci S. aureus, gel H3 s nizsi koncentraci HPMC pak byl
ucinny predevsim vici E. coli.

Antimikrobni efekt testovanych geld byl vétsi za pouziti ozareni svétlem, ale vyrazny
antibakteridlni efekt gelii byl zaznamenan 1 bez nasledného ozaieni.

Gel H1 v experimentu vykazoval vyrazny antibakterialni efekt vici S. aureus 1 bez
ozafeni, po inkubacni dob¢ 30 minut dokazal sniZit inokulum o 99,95 %, podobné gel H2
s niz§f koncentraci G&inné latky dokazal totéZ — 0 95,8 %. Po ozafeni davkou svétla 40 J/cm®
dokazal gel H1 jesté o néco zvysit antibakteridlni efekt a doslo ke snizeni inokula testované
kultury o fady a u gelu H2 o 3 fady. Gel H3 dokazal ovlivnit kulturu S. aureus pti inkubacni
dob¢ 30 minut pouze o 56% a pii 2-hodinové inkubaci o 64%.

V pokusech s E. coli se naopak jako u¢inn¢jsi projevil gel H3, kdy po 30 minutové
inkubaci a ozafeni doSlo k upIné eliminaci testované kultury, téhoz efektu vSak bylo
dosaZeno 1 bez ozareni. Gely H1 1 H2 dokézaly ovlivnit kulturu za stejnych podminek o 98,9
%, resp. 96,3 %.

V pokusech s C. albicans projevil mirny antifungalni efekt pouze gel H3 — doslo
k ovlivnéni testované kultury po 30-minutové inkubaci o 22%, po 24-hodinové inkubaci az o
78%. Zbylé dva gely antifungalni efekt nevykazaly.

24-hodinova inkubace se s vyimkou gelu H3 pii ptasobeni na C. albicans ukazala jako

nevhodnd, antimikrobni efekt gela pti této inkubacni dobé byl mensi nebo zadny.

71



Tab. €. 6 Piehled in vitro antimikrobni aktivity Pc7 po navazani na nosi¢ vic¢i kmeniim
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Candida albicans

Pc7 na | Testovany Frakce viabilnich bunék
nosi¢i | mikroorganismus ID 30min ID 2 hod ID 24 hod
0 J/em® | 40 J/em® | 0 J/em® |40 J/em® | 0 J/em® |40 J/em®
S. aureus 0,00045 0,00037| 0,00018 | 0,000090 1 0,30
H1 E. coli 0,015 0,011 0,55 0,50 0,18 0,24
C. albicans 1 1 1 1 1 1
S. aureus 0,042 0,0033 0,20 0,062 0,42 0,43
H2 E. coli 0,14 0,037 0,66 0,15 0,50 0,18
C. albicans 1 1 1 1 1 1
S. aureus 1 0,44 0,50 0,36 1,12 1,12
H3 E. coli 0 0| 5,1E-06| 7,1E-07 0,011| 0,00096
C. albicans 0,79 0,78 0,73 0,72 0,42 0,22
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7 Diskuse

Fotodynamicka antimikrobni terapie pfedstavuje lokalni, cilenou, neinvazivni metodu
vhodnou k terapii povrchovych infekci, ktera by se v budoucnu mohla stat u vybranych
infekci a jejich klinickych forem ucinnou alternativou pouZiti antibiotik a antiseptik.
V soucasné dobé¢ nartstajici rezistence bakterii k antibiotikiim se zajem o PACT stupiiuje a
stava se predmétem studia mnohych praci. Hledaji se pfedevSim nové ucinné fotosenzitivni
latky a vhodné I€kové formy a mozZnosti jejich aplikace s ohledem na spektrum mikrobt
citlivych k fotoinaktivaci.

V této praci je predmétem studia skupina derivatii ftalocyanint, které jsou znamy
jako slibné fotosenzitizéry se schopnosti tvofit velké mnozstvi singlet kysliku.
Fotoinaktivaéni schopnost né€kterych téchto ftalocyaninovych derivati byla zkouména jiz
v pracech jinych autort - disulfonovany ftalocyanin zinku (48), disulfonovany ftalocyanin
hliniku (43, 45, 46), tetrakis (N-methylpyridium -3-oxy)-jodid zine¢natého ftalocyaninu (25,
48, 95), pouziti ostatnich preparatli ndmi studovaného souboru pro fotoinaktivaci mikrobt
jesté nebylo doposud v literatufe popsano. V této praci srovndvame fotoinaktivacni efekt
ftalocyanin@ z naseho souboru s jiz publikovanymi vysledky.

NaSe vysledky potvrdily, ze zasadni vliv na efektivitu testovanych fotosenzitivnich
latek ma na jedné stran¢ molekularni struktura (28), elektricky naboj (23, 31) a velikost
davky ozéfeni, na strané¢ druhé rozdily v citlivosti mezi jednotlivymi druhy a skupinami
infek¢nich agens. Stejné jako v dostupné literatuife byl 1 v naSi praci zaznamenan velky
rozdil v citlivosti grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (57) a kvasinek (28).

Grampozitivni bakterie byly k fotoinaktivaci pomérné citlivé. Z vysledkt je ziejmé,
ze osm z 15 zkoumanych latek se mohlo hodnotit jako efektivni PS pii1 fotoinaktivaci S.
aureus. Antimikrobni efekt byl dosaZen pftifotoinaktivaci zprostfedkované riznymi
fotosenzitivnimi latkami, G¢inné byly anionické, kationické 1 amfifilni PS. Mezi nejucinné;jsi
fotosenzitivni latky pro fotoinaktivaci S. aureus vnaSi praci patfily amonna sil
disulfonovaného ftalocyaninu zinku (Pc1) a sulfonovany tetramethylamoniumhydroxyhlinity
ftalocyanin (Pc2) — anionické preparaty, a sulfonovany [(3-diethylammonium)-
propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu (Pc3) — primarn€ anionickd molekula
s navazanym kladn¢ nabitym fetézcem. Tyto preparaty dokéazaly tipIné€ eliminovat bakterialni
kulturu S. aureus. Disulfonovany ftalocyanin zinku byl jiz v literatufe popsan a naSe
vysledky odpovidaly zjisténim ostatnich autorti (48). I dalsi ftalocyaniny z naSeho souboru

se zapornym ndbojem — sodna stl disulfonovaného ftalocyaninu hliniku (Pc4), sulfonovany
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bis(N-2-hydroxyethyl)-aminoethylsulfonamid hlinitého ftalocyaninu (Pc5), amonna stl
trisulfonovaného ftalocyaninu zinku (Pc8), sodna sul trisulfonovaného ftalocyaninu hliniku
(Pcl5) — také vykazovaly alespont do urcité miry antibakteridlni efekt pii fotoinaktivaci
S. aureus. V literatute byly popsany vysledky pokust se sulfonovanymi ftalocyaniny zinku a
disulfonovanym ftalocyaninem hliniku. Nase vysledky ziskané pti pokusech s témito latkami
(viz Tab ¢. 4) odpovidaji poznatkiim prezentovanym v téchto pracech (43, 45, 48). Zaporné
nabité ftalocyaniany jsou schopné fotoinaktivovat grampozitivni mikroby, ale velikost
ucinku se mezi jednotlivymi preparaty 1i8i v zavislosti na jejich molekularni struktufe (28).
Bylo rovnéz zdokumentovano, Ze fotosenzitivni latky mohou ucinkovat také proti
grampozitivnim bakteriim rezistentnim k antibiotikiim (44) a rostoucim v biofilmu (60).

Gramnegativni E. coli byla k fotoinaktivaci odolnéjsi, z 15 testovanych Pc byly pfi
fotoinaktivaci hodnoceny jako Gc¢inné pouze Ctyfi derivaty (viz Tab. €. 4). Ze Ctyf uCinnych
fotosenzitivnich latek byly dvé substance kationické a dalSi dv€é amfifilni. Kationicke
preparaty, které se diky svému naboji povazuji za vhodnéjsi k plisobeni na gramnegativni
mikroby, byly v naSem souboru testovanych ftalocyanini ctyti (Pc6, Pc7, Pc9, a Pc11).

Tetrakis (N-methylpyridium-3-oxy)-jodid zine¢natého ftalocyaninu (Pc9) byl jiz
testovan jinymi autory, vétSinou testoval efekt zminovaného ftalocyaninu pii fotoinaktivaci
gramnegativnich mikrobt a jejich vysledkiim odpovidaji 1 naSe zjisténi, Ze tato latka plsobi
efektivné proti gramnegativnim mikrobiim (49, 95). Podle Minnocka (49) je to zplisobeno
pritomnosti kladn€ nabité¢ N-methylpyridylové skupiny umoziujici vazbu ftalocyaninu na
lipopolysacharid gramnegativnich bakterii. V praci Mantarevové (95) provadéli testy se
stejnou latkou na kmenech S. aureus, MRSA, P. aeruginosa a Candida albicans. Tetrakis (V-
methylpyridium-3-oxy)-jodid zine¢natého ftalocyaninu mél za srovnatelnych podminek
schopnost kompletné¢ inaktivovat kulturu S. aureus a C. albicans (1,5 pM, 12 J/ecm2). U
testované kultury Pseudomonas aeruginosa doslo také k vyznamnému zmenseni inokula (o 4
tady), ale az pti pouziti vyssi koncentrace FTC a vétsi davce svétla (6 uM, 60 J/cm2). Ackoliv
i v nasi praci Pc9 dokazal v pokusech (p¥i koncentraci 8 mg/l a 40 J/em®) &asteéné ovlivnit
testovanou kulturu S. aureus (SF 0,0015; tj. o necelé ti1 fady) a C. albicans (SF 0, 33),
nemohli jsme ho hodnotit jako G¢inny.

Podobny ndlez jako v na$i praci zaznamenali autofi, Ragés a kol. (24) a Demidova a
kol. (31), kdy jina kationicka latka, poly-L-lysine chlorin(e6) (konjugat poly-L-lysinu
s chlorinem), byla také u&inngjsi pii fotoinaktivaci E. coli (0,75 pM, 0.2 J/cm®) neZ pfi
fotoinaktivaci S. aureus. Pro dosazeni srovnatelnych vysledkli pti pokusech se S. aureus

bylo tieba zvysit davku ozafeni az na 20 J/cm®. Oba ptipady by mohla vysvétlovat v&tsi
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molekuldrni hmotnost konjugétu, kterd umoznuje vazbu na lipopolysacharid gramnegativni
E. coli, ale nedovoluje ptekonat peptidoglykanovou vrstvu S. aureus.

Tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu (Pc7) je také
kationicky derivat. Kladny naboj je dan pfitomnosti skupiny - pyridinium, kterd je podobna
skupiné N-methylpyridyl udé€lujici kladny naboj derivatu Pc9. Pc7 vykazoval srovnatelnou
baktericidni aktivitu jako pfedchozi latka. Tato konkrétni latka nebyla v literatufe doposud
testovdna na antimikrobni aktivitu. Pc7 byl také v pokusech, podobné¢ jako Pc9, ucinng;si pti
fotoinaktivaci E. coli nez pti fotoinaktivaci S. aureus, ale dosahl za stejnych podminek
lepsich vysledki, navic vykézal 1 vyrazny antifungélni a€inek (viz Graf €. 21).

Dalsi kationicka latka v naSem souboru - Pc6 — tetrakis (trimethylamonium)-jodid
zine¢natého ftalocyaninu byla hodnocena jako ucinné pfti fotoinaktivaci S. aureus (v nejvyssi
testované koncentraci (8 mg/l) a po ozafeni davkou svétla 40 J/cm® dochazelo ke zmenseni
poctu bakterii o 3 fady). V pokusech s E. coli za stejnych podminek tato latka snizila pocet
bakterii pouze o 97,5% (o necelé 2 tady) a v pokusech s C. albicans dokdzala snizit inokulum
také jen o 2 fady. Kladny naboj tohoto derivatu je dan pfitomnosti trimethylamoniové
skupiny, kterd zfejmé neni schopnd zajistit takovou vazbu na sténu gramnegativnich bakterii
jako zprosttedkuje skupina s pyridiniem.

Jako efektivni proti E. coli jsme hodnotili také dva sulfamidické derivaty —
sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu
(Pc3) a sulfonovany [(3-diethylamonium)-propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé
citratu (Pc5). Jedna se o primarné zédporné nabité latky s navazanym postrannim neutralnim,
resp. kladn€ nabitym fetézcem. Tyto latky také nebyly dosud v literatuie popsany, da se vSak
ocekavat podobny princip fotoinaktivace gramnegativnich bakterii jako u disulfonovaného
ftalocyaninu hliniku. Anionicky disulfonovany ftalocyanin hliniku byl v praci Laceyho a
kol. (50) podrobné studovan v pokusech s kmenem E. coli, a bylo prokazano, ze tento
anionicky ftalocyanin dokaze do urCité¢ miry piisobit 1 na gramnegativni bakterie. Pfi pouziti
vysSich koncentraci FTC (35 mg/l) doSlo k redukci poctu bakteridlnich bun¢k o 51%, pii
frakcionovaném ozafovani doslo k redukci az o 86%. Vysvétlenim je ziejmé skuteCnost, ze
disulfonovany ftalocyanin hliniku ma amfifilni molekulu, kterd se dokaze ¢aste¢né navazat
na vn€jSi membranu gramnegativnich bunék a zplsobit inicidlni poSkozeni bunécné
membrany a pti del§im, frakcionovaném podéani mé moZznost pronikat poskozenou sténou do
bunck. Podle naSich vysledki disulfonovany ftalocyanin hliniku (Pc4) také vykazal jen
mensi efekt vici E. coli, ale u obou sulfamidickych derivati Pc byl fotoinaktiva¢ni efekt

vyrazngjsi a oba derivaty mohly byt hodnoceny jako ucinné. Kladny naboj umoziiujici vazbu
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ke gramnegativnim bakteriim je zprostfedkovan sulfamidickou skupinou, ktera je pfitomna
v postrannim fetézci u Pc3 1 Pc5. Pc3 dosahoval lepsiho fotoinaktivacniho efektu i pies
mensi schopnost produkovat singletovy kyslik nez Pc5, coz mtize byt vysvétleno jeho mensi
molekulou a kladn€ nabitym ndbojem, které Pc3 umoZznuji vysSi afinitu ke sténé
gramnegativni E. coli a lep$i prinik do burnky.

Mezi bakteriemi a kvasinkami je rozdil nejen ve velikosti bunky (kvasinka je 100x
vEtsi), ale 1 v pfitomnosti jaderné membrany a struktute bunécné stény - dalSich bariér, které
je nutné prekonat fotosenzitivni latkou. O vyssi odolnosti kvasinek k fotoinaktivaci sveédci
potieba vyssi koncentrace PS 1 vétsi davky svétla k dosazeni uspokojivého ucinku (28).
V nasem souboru Pc jsme za zvolenych podminek fotoinaktivace (8 mg/l, 40 J/cm®) nalezli
jen dvé ucinné fotosenzitivni latky s vyraznym antifungdlnim efektem. Jednalo se o
kationickou Pc7 a latku Pc3, ktera ma navazanou kationickou skupinu na zakladni anionické
struktute. Ob¢ tyto latky soucasné patii 1 mezi nejvEtsi producenty singletového kysliku.

Nasledné testovani derivati Pc3 a Pc7 s kmeny bakterii multirezistentnimi inherentné
nebo v disledku ziskané rezistence (MRSA, Klebsiella pneumoniae s produkci ESBL,
Pseudomonas aeruginosa) mélo ovéfit jejich ucinnost a potvrdit tak pfedpoklad, ze
v prib&hu PACT jsou tyto kmeny inaktivovany stejné ucinné jako divoké (96).

PACT byla jako slibna terapeutickd metoda pro fotoinaktivaci MRSA jiz opakované
studovana (97) - jako logicky krok navazujici na zvySujici se poc¢et nemocnych infikovanych
MRSA vnemocnicich i vkomunit¢ a pfi limitovanych moznostech antibiotické 1écby.
Z vysledkl naseho testovani derivati Pc3 a Pc7 vyplyva, ze obé latky bylo mozné povazovat
za ucinné pii fotoinaktivaci skriningového kmene S. aureus (citlivého k methicilinu) 1
MRSA. V posledni dobé se vSak objevily prace, kdy byla zjisténa rozdilnd odpovéd’ kmenti
S. aureus pti fotoinaktivaci. V préaci Grinholce a kol. (98) byla z této variability podeziivana
ptitomnost specifickych typl agr genii (kofaktor pti aktivach genl virulence) a SCCmec
(mobilni geneticky element — stafylokokova chromozomalni kazeta, nese 1 gen kddujici
rezistenci k betalaktamovym antibiotikiim, mecA). Pii PACT zprostiedkované porfyrinem se
jim na souboru riznych kmeniti S. aureus podaiilo potvrdit variabilitu odpovédi, ale
uvedenou souvislost se prokdzat nepodafilo. V navazujici praci byla pozorovana souvislost
variabilni odpovédi s ur¢itymi klonalnimi komplexy a spa typy (99).

PACT byla studovana experimentalné i pro fotoinaktivaci gramnegativnich bakterii.
V praci Schastaka a kol. (100) prokazali stejnou efektivitu tohoto postupu pii pouziti
porfyrinového derivatu pii pokusech s E. coli 1 s kmenem Pseudomonas aeruginosa, v obou

ptipadech doslo ke sniZeni inokula o 6 4di. Podobny vysledek zaznamenal Fotinos a kol.
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(101), kdy v experimentech s kys. deltaaminolevulovou doslo pfi fotoinaktivaci k 99,9%
redukci kultury E. coli i Ps. aeruginosa. Stejné tak Tseng a kol. (102) na souboru 60 kmenti
Ps. aeruginosa popsal, Ze kmeny rezistentni k antibiotikim byly vii¢i PACT stejné citlivé.
Z naSich ftalocyaninovych derivati byl stejné efektivni viaci E. coli, K. pneumonie a Ps.
aeruginosa pouze Pc7, Pc3 za stejnych podminek (v koncentraci 8 mg/l a ozafeni 40 J/cm?)
pusobil efektivné pouze proti E. coli, v experimentu s K. pneumonie a Ps. aeruginosa doslo
ke snizeni inokula testované kultury pouze o 97,9%, resp. 91,3%.

V experimentech s mykotickymi agens Candida glabrata a C. krusei - rezistentnimi
k flukonazolu byly derivaty Pc3 i Pc7 stejné ucinné jako ve skriningovém experimentu s C.
albicans. Podobné vysledky zaznamenal ve své praci Dovigo (103), ktery také studoval
kmeny kvasinek citlivych i rezistentnich k azolovym antimykotikiim, 1 Mang a kol. (104).
V této praci pracovali se souborem izolati kvasinek od HIV pacientdi, mezi nimiz byly
kmeny vysoce rezistentni k flukonazolu 1 amfotericinu B. Pfi fotoinaktivaci s komeréné
dostupnym porfyrinem (Photofrin) byly izolaty kvasinek k PACT citlivé a nebyl zjistén
signifikantni rozdil mezi testovanymi kmeny.

V rédmci studia vyvoje aplikacni formy byla testovana hydroxypropylmethylceluloza
(HPMC). HPMC je ¢astecné methylovany a ¢aste¢né hydroxypropylovany derivat celulozy,
dobte rozpustny ve vodé, ktery se bézné pouziva ve farmaceutickém pramyslu k fizenému
uvoliovani 1é¢iv. Po vazbé Pc7 na nami zvoleny nosi¢ dosSlo k neptiznivému ovlivnéni
vysledki fotoinaktivace, jejiz vysledek byl zavisly nejen na koncentraci G¢inné latky, ale 1
koncentraci nosi¢e a dobé plisobeni. Za nami zvolenych podminek se nepodafilo pfipravit

takovou formu gelu, ktera by piisobila po ozafeni ucinné na zvolené skriningové kmeny.
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8 Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit laboratorni postup vhodny pro testovani a ovéfeni
fotoinaktiva¢ni schopnosti ftalocyaninti na souboru kment bakterii a kvasinek 1 rezistentnich
k antibiotikim a antimykotikiim, v€etné studia Gi¢innosti ftalocyaninu po navazani na vhodny
nosi¢ umoziujici posouzeni efektivity potencialni aplikacni formy

Testované ftalocyaniny mély riznou chemickou strukturou, zastoupeny byly latky
neutrdlni, anionické, kationické i latky s amfifilni strukturou (s navazanym postrannim
fetézcem, ktery ma jiny elektricky ndboj nez =zakladni struktura). Skriningem
fotoinaktivaéniho ptsobeni 15-ti ftalocyaninovych latek v podminkach in vitro se nam
podafilo potvrdit vyrazny antimikrobni u¢inek vii¢i vybranym potencialn€ patogennim agens
u 9-ti z nich. Osm z testovanych ftalocyaninii bylo efektivnich vii¢i S. aureus, ale pouze Ctyii
derivaty pasobily vici E. coli a pouze dva vici C. albicans. Vysledky této prace ukazaly, ze
jenom dva ftalocyaninové derivaty - kationicky derivat Pc7 (tetramethylenpyridinium
chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu) a amfifilni Pc3 (sulfonovany [(3-diethylammonium)-
propylsulfonamid]ftalocyaninu zinku ve formé citratu) byly schopné u¢inné fotoinaktivovat
vybrané skriningové mikroorganismy.

Pomoci experimentli jsme ovéfili antimikrobni u¢innost derivati ftalocyanini pti
fotoinaktivaci zvolenych kmeni bakterii a kvasinek rezistentnich k antibiotikim a
antimykotikiim. Vysledky prokézaly, ze obé tyto latky byly také schopny efektivné ptlisobit i
proti jinym testovanym grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim a kvasinkam, ale pouze
derivat Pc7 bylo mozno hodnotit jako G¢inny proti vSem testovanym agens.

Dalsi teSenou problematikou bylo otestovani antimikrobni G€innosti ftalocyaninu po
navazani na vhodné nosice s cilem posoudit efektivitu potencialni aplikacni formy. Dosazené
vysledky prokazaly, Ze po vazbé na nami zvoleny nosi¢ (hydroxypropylmethylcelul6za) doslo
k neptiznivému ovlivnéni Gc¢innosti latky Pc7. Je tedy tieba dale zkoumat a hledat, pro¢ po
vazb¢ na zvoleny nosi¢ doslo k negativnimu ovlivnéni antimikrobni u¢innosti ftalocyaninu
Pc7 a jak by bylo mozné tento diisledek vytesit.

Experimentalni testovani potvrdilo vybornou antimikrobni ucinnost preparatu Pc7
(tetramethylenpyridinium chlorid hydroxyhlinitého ftalocyaninu). Ftalocyanin Pc7 byl
efektivni jak v experimentu pii fotoinaktivaci zvolenych mikrobt, tak jako UC€inna
fotosenzitivni latka piisobici proti spektru potencialné patogennich agens vcetné téch
rezistentnich k antibiotikiim a antimykotikiim. NaSe laboratorni vysledky potvrzuji, ze

testovany ftalocyanin Pc7 je potencidlné vhodnym kandidatem k fotodynamické antimikrobni
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terapii, jejiz slibné in vitro vysledky bude tieba jesté ovéfit v pokusech in vivo na zvifecich

modelech.
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