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Fotodinamicna terapija - defin____
|

e Fotodinamicno zdravljenje je zdravljenje z uporabo vidne ali
bliznje infrardeCe svetlobe, ki aktivira fotosenzibilizator in povzodi
nastanek singletnega kisika, ki poskoduje okolisno tkivo.

e Do lokalno omejenih uCinkov prihaja samo na podrocjinh, ki jih
osvetlimo s svetlobo ustrezne valovne dolzine.

« UcCinkovine, ki se uporabljajo kot fotosenzibilizatorji, morajo biti
sposobne aktivirati kisik preko prenosa elektrona ali prenosa
energije.
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Pojmi
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» fototerapija - uporaba ultravijolicne (UV), vidne in bliznje
infrardeCe svetlobe (IR) za zdravljenje bolezni, npr.: neonatalne
hiperbilirubinemije

« fotokemoterapija - uporaba UV, vidne in bliznje IR svetlobe
skupaj s fotosenzibilizatorjem (fotokemoterapevtsko snovjo) za
zdravljenje bolezni, npr.: fotokemoterapija psoriaze in drugih
kznih bolezni

» fotodinami€no zdravljenje - kjer uporabljamo vidno ali bliznjo
IR svetlobo skupaj s fotosenzibilizatorjem in izkoriSCamo
prisotnost molekularnega (tripletnega) kisika v tkivu




Fotodinamicna terapija (PDT) ‘

Kirurg v operacijski dvorani drzi
opticno vlakno, po katerem
potuje snop svetlobe. Vir
svetlobe je laserski zarek z
ustrezno valovno dolzino. Bolnik
dobi fotosenzibilizator - zdravilo,
Ki ga absorbirajo rakave celice.
Med operacijo se svetlobni
zarek usmeri na mesto tumorja
tako, da aktivira zdravilo, ki
unicuje rakave celice.

Zakaj je v operacijski dvorani
rdeCa svetloba?




Fotodinamicna terapija

* Pri interakciji svetlobe in fotosenzibilizatorja v prisotnosti 30O,, se
energija absorbirane svetlobe uporabi za pretvorbo 30, v
energetsko bogatejso obliko - singletni kisik (1O,). To je oblika
Kisika, kjer sta elektrona v zadnji razvezni r* orbitali v paru.

10, zato zlahka reagira z ve€ino organskih spojin in jih oksidira.
Pri fotodinamicni terapiji na mestu, kjer foton svetlobe zadene
molekulo fotosenzibilizatorja, nastaja tO,, ki poskoduje okolisno
tkivo. Na teh poskodbah okoliSnega tkiva temelji zdravilni uCinek,
Ki ga izkoriSCamo pri fotodinamicni terapija koznega in nekaterih
drugih oblik raka.




Fotodinamicna terapija

 Gre za kombinacijo snovnega posega (sistemska ali lokalna
aplikacija fotosenzibilizatorja) in obsevanja samo doloCene
povrsine organizma: povrsine koze, zile, mreznice, lumna
poziralnika ali sapnika, ...

« UCinek je omejen samo na doloCen predel telesa.

« Sodobna tehnologija omogocCa svetlobne vire z ustreznimi
valovnimi dolzinami (razliCne energije) in ustrezno gostoto
energije, ter uporabo opticnih vodil (opticnih viaken), s katerimi
snop svetlobe usmerjamo na izbrano mesto.




Fotodinamicna terapija

* Najbolj uCinkovita je v zgodnjih fazah detekcije in zdravljenja
tumorjev. Prednosti njene uporabe so, da jo lahko izvedemo
relativno varno, dostikrat ni potreben kirurski poseg, ima malo
stranskih ucCinkov, ne uniCuje kolagena in je relativho poceni.

* Njena slabost je v tem, da lahko povzroci fotoobcutljivost, ki
traja veC tednov, vendar se pri novejsih ucinkovinah temu
skusajo izogniti.

* FotodinamicCna terapija postaja pomembna tudi za zdravljenje
luskavice, artritisa, AMD (age-related macular degeneration),
nekaterin avtoimunskih bolezni (artritis), ateroskleroze in celo kot
antimikrobna in antivirusna terapija.




Fizikalne osnove
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* Molekula snovi (fotosenzibilizator) lahko absorbira
elektromagnetno valovanje ustrezne valovne dolzine. Pri
absorpciji pride do prehoda v energetsko bogatejSa rotacijska,
vibracijska ali elektronska stanja:

ol
ko))
-
«)) 4
-
)]
osnovno singletno vzbujeno singletno vzbujeno tripletno
Spinska stanje S, stanje S, stanje T,
multipliciteta  28+1  2[(+1/2)+(-1/2)]+1=1 2[(+1/2)+(-1/2)]+1=1 D[(+1/2)+(+1/2)]+1=3
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Diagram Jablonskega

energija

S, I.LK. — Interna konverzija
med stanjema z enako multipliciteto
vibracijska .
\ K. - : : .
kaskada %__,ngh_ I.s.c. — medsistemsko krizanje
S\ med stanji z razlicno multipliciteto
N
\ \\ flugrescenca
absorpcija \ ~1h%s — radiacijski prehodi
~10"s O\ fosforescenca (absorpcija ali emisija)
~107s
T ~~~ neradiacijski prehodi
—
SE
]




Molekula v vzbujenem stanju ‘
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e odda foton (seva svetlobo) in se vrne v osnovno stanje
(fluorescenca — fotodiagnostiki za lokacijo tumorjev)

e preide v drugo (vzbujeno) stanje: T,

o vstopi v kemijsko reakcijo: npr. fotoionizacija, fotoadicija,
fotociklizacija

e prenese energijo vzbujenega stanja na drugo molekulo
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Energije in Zivljenjske dobe st:

oznaka Ime relativna Zivljenska doba
stanja energija v sekundah
(kd/mol) v kondenzirani
fazi
Eg* vZbujeno
singletno stanje - 155 <10%s
tﬁg 0snovno
singletno stanje  singletni kisik, 'O, 94 ~10 ps
E'EQ' OSNoVNO
tripletno stanje kisik, O, 0 =




Mehanizem fotokemi¢nega d :
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Poznamo dva mehanizma po katerih lahko svetloba v prisotnosti
fotosenzibilizatorja in kisika sprozi kemijsko reakcijo v substratu
In poskoduje tkivo:

e Tip 1 — prenos elektrona

e Tip 2 — prenos energije

Globina, do katere sega svetloba je odvisha od valovne dolzine:

valovna dolZina (nm) globina (mm)
400 cca 2,2
500-550 cca 3,5

630-650 do 20




Tip 1 — prenos elektrona

I

hv
Senz Senz*

Senz* + A —ENOS€ . gapz+t + A= ali

Senz* + AH, —<"% s genz e+ (AH)

(AH)" + 30, AH-OOr produkti

e VVzbujeno stanje fotosenzibilizatorja povzocCi nastanek radikala
zaradi prenosa elektrona iz substrata ali na substrat, oziroma
zaradi izgube vodika. Nastali radikal reagira s 30,, kar vodi do
nastanka reaktivnih kisikovih intermediatov (superoksidni ali
peroksilni radikal), ki napadejo celiCne tarce.

—




Tip 2 — prenos energije

hv l.S.C.
Senz (Sy) Senz (S)) Senz (T,)
Senz (T,) + 30, Senz (S,) + 10,
bioloSka molekula + O, produkiti

* Fotosenzibilizator je tore] posrednik, ki energijo svetlobe (fotona)
preko lastnih vzbujenih stanj prenese na molekulo tripletnega
kisika s katero trci, pri tem pa nastaja O..

* Pogoj, da senzibilizator lahko posreduje pri nastajanju 1O, je, da
je energija (vzbujeno stanje senzibilizatorja) vecja od 94 kJ/mol
(energija singletnega kisika nad osnovnim tripletnim stanjem).




Reaktivnhost 1O,

I

10, se adira na nenasiene spojine, npr. na mas¢obne kisline pri
cemer v eni stopnji nastane hidroperoksid:

—~ b

reagira kot elektrofil, ki napada alkene bogate z elektroni. Z 1,3-
dieni reagira kot dienofil po Diels-Alderjevi reakciji

pomembna je reakcija O, s purinskimi bazami (gvanin) in
aminokislinami (Trp, His, Met ...), ki nepopravljivo poskoduje
DNA oziroma prizadene funkcionalne lastnosti nekaterih encimov

Zivljenjska doba 1O, je v biolokem sistemu 10 - 40 ns z
difuzijsko potjo med 10 - 20 nm.
I
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Zdravilne ucinkovine pri FT
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Ucinkovina, ki je kot fotosenzibilizator uporabna v fotodinamicni
terapiji, mora zadoscati naslednjim pogojem:

* imeti mora kromofor, ki absorbira v vidnem ali bliznjem
infrardeCem delu spektra

» Ce fotosenzibilizator posreduje pri nastajanju *O,, mora molekula
senzibilizatorja preiti v tripletno stanje z medsistemskim
krizanjem, energija tripletnega stanja senzibilizatorja (E;) mora
biti nekoliko veé€ja od 94 kJ/mol (energija 1O, nad osnovnim
stanjem)

 prenos energije Senz(T,) — 1O, mora biti u€inkovit
« monomerna (neasociirana) oblika je bolj fotodinami¢no
ucCinkovita zato ni zazeleno, da fotosenzibilizatorji agregirajo




Generacije fotosenzibilizatorj._.-
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1. Generacija: derivati hematoporfirina in sorodne spojine

2. Genetacija: fotosenzibilizatorji, razviti iz porfirinov z vecjo
ucCinkovitostjo in selektivnostjo

3. Generacija: fotosenzibilizatorji, ki so Se v razvojni fazi, in so
kovalentno vezani na dolocena monoklonska protitelesa, s
cimer bi lahko doseqgli izredno prostorsko selektivnost
nastajanja 1O,

e —_




Fotosenzibilizatorji glede na s

b,
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e porfirini
e klorini in bakterioklorini
e ftalocianini in naftalocianini,

 drugi fotosenzibilizatorji: cianinska barvila, razsSirjeni kinoni,
fenotiazini, ksanteni, porficeni, skvarini, teksapirini, konjugirani
fotosenzibilizatori

. | e -




Porfirini, klorini in ftalocianini

I e
dobro absorbirajo v vidnem delu spektra zato so potrebni nizki
odmerki

so stabilni (aromatska stabilnost) na svetlobi

nizka toksicnost v temi

Teranostiki (terapevtiki + diagnostiki)

Najbolj obetavne u€inkovine druge generacije. Osnovni skelet je
hidrofoben. Za povecanje topnosti v vodi uvajamo v molekulo
dodatne sulfonske, karboksilne in hidroksilne funkcionalne
skupine.

Pridobivajo jih iz hemoglobina, s popolno sintezo in z manipulacijo
biosintezne poti sinteze protohema.

| —




Porfirini

e planaren in aromaticen 18-11 elektronski sistem

« Za fotodinamicno terapijo so primerni kompleksi z relativno dolgo
zivljenjsko dobo z AI** ali Zn?* ioni.




Porfini iz hemoglobina

*

Protohemin Hematoporfirin Deuteroporfirin

R = 'CH2CH2COOH

 Pridobivajo jih iz krvi
e ZacCetne spojine za sintezo fotodinamicnih senz. iz hemoglobina




Manipulacija biosintezne poti m___a
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o Kontrolni mehanizem biosintezne poti je koncentracija
(proto)hema, ki po sistemu povratne zveze vpliva na aktivhost
encima ALA sintaza in na ta nacin regulira koliCino 5-
aminolevulinske kisline (5 -ALA). OH

H,N ®

« Ce dodamo 5 —ALA v organizem, lahko na ta na&in pospesimo
biosintezo porfirinogenov in protoporfirina IX.

 Ta metoda se je izkazala predvsem pri zdravljenju nekaterih
povrsSinskih tumorjev.

S pripravo alkilnin estrov (npr. heksilni ester 5-ALA) izboljSamo

penetracijo skozi membrane.
I




Biosinteza hema

I

MITOHONDRIJ CITOSOL
5-amijnolevulinska PGB sintaza N
" istina (ALA)] > [Porfobilinogen (PBG)],
8
O |
.- ® ALA sintaza PGB deaminaza
: [Sukcinil CoA + Glicing Hidroksimetilbilan
Uroporfirinogen || (Ne-encimska
. sintaza reakcija)
b emcececemnn- Hem
A Uroporfirinogen Il Uroporfirinogen |
Ferokelataza + Fe2t
Uroporfirinogen Uroporfirinogen
Protoporfirin IX dekarboksilaza dekarboksilaza
A
Protoporfirinogen Koproporfirinogen |l Koproporfirinogen |
oksidaza KOpr@gorfirinogen
Protoporfirinogen IX <

| J

\
\
|
|
|
1]




| Uporaba kelatorjev Fe

-‘

MITOHONDRIJ CITOSOL

5-aminolevulinska PGB sintaza B
" kistina (ALA)] » [Porfobilinogen (PBG)j
8

©
,-® ALA Sintaza PGB deamijnaza
5 [Sukcinil COA + Glicin Hidroksimetilbilartio OH
| Protoporfirin IX
Uroporfirinogen |11 (Ne—encimska
X sintaza reakcija)

Lccccccccceae- Hem
Uroporfirinogen 11 Uroporfirinogen I
Ferokelataz
UrOporfirinOgen Uroporfirinogen
protoporfirin IX dekarpoksilaza dekarboksilaza
Protoporfirinogen Koproporfirinogen |li Koproporfirinogen |

rfirinogen

oksidaza K
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Klorini in bakterioklorini
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klorin izobakterioklorin bakterioklorin B-heksahidroporfirin

« Klorini so B-dihidroporfirini, bakterioklorini pa B-tetrahidroporfirini.
B-dihidroporfirini imajo samo enega predstavnika - klorin, znotraj
skupine [3 -tetrahidroporfirinov pa loCimo izobakterioklorin in
bakterioklorin. Obstaja tudi B —heksahidroporfirin.

* Vse spojine lahko prehajajo v porfirin s poCasno avtooksidacijo.

« Klorin je kromofor klorofila a in klorofila b, bakterioklorin pa
bakterijskega fotosintetskega pigmenta bakterioklorofila a.

* Pridobivamo jih z izolacijo in sintezno modlflkacuo naravnih
spojin-ter s-popolno sintezo. B

. |
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Talaporfin, Monoaspartil hori

L PHYRIN/
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-

L@ 664 nm

monoaspartil klorin eg

HOO

HO,C

 Klorin, pridobljen iz naravnih virov — izveden iz klorofila

 Ima kratko dobo fotosenzibilizacije.

« Uporabljajo ga pri zdravljenju ponavljajoCih se adenokarcinomov
prsi, karcinomov bazalnih celic in karcinomov v kozi.

—




Sintezni klorini in bakterioklo____
| A

p'MEC6H4502NHNH2
K,COj / piridin

Y

5,10,15,20-tetrakis(m-hidroksifenil)porfirin 5,10,15,20-tetrakis(m-hidroksifenilklorin 5,10,15,20-tetrakis(m-hidroksifenilybakterioklorin
(M-THPP) (M-THPC) (M-THPBC)

FotodinamicCni efekt se povecuje z redukcijo v seriji spojin
m-THPP, m-THPC, m-THPBC.




Sintezni klorini in bakterioklo____

I -

m-THPC (Tomoporfin, Foscan®) in m-THPBC sta v fazi razvoja kot novi
ucinkovini, zaradi tezje izdelave bakterioklorina je poudarek na m-THPC.

Za m-THPC so s klinicnimi poskusi ugotovili uCinkovitost pri mezoteliomu
(rak v plevralni votlini, ki nastane zaradi izpostavljenosti azbestu).

UcCinkovina je sedaj v lll. fazi kliniCnih testiranj za oblike rakov
aerodigestivhega trakta in prostate.

Ker je zelo uCinkovit, se pojavljajo problemi z vec€ dni trajajoCo
fotosenzibilizacijo koze.
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5-azaporfirin pOrpirazin tetrabenzoporfirin ftalocianin

Z zamenjavo mezo ogljikovega mosticka v porfirinu z dusikom
nastane azaporfirin, z zamenjavo vseh stirih mezo ogljikovinh
mostickov, dobimo porpirazin. Ce na vse §tiri 8,B’-vezi porfirina
vZemo benzenove obrocCe, dobimo tetrabenzporfirin.
Ftalocianin dobimo, Ce zadnji spojini zamenjamo Se vse stiri
ogljikove mostiCke z dusikom.

e Z narascajoCo zamenjavo ogljikovih mostickov z dusikom
narasca stabilnost kompleksov s kovinami.




Naftalocianini

I

« Ce se Stevilo aromatskih obrodev poveéuje, se absorpcijski
maksimum premika proti daljSim valovnim dolzinam.
Naftalocianini tako absorbirajo v obmocju 770-800 nm.

* Mozost uporabe teh spojin v zdravljenju melanomov: pokazali
so, da se Zn(ll) kompleks naftalocianina kopici v pigmentiranih
celicah melanoma in tam povzroci fotoinaktivacijo.

« Razlika v selektivni toksiCnosti na celice, ki vsebujejo melanin in
na tiste brez melanina nastopi, ker melanin deluje kot opticni
filter.




Pregled struktur

POMEMBNEJSI
FOTOSENZIBILIZATORJI
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5-aminolevulinska kislina /LE m -

I =

L@ 630 nm

e 5-aminolevulinska kislina je predzdravilo. Iz nje v telesu nastane
protoporfirin IX. Uporablja se predvsem v fotodinamicCni terapiji
povrsSinskih tumorjev (karcinom bazalnih celic, Bowenova
bolezen in aktinska keratoza). Pri topikalni (dermalni) aplikaciji
dosegamo selektivnhost brez nezeljene fotosenzibilizacije ostalih
predelov.

—




Metilaminolevulinska kislina /
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o Uporablja se za zdravljenje aktinske keratoze in nemelanomskih
oblik raka na kozi (karcinom bazalnih celic). Mehanizem
delovanja je podoben kot pri 5-aminolevulinski kislini. Z
esterifikacijo 5-ALA z alifatskimi verigami dosezemo vecjo
lipofilnost, kar poveca ucinkovitost privzema v celice. Problem 5-
ALA je namrecC slaba penetracija v tkivo tumorja, lipofilni estri pa
iImajo mocneje izrazen terapevtski ucinek, kar pomeni, da
potrebujemo manjse odmerke ucCinkovine za zdravljenje.




Porfimer natrij /PHOTOFRIN/

| -
CH, _ —
H,;C O\ " R Nao,C(H,C), (CH,),CO,Na
R CH; [ ™>Co(H,C),
H;C CHs
NaOZC(H2C)2
Nao,C(H,C), (CH2).CO,Na Hy

OH

R= 4<: injali —C=CH, n=0-6
H
H3

L@ 630 Nnm

e Je mesanica oligomerov porfirinskih enot (lahko jih je do
osem), povezanih z eterskimi in esterskimi vezmi, pripravljena s
kemijsko obdelavo hematoporfirina.




Porfimer natrij /PHOTOFRIN/

A

I

« Uporablja se v fotodinamicni terapiji tumorjev. U€inkovino
zmesamo z raztopino dekstroze ali natrijevega klorida in ga
Injiciramo intravensko. Ucinkovina se odstrani iz vecine tkiv po
40 do 72 urah, kopic€i pa se v tumorjih, kozi in organih
retikuloendotelijskega sistema.

 Po 40-50 urah na mesto tumorja posvetimo z laserjem z valovno
dolzino svetlobe 630 nm. UniCenje tumorja je posledica tvorbe
10,, posledi€¢no pa se tvorijo tudi superoksidni in hidroksilni
radikalli.

* Njegovo ucinkovitost so preizkusali v klinicnih studijah proti raku
poziralnika, endobronhialnemu raku in raku na mehurju.




Uporablja se v obliki sterilnega praska za intravensko infuzijo. Obe strukturni
izomeri, BPD-MA; in BPD-MAj (1:1), sta enako uCinkoviti. Terapija poteka v
dveh stopnjah, podobno kot pri porfimer natriju. Razpolovna doba je 4,7 h.
Problem pri verteporfinu in porfimer natriju je, da svetlobna aktivacija obeh
ucinkovin lahko povzroCi poSkodbe na neovaskularnem endoteliju,
poslediCno se sproScajo prokoagulacijski in vazoaktivni faktorji, ki povzocijo
agregacijo trombocitov in vazokonstikcijo. Uporablja se pri zdravljenju
bolnikov s horoidalno neovaskularizacijo kot posledico z leti povezane
makularne degeneracije (age-related macular degeneration) ali drugih
makularnih bolezni.

. |



HPPH /PHOTOCHLOR/

I

L@ 665 nNnm

 V I/ll fazi kliniCnih preskusanj za zdravljenje raka na poziralniku
in raka na pljucih.




Motexafin lutetium /LUTRIN,

ANTRIN

Ae

I

L@ 732 nm

O(CH,CH,0);Me

(CH,CH,0);Me
Je v I/ll fazi raziskav. Deluje proti raku na dojkah, melanomom in

Kaposijevem sarkomu. DLI (drug-light interval) je 3h (osvetlimo
lahko torej ze po treh urah).

—
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Etiletiopurpurin /Purlytin/

EtO,C
H,C
H,;C
CHs
H, L@ 660 nm
Hs CHj

kositrov etiletiopurpurin

e Uporablja se za zdravljenje raka na prostati in starostne
degeneracije centralnega dela ocesne mreznice.

» Ker je zelo hidrofoben, uporabljamo posebne sisteme za njegovo
dostavo na mesto delovanja. Za etiltiopurpurin se uporabljajo
biolosko razgradljive cianoakrilatne nanosfere s premerom 150-
250 nm.




Pd-bakteriofeoforbid /TOOKADL >

I N —

L@ 763 nm

« KopiCi se v zilah in poskoduje zile; je toksiCen za rakave celice.
 V KkliniCnih preiskavah za zdravljenje raka na prostati.




Hipericin

 V I/ll fazi klinicnih preskusanj za zdravljenje luskavice, koznih
oblik raka, mozganskih tumorjev, bradavic (topikalni pripravki),

 Protivirusna ucCinkovina proti Hepatitisu C, HIV/AIDS

e —_




Shematski povzetek

Excited singlet

state
=l e
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Mon-thermal red light
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