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Tiivistelma

Dipyrrometeenibooridifluoridi (BODIPY) ja sen johdannaiset ovat fysikaalisilta ja kemiallisilta
ominaisuuksiltaan fluoresoiviksi viriaineiksi eli kromoforeiksi soveltuvia molekyyleja, joilla
on myos antibakteerinen vaikutus. Tutkielmassa esitellidin BODIPY-yhdisteiden rakenne,
erilaisia synteesireittejd sekd BODIPY:iden tirkeimpid ominaisuuksia. Tutkielmassa
keskitytddin BODIPY-yhdisteiden antibakteeristen ominaisuuksien parantamiseen sekd
yhdisteiden kdyttoon antibiootteja korvaavina aineina. Tutkimusten perusteella yksi lupaava

vaihtoehto on fotodynaamiseen terapiaan (PDT) perustuvat antibakteeriset aineet.

Tutkielmassa kéytettiin alkuperdisen aineiston ja kielen saatavuutta aineiston rajaustekijana.

Avainsanat: BODIPY, antibakteerisuus, antibakteeriset sovellukset, antibioottiresistenssi,

valoherkistysaine, fotodynaaminen terapia, fotodynaaminen antimikrobinen kemoterapia
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1 Johdanto

Treibs ja Kreuzer' raportoivat vuonna 1968 ensimmdisen 4,4-difluori-4-bora-3a,4a-diatsa-s-
indaseeni-molekyylin. Tédmd molekyyli tunnetaan paremmin nimelld BODIPY eli
dipyrrometeenibooridifluoridi, jonka johdannaisten on todettu olevan hyvin potentiaalisia
fluoresoivia vériaineita. Tutkimuksen lisdéntyminen alalla on nostanut molekyylien suosiota ja
kasvattanut huimasti tutkimustulosten seki patenttien méirdd.! Merkittdvd médra BODIPY-

johdannaisia onkin syntetisoitu ja karakterisoitu viime vuosikymmenien aikana.’

Monilla BODIPY -johdannaisilla on voimakas fluoresenssi ja ne ovat stabiileja biologisissa
olosuhteissa. Lisdksi ne ovat kokonaisvaraukseltaan neutraaleja, niiden liukoisuus on hyvéa
orgaanisiin liuottimiin eivitkd ne muodosta helposti aggregaatteja. BODIPY -johdannaiset ovat
myds suhteellisen epdherkkid pH:n sekd polariteetin muutoksille ja ne kestdvét hyvin valoa ja
kemikaaleja. Ndmé erinomaiset ominaisuudet selittivit BODIPY-molekyylien kasvavan
suosion erilaisissa sovelluksissa.' Perinteiselli BODIPY-kromoforilla on kuitenkin kaksi
merkittdvid haittaa, jotka ovat alle 600 nm:n emissioaallonpituus ja hydrofobisuus. Kun nima
spektroskooppiset ja fotofysikaaliset ominaisuudet tunnetaan, voidaan kuitenkin suunnitella
erilaisiin sovelluksiin sopivia BODIPY -vériaineita. Pienten muutosten tekeminen BODIPY-
kromoforin rakenteisiin mahdollistaa niiden ominaisuuksien sditelyn sekd kdyttamisen eri

sovelluksiin.’

Kliinisesti tirkeille bakteereille on tdnd pédivdnd ominaista yksittdinen liddkeresistenssi ja
moninkertainen antibioottiresistenssi johtuen mikrobildékkeiden kédytostd ja védrinkdytostd
vilme vuosikymmenien aikana. Léadkeresistentit gram-positiiviset ja -negatiiviset
patogeenikannat (ns. superbakteerit) ovat resistenttejd jopa viimeisille mahdollisille
ladkeaineille, kuten  vankomysiinille.  Léédkeresistenssi on  jatkuvasti  kasvava
maailmanlaajuinen kansanterveydellinen uhka, joka koskee kaikkia tdrkeimpid mikrobien
patogeenejd ja mikrobilddkkeitd. Uusilla vaikutuskohteilla tai erilaisten mekanismien kautta
vaikuttavilla antibioottiehdokkailla on suurin potentiaali resistenssin voittamiseen.*> Useilla
BODIPY-johdannaisilla on havaittu antibakteerista aktiivisuuta gram-positiivisia
ja-negatiivisia bakteereita vastaan, minkd seurauksena niitd voidaan hyddyntdd
antimikrobisissa hoidoissa. N@méd hoidot korvaavat antibiootit eivitkd ole alttiita

liikeresistenssille, miki parantaa niiden tehokkuutta.®



2 BODIPY-yhdisteet

2.1 Rakenne ja synteesi

BODIPY eli dipyrrometeenibooridifluoridi (Kuva 1) on vériaine, jonka rakenne koostuu
dipyrrometeeniryhméstd (CoH7N2) ja sithen kiinnittyneestd booridifluoridiryhmistd (BF2).
BODIPY-yhdisteet koostuvat nimensd mukaisesti kahdesta pyrroliyksikostd, jotka ovat
kiinnittyneet toisiinsa meteenisillalla ja heteroatomien koordinoimalla booriatomilla.
Molekyylin hiiliatomien runko on tasomainen ja heteroatomien (boori, fluori ja typpi) vuoksi
hieman polarisoitunut, miké tarjoaa nukleofiilisid ja elektrofiilisid reaktiokohtia eri puolilla
molekyylid. Ndmi reaktiokohdat mahdollistavat substituutiot suoraan BODIPY :n hiilirunkoon,

ja aiheuttavat ydinyhdisteen alhaisen stabiilisuuden.’

~= AN
A\
\- N N =~

ey

F

N

F

Kuva 1. BODIPY:n molekyylirakenne.’

BODIPY -viriaineiden synteesi voidaan toteuttaa erilaisilla reaktioreiteilld, jotka perustuvat
pyrrolin kondensaatioon aldehydien kanssa. Néiden reittien erot riippuvat tuotteen halutuista
symmetrisistd tai epdsymmetrisistd substituutiorakenteista.” BODIPY-johdannaisten yleinen
synteesi sisédltdd dipyrrometeenin (tai dipyrriinin) késittelyn booritrifluorididietyylieteraatilla
tertiddrisen amiinin, kuten trietyyliamiinin tai 1,8-diatsabisyklo[5.4.0]undek-7-eenin (DBU)

l4sni ollessa (Kuva 2).?

Tram et al?® onnistuivat syntetisoimaan ensimmiistd kertaa tiysin substituoimattoman
BODIPY:n hapettamalla dipyrrometaania -78°C ldampoétilassa. Tétd reaktiota seurasi
booritrifluorididietyylieteraatilla késittely emdksen ldsné ollessa (Kuva 2). Substituoimattoman
BODIPY:n valmistamista hankaloitti kuitenkin dipyrrometeenin herkkyys altistua
nukleofiilisille substituutioreaktioille, minkd seurauksena sen todettiin olevan epdstabiili yli
—40 °C lampdétiloissa. Taysin substituoimaton BODIPY eristettiin 5—-10 % saannolla kiinteédna

kirkkaan punaisena aineena.’



Kuva 2. BODIPY :n synteesi symmetrisen valmistusreitin kautta.” Ensin dipyrrometaani (1)
hapetetaan dipyrrometeeniksi (2) DDQ:1la tai p-kloorianiililla (i). Toisessa vaiheessa tapahtuu

BODIPY 3-yhdisteen synteesi reaktio-olosuhteissa ii) (BF3-(C2Hs)20) tai DBU.2

Koska dipyrrometeenejd voidaan valmistaa helposti hapettamalla dipyrrometaaneja 2,3-
dikloori-5,6-disyano-1,4-bentsokinonilla (DDQ) tai p-kloorianiililla, voidaan useita BODIPY-

johdannaisia syntetisoida titi menetelmii kiyttiden (Kuva 2).2

BODIPY:n ydin (6) voidaan valmistaa myds kayttden epdsymmetristd synteesireittid (Kuva 3),
jolloin véltetddn ylimddrdinen hapetusvaihe dipyrrometaanista dipyrrometeeniksi. Synteesi
sisdltdd 1H-pyrrolin (4) ja 2-formyylipyrrolin (5) suoran kondensaation, jota katalysoi
trifluorietikkahappo. Tétd seuraa deprotonointi dietyylidi-isopropyyliamiinilla, jonka jdlkeen

tapahtuu dipyrrometeenivilituotteen kompleksointi booritrifluorieteraatin kanssa.’

1. CF,COOH (kat.)
2. NEt(iPr),H

@ . 7\ 3 BFsOEY Y
N

O Fl" \F

Iz

4 5 6

Kuva 3. BODIPY-ytimen synteesi epdsymmetrisen valmistusreitin kautta.’

Suoraviivaisesta synteesistd huolimatta tuotteen puhdistus on melko haastavaa. Useiden
sivutuotteiden, kuten polymeerien, esiintyminen vaatii toistuvia puhdistusvaiheita nopealla
suodatuksella sekd pylviaskromatografialla. Lisdksi yhdisteen on havaittu olevan

lampéotilaherkki ja korkeat (>50 °C) limpétilat johtavat nopeaan fluoresenssin hiviimiseen.’



2.2 Ominaisuudet

BODIPY-johdannaiset ovat monipuolisia voimakkaan fluoresenssin omaavia kromoforeja,
joilla on laajasti sovelluksia eri aloilla, kuten diagnostisessa kuvantamisessa sekd DNA:n ja

proteiinien leimaamisessa.®

BODIPY:n perusrungon helppo synteesi ja hyodylliset
ominaisuudet, kuten ndkyvéan valon spektrin absorbanssin korkea ekstinktiokerroin (molaarinen
absorptiokerroin ¢) ja voimakas fluoresenssi tekevit yhdisteryhmistd mielenkiintoisen em.
sovelluksille. BODIPY:itd on kédytetty laajasti my0s bioteknologiassa fluoresoivina
markkereina, pienmolekyylien havaitsemisessa ja lddketieteessd esim. eldvien solujen ja

eldinten kuvantamisessa prekliinisissé tutkimuksissa.*”

BODIPY-johdannaiset ovat hyvid ehdokkaita valoherkistdjiksi (photosensitizer, PS)
erinomaisten valofysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuksien ansiosta. Hyddyllisid
valofysikaalisia ominaisuuksia ovat mm. erinomainen valostabiilisuus, suuret molaariset
absorptiokertoimet sekd reaktiivisten happilajien (reactive oxygen species, ROS)
muodostuksen korkeat kvanttisaannot.! Valostabiilisuus on erittdin tirkedd kiytinndn
sovelluksille, silld valostabiilisuus mahdollistaa solujen sisdlld tapahtuvien dynaamisten

tapahtumien seuraamisen.'!

BODIPY-johdannaisia voidaan hyddyntdd valoherkistdjind
fotodynaamisessa terapiassa (photodynamic therapy, PDT), jossa niitd kédytetddn ympériston
hapen muuttamiseen bakteereja tuhoaviksi reaktiivisiksi happiyhdisteiksi (ROS) erityisesti

singlettihapeksi (kappale 3.2).1

BODIPY -viriaineiden kemiallinen kestdvyys mahdollistaa my&s monet synteettiset muutokset
mesoaryylisubstituenttiin, kuten hapettumisen, pelkistymisen ja nukleofiilisen aromaattisen
substituution (SnAr), ilman viriaineen merkittdvdd hajoamista. Pienen kokonsa ansiosta
BODIPY-yhdisteet ldpdisevit solukalvon melko helposti ja pystyvit titen tunkeutumaan
soluihin suuria molekyylejd paremmin.! Muutokset esim. ympériston polariteetissa tai pH:ssa
eivit vaikuta BODIPY -yhdisteiden ominaisuuksiin, mikd mahdollistaa niiden stabiilisuuden

monissa biologisissa ympiristdissi.’



2.3 Ominaisuuksien parantaminen

BODIPY-yhdisteiden ominaisuuksia voidaan muokata monipuolisesti ja selektiivisesti
modifioimalla niiden ytimii.® BODIPY-yhdisteiti voidaan muokata hyvin monipuolisesti
erilaisilla  synteesireiteilli, minkd seurauksena spektroskooppisia ja fotofysikaalisia
ominaisuuksia voidaan muokata hyvin tarkasti.! Yleisid paranneltavia rajoitteita ovat mm.
alhainen singlettihapen muodostus, absorptio nékyvin spektrin lyhyelld aallonpituudella seka

korkea hydrofobisuus.®

Spektroskooppisia ja fotofysikaalisia ominaisuuksia voidaan
hienosddtdd lisddmélla erilaisia elektronitiheyttd luovuttavia tai puoleensavetidvid ryhmié
BODIPY -ytimen sopiviin kohtiin. Kidytdnnossd minké tahansa kelaattorin voi kiinnittdd ldhes
mihin tahansa ytimen kohtaan, jolloin spektroskooppisia ja sitoutumisominaisuuksia

voidaan muokata.'

BODIPY - rakenteen n-konjugaation laajentaminen on usein perustana rungon muokkaamiselle.
BODIPY:n modifiointi tapahtuu konjugoituun m-systeemiin ja se voidaan tehdid useaan eri
rungon osaan (Kuva 4).!' BODIPY-ytimen modifioimiseen ja m-konjugaation laajentamiseen
kiytettdvat strategiat voidaan ryhmitelld kolmeen luokkaan. Ensimmadisessd strategiassa
tapahtuu funktionalisointi BODIPY-ytimen o-, B- ja meso-kohtiin, mikd laajentaa =-
konjugaatiota ja luo nk. "push-pull" -rakenteen.'? “Push-pull”-rakenne kuvaa konjugoituja
yhdisteitd, joiden elektronitiheyttd luovuttava ryhmé (an electron donor group, D) ja
elektronitiheyttd puoleensavetivd ryhmi (an electron withdrawing group, A) osoittavat
molekyylinsisiistd varauksensiirtoa (ICT) © -konjugoidun sillan eli D-n-A-systeemin kautta.'?
Toinen strategia perustuu BODIPY:n pyrrolien a- tai b-sidoksiin tehtivdin aromaattisten
yksikodiden substituutioon ja kolmas strategia on meso-hiilen korvaaminen imiinin tyyppiselld

typpiatomilla yhdessi ensimmdisen ja/tai toisen strategian kanssa.'?

meso
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Kuva 4. BODIPY -ytimen rakenne ja modifikaatiopaikat.'?



Yang et al.'' laajensivat tutkimuksessaan m-elektronien delokalisaatiota liittimalld 3,3-
dimetyyli-1-butenyyliryhmdn BODIPY-yhdisteen 3- ja 5-kohtiin. Ldhtdaineiksi vaadittiin
BODIPY 7 seké pivaldehydi. Synteesin avainvaiheessa tehtiin Knoevenagelin reaktio tolueenin
ja piperidiinin seoksessa, mikd johti purppuranpunaisen disubstitioidun BODIPY-
johdannaisen 8 syntyyn saannon ollessa 48 %. Samalla syntyi myos punaista monosubstituoitua

BODIPY-yhdistetté 9, jonka saanto oli 25 % (Kuva 5).!"!

Kuva 5. BODIPY -yhdisteiden 8 ja 9 synteesireitti.!!

Muokkaamattoman BODIPY-ytimen absorptio- ja emissioaallonpituudet ovat valilld
490-505 nm. Jos BODIPY-yhdisteitd halutaan kayttdd fluoresoivina antureina elollisessa
ympéristdssa tapahtuvassa in vivo -tutkimuksessa, yhdistettd tulee muokata niin, ettd absorptio-
ja emissioaallonpituudet siirtyvit kohti punaista spektrialuetta. Tdlloin 1dhi-infrapunavalo
(NIR, 650-900 nm) tunkeutuu syvemmalle kudoksiin ilman merkittdvid vaurioita biologisille
néytteille ja estdd biologisten ndytteiden taustan autofluoresenssin aiheuttaman héirion eldvissa

jérjestelmissi.>!?

Koska BODIPY 8 on disubstituoitu, silld on laajempi n-konjugaatio ja sen absorptio tapahtuu
pidemmalld aallonpituudella punaisella alueella. 3,3-dimetyyli-1-butenyyliryhmien liittiminen
siirsi absorptio- ja emissioaallonpituutta ldhemmaés haluttua infrapuna-aluetta sekd paransi
yhdisteen liukoisuutta. Koska parempi liukoisuus mahdollistaa valon tunkeutumisen
syvemmaille kudoksiin, BODIPY 8 on erityisen hyddyllinen bioldéketieteellisissa

kuvantamissovelluksissa.'!



Tiettyjen substituenttien, kuten aryyliryhmien (Ar) sekd fuusioituneiden rengasjirjestelmien
lisidminen BODIPY -ytimeen tuottaa viriaineita, jotka absorboivat pitkén aallonpituuden valoa
punaiselta ja NIR-alueelta.® Fluoresoivien viriaineiden emissioaallonpituuden lisdimiseen ja
NIR-alueelle siirtdmiseen kdytetddn enimmaikseen modifikaatiota 3/5-asemaan. Absorptio- ja
emissioaallonpituuden punasiirtymédt on lisdksi saavutettu konjugoimalla ryhmésubstituutio
2/6-asemassa, tekemdlld aromaattinen rengasfuusio pyrroliosan kanssa ja  atsa-

typpiatomisubstituutio meso-asemassa atsa-BODIPY -rakenteen muodostamiseksi (Kuva 6).>

Ylimdidirdinen rengasmodifikaatio Rengasmodifikaatio
3,5-asema Fuusioitunut rengas
PEG ArCHO a-bentso- b-bentso-
fuusioitu fuusioitu
1 8
2,6-asema /
== =
Allyyli Ar S0;Na Nxé,N o= Atsa-BODIPY
3 T 5
F 4 F
8/meso-asema + N
\ N ~ N=
PEG -CONH -COOH F* °F

Kuva 6. BODIPY -ytimen modifikaatiopaikat ja rakenteeseen tehtdvid muutoksia, jotka
johtavat absorptio- ja emissioaallonpituuden punasiirtymiin ja/tai vesiliukoisuuden

parantumiseen.’ Kuva on muokattu lihteen 3 kuvasta 1.

Useimmissa tapauksissa vesiliukoisuuden parantamiseen kiytetddn polaarisia ryhmid, kuten
negatiivisesti varautunutta sulfonaattia. Ryhmi kiinnitetdidan BODIPY-rungon 2/6-asemaan,
jolloin BODIPY:n hydrofobisuus vdhenee. Monia vesiliukoisia BODIPY-johdannaisia on
onnistuttu valmistamaan lisddamélld mm. polyetyleeniglykoliketjuja (PEG), nukleotideja, tai
betaiiniosia BODIPY:n perusrunkoon. Modifikaatioilla 8/meso-asemiin on hyvin pieni
merkitys absorptio- ja emissioaallonpituuksiin, joten vesiliukoisuuden parantamiseen on
kiinnitetty enemmin huomiota.> BODIPY-ytimen ja meso-asemaan kiinnittyneiden
aromaattisten substituenttien ldhes ortogonaaliset geometriat voivat minimoida néiden
alayksikoiden vilisen elektronien tai elektronitiheyden siirron. Sitd vastoin pyrroliasemissa
olevien substituenttien geometria on ldhes tasomainen, mikd maksimoi elektronisen kytkennén.
Boorikeskuksen orgaanisten osien vaikutus spektroskooppisiin ominaisuuksiin on vdhdinen,
mutta ne laajentavat osaltaan valmistettavien johdannaisten valikoimaa, mm. lisddmaélla

vesiliukoisuutta tai soveltuvuutta biomolekyylien leimaamiseen. !



3 BODIPY-yhdisteet ja antibakteerisuus

3.1 Antibioottiresistenssi

Mikrobildédkeresistenssi on maailmanlaajuinen ongelma: yksittiisten organismien resistenssin
laajuus, vastustuskykyisten organismien méaré ja ladkeresistenssin vaikutus maantieteellisiin
sijainteihin ovat ennennidkemittomid ja jatkuvasti kasvavia ongelmia. Sairaudet ja
taudinaiheuttajat, joiden uskottiin olevan hallittavissa antibiooteilla, palaavat hoidoille
vastustuskykyisind.> Antibioottien viirinkiyttd on stimuloinut bakteerien evoluutiopotentiaalia
ja mutaatioita, mikd on johtanut vidhitellen lddkeresistenttien bakteerikantojen lisdéntymiseen
ja infektioista johtuvien kuolemien kasvuun.® Uusien antibioottien kehittiminen ja niiden
markkinoille saaminen ei ole pysynyt bakteeriresistenssin kasvavan uhan tahdissa. Yksi syy
tille saattaa olla innovatiivisempien ldhestymistapojen (esim. uusien vaikutuskohteiden tai
kemiallisten ominaisuuksien) pidemmadt kehitysajat. Nykyiset antibiootit myds menettivit
tehonsa nopeammin kuin niitd voidaan korvata, mikd muodostaa lddkeresistenssin ohella

kasvavan uhan kansanterveydelle.*

Resistenttien bakteerien kasvu maailmanlaajuisesti on pakottanut tutkijat 16ytdméédn
antimikrobisia hoitoja, jotka korvaavat antibiootit ja jotka eivit ole alttiita 1ddkeresistenssille.
Bakteeribiofilmi on peruuttamaton bakteeriaggregaatiokalvo, joka muodostuu kiinnittymalla
kiinteddn pintaan ja erittimailld bakteeriyhteison ympéroivaa polysakkaridimatriisia. Bakteerien
vastustuskyky vahvistuu biofilmien muodostuessa ja tehokkailla antibakteerisilla aineilla tulisi
olla kyky tdmédn estdmiseen. Solunulkoiset polymeerit voivat estdd antibakteeristen aineiden
tunkeutumisen, jotka ovat biofilmin piddkomponentti. Tima tekee biofilmibakteereista erittdin

vastustuskykyisid antibakteerisille lidkkeille.®

Uusia innovaatioita antibakteerisiksi aineiksi ovat mm. uudet bakteerifarmakoforit ja
molekyylikohteet. Aine voi vaikuttaa tavanomaisessa vaikutuspaikassa ja olemassa olevassa
kemiallisessa ympéristdssd, mutta silld on uusia fysikaaliskemiallisia ominaisuuksia verrattuna
olemassa oleviin aineisiin. Toisaalta vaikuttava aine voi sisdltdd muutoksia olemassa olevaan
kemialliseen rakenteeseen, joka voittaa resistenssin (esim. MRSA-fluorokinolonit). Aine voi
my0s vaikuttaa tunnetussa kohteessa, mutta sen vaikutusmekanismi tai sitoutumiskohta on uusi.

My®s tiysin uusiin kohteisiin vaikuttavat yhdisteet ovat tirkeiti.*



3.2 Fotodynaaminen terapia (PDT)

Viime vuosina fotodynaaminen terapia (PDT) on kasvattanut suosiotaan antibakteerisissa
sovelluksissa, koska sitd on helppo hallita ja se on hyvin herkkd bakteerien
vastustuskykymekanismeille.!® Thanteelliset PDT-antibakteeriset aineet ovat stabiileja
fysiologisissa olosuhteissa, myrkyttomid normaaleille soluille pimeéssi ja ne tuottavat runsaasti
singlettihappea vesiliuoksessa. Hapen tehokas vuorovaikutus kohdebakteerin pinnan kanssa

tuottaa pienelld alueella reaktiivisia happilajeja vahingoittamatta ympardivii isintikudoksia.'*

Fotodynaaminen terapia vaatii valon, molekyylihapen ja valoherkistimen (PS) yhdistelmén.
Valoherkistimelld tulisi olla korkea affiniteetti kohdesoluun kiinnittymiseen ja taipumus sithen
kerdantymiseen. PS aktivoidaan yleensd kayttimélld maksimiabsorption aallonpituutta
vastaavaa valositeilyd, mikd indusoi valoherkistéjan perustilalta (So) singlettiviritystilaan (S1)
ja edelleen systeemien vilisen ylityksen (intersystem crossing, ISC) triplettitilaan (T1). Téssa
tilassa valoherkistimet voivat reagoida ympérdivien molekyylien kanssa pidasiassa kahdella
mekanismilla. Tyypin I reaktiossa reaktiivisia happilajeja, kuten vetyperoksidia, syntyy
elektronien tai protonien siirrolla virittyneen PS:n ja molekyylihapen tai ympérdivien
biomolekyylien vililli. Tyypin II reaktio perustuu suoraan energian siirtoon triplettitilan
valoherkistijistid molekyyliseen happeen (*02), miki johtaa erittiin reaktiivisen singlettihapen

(102) muodostumiseen (Kuva 7). Singlettihappi on péZasiallinen sytotoksinen aine PDT:ssa.!°

Systeemien vilinen

vlitys (ISC)

Taplettitila 202 (T1)
l

! }

Tyvpin I reaktiot Tyvpin II reaktiot
l Singlettihappi
Ps perustila (So) 102 (viritystila)
ROS

| \ Triplettthappi
N 30z (perustila)

9“ I |

Valo

Myrkyllisyys soluille

Kuva 7. PDT:n mekanismi. Tyypin I reaktioihin liittyy ROS:n muodostuminen, kun taas
energian menetys tyypin II reaktioissa aikaansaa erittiin reaktiivisen 'O2:n muodostumisen,

mik johtaa lopulta solutoksisuuteen.'> Kuva on muokattu lihteen 15 kuvasta 1.
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PDT:n perustana on singlettihapen reaktio biologisten substraattien kanssa ja soluvaurioiden
aiheuttaminen vaikutusalueella.'® Energia vapautuu p#fasiassa fluoresenssin avulla energian
absorption ja ensimmadiseen singlettiviritystilaan siirtymisen jédlkeen sen sijaan, ettd sitd
kaytettdisiin singlettihapen muodostumista vaativaan systeemien véliseen siirtymiseen T1-
tilaan. Tama ilmio selittdd singlettihapen tuotannon alhaisen hydtysuhteen. Koska kyky tuottaa
singlettihappea on erityisen tirkedd PDT:n tehokkuudelle, BODIPY:n rakennetta on muokattu

10,:n muodostumisen lisddmiseksi (Luku 4).8

3.3 BODIPY-yhdisteet fotodynaamisessa hoidossa

3.3.1 Valoherkistimeni toimiminen ja rajoittavat ominaisuudet

Fotodynaamisessa terapiassa yleisesti kdytetyt valoherkistimet ovat orgaanisia molekyyleja,
joille on ominaista laaja m-sidoskonjugaatio ja kyky absorboida séteilyd sihkomagneettisen
kentiin nikyvilld alueella.” BODIPY-molekyyleilld on useita houkuttelevia ominaisuuksia,
kuten helppo synteesi, korkeat absorptiokertoimet ja valostabiilisuus, minkd vuoksi niitd
voidaan kiyttii valoherkistimind PDT:ssa.> BODIPY-yhdisteilli on kuitenkin myds kiyttod
rajoittavia ominaisuuksia, kuten hydrofobisuus ja siitd aiheutuva agglomeroituminen
vesiliuoksissa, reilusti alle 500 nm:n absorption aallonpituusmaksimi sekd vahva fluoresenssi,

joka aiheuttaa singlettihapen muodostumisen kannalta episuotuisaa energian hukkaa.’

Fluoresenssi tapahtuu singlettiviritystilojen relaksaation kautta. Vahva fluoresenssi ja korkeat
fluoresenssin kvanttisaannot eivit ole toivottavia, silld suuri osa virityksessd absorboituneesta
energiasta ei voi silloin siirtyd triplettitiloihin. PDT:ssa tapahtuvan séteilyvaurion uskotaan
tapahtuvan pddasiassa triplettiviritystilojen kautta, minkd vuoksi BODIPY:itd on muokattava
fluoresenssin védhentdmiseksi sekd singletti- ettd triplettitilojen vilisten siirtymien (ISC)

tehostamiseksi.'®

BODIPY -valoherkistimien agglomeroituminen tapahtuu fysiologisissa olosuhteissa, mika
johtaa molekyylien viritystilan sammumiseen itsestiin ja mydhemmin 'O.:n tuotannon
vihenemiseen BODIPY-molekyylin hydrofobisen luonteen vuoksi. ROS-tuotannon
viheneminen johtaa lopulta heikentyneeseen antibakteeriseen suorituskykyyn. Téllaiset
valoherkistimet tarvitsevat orgaanisia liuottimia, joilla voi kuitenkin olla pienindkin méérind
haitallisia vaikutuksia biologisiin jérjestelmiin. Huokoisten materiaalien, kuten nanokuitujen
lisddminen védhentdd tehokkaasti PS:ien agglomeroitumista ja parantaa tdten niiden PDT-

tehokkuutta.'%14
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3.3.2 Toiminnan parantaminen

BODIPY-yhdisteiden toiminnan parantaminen edellyttid rakenteen muokkauksen avulla
tehtdvdd liukoisuuden optimointia solunsisdisen kuljetuksen helpottamiseksi sekd soluun
tunkeutumisen tai sitoutumisen mahdollistamiseksi. Liséksi on aikaansaatava batokrominen
absorbanssisiirtyma siniseltd alueelta ndkyvin valon spektrin vihredpunaisille alueille, mika
mahdollistaa molekyylien aktivoinnin syvemmalld kudoksissa Myds fluoresenssin
kvanttisaannon vihentdminen on oleellista, silld se estdd energian hividmistd radioaktiivisen

vaiheen kautta ja lisii siirtymisti singlettitilasta triplettiviritystilaan.’

Antibakteerisissa valoherkistimissd tulisi olla yksi tai useampi kationinen ryhméi, mika
mahdollistaa ionisen vuorovaikutuksen bakteerin negatiivisesti varautuneen soluseinin kanssa.
Tadmain lisdksi PS:ien sitoutumista mikro-organismeihin voitaisi tehostaa lisddmélld PS:iin
neutraali, komplementaarinen lisdke, joka edesauttaa lipidikalvon ldpédisemistd (nk.

snorkkeliefekti).!”!8

Shi et al.® syntetisoivat kuusi erilaista BODIPY-johdannaista ja osoittivat, etti BODIPY -
johdannaiseen 10 tehty dijodikorvaus ja bentseenirenkaan lisiiminen meso-asemaan paransivat

merkittivisti ROS-tuotantoa ja titen myds valoherkistimeni toimimista (Kuva 8).°

Kuva 8. BODIPY-johdannaisen 10 rakenne, johon liitetyt jodi- ja aryylisubstituentit

paransivat valoherkistinominaisuuksia.®

BODIPY 10:n antibakteerinen aktiivisuus arvioitiin Staphylococcus aureusta (S. aureus)
vastaan. Yhdiste tappoi S. aureuksen tehokkaasti 10 nM:n pienimmalld inhiboivalla
pitoisuudella (MIC). Lisdksi se esti biofilmin muodostumisen vihredlld valolla

(LED, 18 mW/cm?, 5 min) siteilytettiessi.®
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Antibakteerista mekanismia tutkittiin Live/Dead-vérjaysmairitykselld ja
pyyhkéisyelektronimikroskopialla (SEM). Tulokset osoittivat, etti BODIPY 10 tuhosi
bakteerien solukalvorakenteen tuottamalla reaktiivisia happilajeja, miké johti lopulta bakteerien
hajoamiseen ja  kuolemaan. Lopuksi  bakteerisolut  havaittiin ~ konfokaalisella
laserpyyhkiisymikroskoopilla (CLSM) kéyttden kontrolliryhmind PBS:1ld ja DMSO:lla
kisiteltyjd bakteereita ja virjiysaineina SYTO 9:ii seki propidiumjodidia (Kuva 9).°

PES DMSO BDP3

SYTO8 O

Kuva 9. S-aureuksen CLSM-kuvat, joissa vihred véri kuvaa eldvid bakteereja ja punainen véri
kuolleita bakteereja. Kaytetyt varjdysaineet on esitetty pystyrivilld ja liuotinolosuhteet

vaakarivilli (BDP3 = BODIPY 10).6 Reprinted from Elsevier, 39, Shi, Q.; Mou, C.; Xie, Z. ja Zheng, M.,

Exploring BODIPY derivatives as photosensitizers for antibacterial photodynamic therapy, 102901, Copyright

(2022), with permission from Elsevier.

Propidiumjodidi (PI) ei ldpdise soluja eli se voi virjitd vain kuolleita bakteereja, joiden
solukalvo on vaurioitunut. Kontrolliryhmien bakteereilla havaittiin kirkkaan vihred
fluoresenssi, mikd osoitti bakteerien sdilyvdn hengissi. BODIPY-yhdisteelld 10 kasitellyt
S. aureus-ndytteet emittoivat voimakkaan punaista fluoresenssia vihredlld valolla séteilytyksen
jalkeen. Tulokset osoittivat S. aureus kannan kuolleen ja vahvistivat, ettd BODIPY 10 voi
inaktivoida S. aureuksen vihreélld valolla kéasitellessd vahingoittamalla bakteerien solukalvoa.
Tehokkaan antibakteerisen vaikutuksen, biofilmin estokyvyn ja bioyhteensopivuuden

perusteella BODIPY 10 on lupaava PS-ehdokas bakteeri-infektioita vastaan.®
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3.4 Fotodynaaminen antimikrobinen kemoterapia (PACT)

Fotodynaaminen antimikrobinen kemoterapia (PACT) eli antimikrobinen fotodynaaminen
hoito (aPDT) on osoittautunut tehokkaaksi hoitomuodoksi bakteerien lddkeresistenssistd
riippumatta eikd se todennédkoisesti aiheuta resistenssid epdspesifisen hapettumisen
aiheuttaman inaktivoinnin vuoksi.® Muihin hoitomuotoihin verrattuna PACT:1la on useita etuja,
kuten lyhyt hoitoaika, soveltuvuus kaikkiin bakteerikantoihin niiden antibioottiresistenssisti

riippumatta ja resistenssin muodostumattomuus useiden hoitojenkaan jilkeen.’

PACT:n sivuvaikutukset ovat suhteellisen védhdisid, koska tiettyjd alueita kisitelldéin
paikallisesti normaalien kudossolujen vahingoittumisen vilttdmiseksi. PACT voi voittaa
tehokkaasti patogeenien ldédkeresistenssin, koska muodostuneet reaktiiviset happilajit voivat
tuhota bakteerisolujen makromolekyylejd, kuten DNA:ta. Lisdksi PACT voidaan yhdistdd
muun tyyppiseen antibakteeriseen hoitoon synergisen antibakteerisen vaikutuksen
saavuttamiseksi.’ In vivo PACT:n vaatimat valoherkistimien pitoisuudet ja/tai valoannokset
ovat vihintddn sata kertaa suurempia kuin elottomassa ympdéristossd tapahtuvan in vitro
PACT:n. Tdmi voi johtua useista syisté: valoherkistin voi esimerkiksi sitoa erilaisia biologisia
komponentteja, mikd vidhentdd bakteerisen vaikutuksen kaytettdvissd olevaa mdadrdd tai

valoherkistin ei pysty vaikuttamaan syvilli kudoksissa oleviin bakteereihin.’

Raskaiden atomien, kuten bromin tai jodin lisddmistd BODIPY :n ydinrakenteeseen, tavallisesti
BODIPY -ytimen 2- ja 6-kohtiin, kutsutaan raskasatomiefektiksi. BODIPY:n valokemialliset
ominaisuudet paranevat raskasatomiefektin vaikutuksesta ja ndmd BODIPY-johdannaiset
soveltuvatkin kiytettiviiksi aPDT:iin."” Raskasatomiefekti johtaa mm. fluoresenssin
intensiteetin pienenemiseen ja lyhyempéédn fluoresenssin kestoon. Liséksi raskasatomiefekti
aiheuttaa sisdisen spin-rata-ilmion, mik4 johtaa parempaan ja stabiilimpaan systeemien viliseen
siirtymiseen T1-tilaan. Tdmén seurauksena BODIPY-johdannaiset muodostavat pitkdikdisen,
korkeasaantoisen triplettiviritystilan tehokkaan singlettihapen tuotantoon, kun triplettitilassa
oleva molekyyli vuorovaikuttaa molekyylihapen kanssa.® Kudoksissa timi aiheuttaa

soluvaurioita siteilytetyilld alueilla, miki on fotodynaamisen terapian perusta.'®

Caruson et al.’ tekemd tutkimus osoitti, ettd rakenteellisilla muutoksilla on suuri vaikutus
BODIPY -yhdisteiden toimintaan. Tutkimuksessa kéytettiin kahta bakteerimallikantaa, gram-
positiivista Staphylococcus xylosusta ja gram-negatiivista Escherichia colia, joita vastaan

syntetisoidut BODIPY:t 12 ja 13 testattiin (Kuva 10).
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a) Mel, THF

b) BzCl

Kuva 10. BODIPY-yhdisteiden 12 ja 13 synteesi. BODIPY-yhdiste 11 valmistettiin kahdella

reaktiolla, jonka jilkeen rakenteeseen suoritettiin metylointi (a) seki bentsylointi (b).”

Yhdisteiden 12 ja 13 vililld havaittiin huomattava ero fotokatalyysitehokkuudessa mallimikro-
organismeja vastaan. Metyloitu BODIPY 12 oli paljon tehokkaampi kuin bentsyloitu
BODIPY 13, minkd vuoksi perusteellinen tutkimus antibakteerisesta aktiivisuudesta tehtiin

BODIPY 12:sta.’

Tutkimus osoitti, ettd jodiatomeja 2,6-asemissa sisdltdvid kationisia BODIPY:itd voidaan
kayttdd menestyksekkéésti in vitro PACT-siteilytyksessd vihreédlld LED-valolla. BODIPY 12
osoittautui erittdin tehokkaaksi molempia bakteerikantoja vastaan jopa hyvin neutraaleissa
olosuhteissa (lyhyt inkubaatioaika pimedssd, rajoitettu valon maérd ja alhainen PS-pitoisuus).

Témi tekee molekyylistd 12 erittiin lupaavan antibakteerisen PS:n.’
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4 BODIPY-yhdisteiden antibakteerisia sovelluksia

4.1 MOF-yhdisteet

Etenkin metallikeskuksista ja monihampaisista orgaanisista ligandeista koostuvat metallo-
orgaaniset verkkorakenteet (MOF) ovat herittineet paljon huomiota nanoantibakteeristen
aineiden keskuudessa. Joillakin yleisilld esim. sinkkid sisdltdvillda MOF-yhdisteilld on suuri
huokoskoko, biologinen yhteensopivuus ja kyky vapauttaa metalli-ioneja, minkd vuoksi niitéd
on kiytetty antibakteerisina aineina. MOF-yhdisteiden tirked ominaisuus on kyky tuottaa
sateilytettynd reaktiivisia happilajeja (ROS), joilla on erittdin korkea hapetuskyky ja siten kyky
vihentdd bakteerien elinkelpoisuutta. Sinkki on yksi ihmiskehon vilttiméattomisté alkuaineista,
joten Zn-pohjaisista MOF:ista, erityisesti ZIF-8:sta (Zeolitic imidazolate framework), on tullut
yleinen tutkimuskohde alhaisen sytotoksisuuden ja laajakirjoisen antibakteerisen vaikutuksen

vuoksi.!?

Shen et al.'® valmistivat uuden, nikyvin valon indusoiman nanoantibakteerisen BODIPY-ZIF-
8-komposiitin, jossa valoherkkd BODIPY lisittiin ZIF-8:n runkoon. Valoherkistdjina
BODIPY:lla on hyvé ndkyvédn valon absorptiokyky, mikd paransi rakenteen nikyvéin valon
absorptiotehokkuutta, pienensi ZIF-8:n energiavyovilid ja auttoi saavuttamaan hyvén
antibakteerisen suorituskyvyn ROS-tuotantoa parantamalla. Lisdksi BODIPY vaikutti
verkoston rakenteeseen ja sdédteli BODIPY-ZIF-8:n morfologiaa. ZIF-8:n erittdin huokoinen
rakenne esti puolestaan BODIPY PS:n agglomeraatiota ja paransi tdten sen PDT-antibakteerista
tehokkuutta. BODIPY-ZIF-8:n antibakteerista aktiivisuutta tutkittiin E. colia ja S. aureusta

vastaan ja bakteerien morfologiaa tutkittiin SEM:114 (Kuva 11).1°

Kuva 11. SEM-kuvat E. colista ja S. aureuksesta ennen BODIPY- ZIF- 8:lla kisittelyi (a, c)
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ja késittelyn jalkeen (b, d).10 Reprinted from Elsevier, 644, Shen, Z.-Q.; Qu, L.-L.; Kan, X.-L.; Chen, Q.-
Y.; He, G.-Q. ja Sun, M., Construction of BODIPY functional ZIF-8 with improved visible light-induced
antibacterial activity, 128835, Copyright (2022), with permission from Elsevier.

BODIPY-ZIF-8:1la késitellyt E. coli ja S. aureus rypistyvét ja vaurioituvat merkittavasti, mika
osoitti  BODIPY-ZIF-8:n  antibakteerisen = vaikutuksen.  Zn-pohjaisten = MOF:ien
antibakteerisesta aktiivisuudesta vastaava pddmekanismi on ROS-tuotanto, silld reaktiiviset
happilajit voivat reagoida helposti DNA:n ja proteiinien kanssa. Valolla séteilytettdessi

ZIF-8:n fotoeksitaatio voi kdynnistdé elektroni-aukkoparien erottumisen, mika johtaa ROS:n

muodostumiseen bakteerisoluissa.'®

Zn*" voi vuorovaikuttaa bakteerisolukalvon kanssa ja vahingoittaa bakteereja. Zn?":a vapautui
ZIF-8:ssa ja BODIPY-ZIF-8:ssa jatkuvasti, mikd aiheutti vaurioita mitokondrioissa ja DNA:ssa
ja siten pitkdaikaisen antibakteerisen vaikutuksen. Zn?":n vapautumismiiri kasvoi

komposiittien vedessd liuotusajan kasvaessa ja vapautuminen oli suurempaa valossa kuin

pimeissi (Kuva 12).1°

BODIFY-ZIF-8 (light)
B PY -ZIF-8 (dark)
ZIF-R lighi]

LUF=H [dark)

Kuva 12. Zn**:n vapautuminen ZIF-8:ssa ja BODIPY-ZIF-8:ssa valon kanssa ja ilman.
BODIPY-ZIF-8:n tapauksessa valo kasvattaa huomattavasti Zn**-ionien vapautumista vedessi
liuotusajan kasvaessa, miké lisdi molekyylin antibakteerista vaikutusta.'® Reprinted from
Elsevier, 644, Shen, Z.-Q.; Qu, L.-L.; Kan, X.-L.; Chen, Q.-Y.; He, G.-Q. ja Sun, M., Construction of BODIPY
functional ZIF-8 with improved visible light-induced antibacterial activity, 128835, Copyright (2022), with

permission from Elsevier.
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4.2 NIR-viriaineet

Orgaaniset NIR-viriaineet ovat lupaavia aineita tehokkaiden ja turvallisten antibakteeristen
nanomateriaalien kehittdmisessi. NIR-vériaineita voidaan virittdd ldhi-infrapunavalolla (NIR)
tuottamaan reaktiivisia happilajeja (ROS) ja paikallista litkaldampda proteiinien selektiiviseen
denaturoimiseen ja mikro-organismien tappamiseen. Lisdksi viriaineita kéaytetddn
antibakteeriseen hoitoon ja paikalliseen patogeenien eliminointiin. Perinteiseen
antibioottihoitoon verrattuna valohoidolla on vertaansa vailla olevia etuja, kuten kauko-
ohjattavuus, vidhdinen resistenssi ja véhdiset sivuvaikutukset. Menetelmélli on hyvid
antibakteerisia ominaisuuksia lddkeresistenttien bakteeri-infektioiden hallinnassa ja ehkéisyssd,

miki minimoi antibioottien vi#rinkiytdn haitallisia seurauksia.*

Atsa-dipyrrometeenibooridifluoridi (aza-BODIPY) on NIR-vériaine, jossa imiini-ryhmén
(C=N) typpiatomi korvaa hiiliatomin BODIPY:n mesoasemassa. Tdmd BODIPY-johdannainen
on herittanyt kiinnostusta suuren absorptiokertoimen, punasiirtymén
absorptio- /emissioaallonpituuden (650-1060 nm) ja helposti viritettdvan rakenteen vuoksi.
Kun B-N-osa ja C=N-yksikkd6 on integroitu, atsa-BODIPY:td kéytetdéin yleisesti
elektronivajaana rakennuspalikkana molekyylin sisdiselld varauksensiirtovaikutuksella (ICT)
varustettujen luovuttaja-vastaanottaja-rakenteiden (D-A) valmistamiseen.?’ Halogeeniatomien
(esim. Br) lisddminen atsa-BODIPY-runkoon on hyddyllistd systeemien vélisen ylityksen
kannalta, silli se johtaa mm. korkeaan ROS-tuotantoon. Valoherkistysaineisiin tehtévit
halogeenimodifioinnit johtavat kuitenkin my0ds pimeédén toksisuuteen, mikd vaikeuttaa kliinistad

kiyttod. !

Yang et al?' syntetisoivat fotodynaamista hoitoa varten uuden raskasatomittoman
valoherkistdjén, atsa-BODIPY-johdannaisen NDB:n, jolla on hyvd ROS-tuotanto ja ldhi-
infrapuna-absorptio (Kuva 13). BODIPY-osa liitettiin atsa-BODIPY-yksikk6on perustuen
spin-rata varauksensiirto-systeemien vilinen siirtyma-mekanismiin (SOCT-ISC), jolloin syntyi

ortogonaalinen molekyylikonfiguraatio ja reaktiivisten happilajien muodostuminen nopeutui.’!
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Kuva 13. Ortogonaalisen NDB:n rakenne, jossa kiinnittyvd BODIPY-osa on merkitty siniselld
ja atsa-BODIPY-yksikkd punaisella.!

NDB-nanopartikkeleilla (NPs) oli tyydyttdva antibakteerisuus ja erinomainen fotostabiilisuus
ja biologinen yhteensopivuus. NDB NP:iden antibakteerista aktiivisuutta  tutkittiin
metisilliiniresistentilld ~ S.  aureus-kannalla (MRSA) kiyttdmilld  levypesidkkeiden
laskentamenetelmdd ja eldvien/kuolleiden bakteerien virjdysta (Kuva 14). In vitro
antibakteerinen miéritys vahvisti, ettd reaktiiviset happilajit ja NDB NP:iden tuottama 1dmpd
voivat tuhota MRS A :n tehokkaasti altistuessaan 730 nm:n laserille, mika viittaa NDB NP:iden

mahdolliseen kiyttd6n valon kiynnistimissi antibakteerisessa hoidossa.?!
Contrel (-) L Control (+) L NDE ()L NDB (+) L

-
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Kuva 14. Elédvien ja kuolleiden bakteerien vérjdytyminen eri olosuhteissa valon kanssa ((+)L)

ja ilman valoa ((-)L). Vihred véri kuvaa eléviid ja punainen véri kuolleita bakteereja. Kéytetyt

liuotinolosuhteet on esitetty vaakarivilld ja virjiysaineet pystyrivilld.!
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4.3 2-(dimetyyliamino)etyylimetakrylaatti (DMAEMA)

Kuten luvussa 3.3.1 todettiin, BODIPY-pohjaisten valoherkistimien fysiologisissa olosuhteissa
tapahtuva aggregaatio johtaa lopulta 'O-tuotannon vihenemiseen. Gram-negatiivisilla
bakteereilla on yliméérdinen kalvokerros soluseindméssd, minkd vuoksi PDT-valoherkistimet

1.'* valmistivat polymeeripohjaisen

ovat tehottomampia tatd bakteeriryhmdd vastaan. Lu ef a
yhdisteen liittimélld 2- (dimetyyliamino)etyylimetakrylaattia (DMAEMA) ja galaktoosia
BODIPY -pohjaiseen valoherkistdjamolekyyliin eri monomeerisuhteessa, joista 51,7 % /45,8 %

oli optimaalinen.'*

Koska DMAEMA:lla on positiivinen varaus ja bakteereilla negatiivinen, DMAEMA voi lisdti
valoherkistimen ja bakteerien vilistd sitoutumista vesiliuoksessa. Galaktoosilla on erinomainen
biologinen yhteensopivuus, minkd vuoksi sen avulla voitiin lisdtd antibakteerisen aineen
sytoyhteensopivuutta normaaleihin soluihin pimeidssa. Pyyhkéisyelektronimikroskopiaa (SEM)
kéytettiin makromolekyylisen valoherkistimen antibakteerisen aktiivisuuden tutkimiseen gram-

positiivista S. aureusta ja gram-negatiivista P. aeruginosaa vastaan (Kuva 15).1

Kuva 15. SEM-kuvat S. aureuksesta (A,B) ja P. aeruginosasta ennen séteilytystéd (A,C) ja

sen jilkeen (B,D). Bakteeriseinimien muutokset havaittiin selkeisti siteilytyksen jilkeen.'*

Used with permission of Royal Society of Chemistry, from BODIPY-based macromolecular photosensitizer with
cation-enhanced antibacterial activity, Lu, Z.; Zhang, X.; Zhao, Y.; Xue, Y.; Zhai, T.; Wu, Z. ja Li, C., 6, 2015;

permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

Morfologian muutokset siledpintaisiin kontrolliryhmien bakteereihin (A ja C) verrattuna olivat

selkeitd. Siteilytyksen jédlkeen bakteerien solurakenne romahti kokonaan ja niiden
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sytoplasmiset ainesosat vuotivat ulos. Tuloksista voitiin paételld, ettd singlettihapen
muodostuminen oli vaurioittanut bakteerin kalvoa palautumattomasti, mikd johti lopulta

bakteerien apoptoosiin eli ohjelmoituun solukuolemaan.'*

4.4 BODIPY-TMA

Wang et al.?

suolalla (TMA) modifioidun BODIPY-valoherkistdjan (BODIPY-TMA), jossa yhdistyi

syntetisoivat antibakteerisia sovelluksia varten kvaternairiselld trimetyyliamiini-

positiivisesti varautuneen antimikrobisen materiaalin ja BODIPY-valoherkistdjédn edut.
BODIPY-TMA kerdintyi vedessé itsestddn yhtendisiksi nanopartikkeleiksi (BODIPY-TMA
NPs), jotka tuottivat singlettihappea tehokkaasti valositeilyn vaikutuksesta. BODIPY-TMA
NP:iden ja BODIPY-Br NP:iden vaikutus S. aureuksen morfologiaan vihreélld valolla
sateilytyksen jilkeen havaittiin pyyhkiisyelektronimikroskoopilla (SEM). S. aureus -biofilmit
kisiteltiin BODIPY-TMA NP:illa ja BODIPY-Br NP:illa valositeilyssid (12 mW/cm?, 10 min),
minkd jilkeen eldvit ja kuolleet bakteerit vérjattiin SYTO:1la ja Pl:lla. Kuvaus suoritettiin

lopuksi CLSM:lla (Kuva 16).2?

a Control BODIPY-Br NPs BODIPY-TMA NPs

S. aureus

BODIPY-TMA NPs

Dark

Light

Kuva 16. a) SEM-kuvat S. aureuksesta ilman kisittelyd sekd BODIPY-Br NP:illa tai
BODIPY-TMA NP:illa késittelyn kanssa vihredn valon séteilytyksen alla. b) CLSM-kuvat
S. aureuksen biofilmeistd, jotka on kasitelty nanopartikkeleilla ja varjatty SYTO:lla ja Pl:1la

vihreédn valon séteilytyksella tai ilman. Vihred véri kuvaa eldvid ja punainen viri kuolleita
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bakteereita. Kun S. aureusta késiteltiin BODIPY-TMA NP:illa, morfologia vaurioitui tdysin

ja kaikki bakteerit kuolivat.?? Used with permission of Royal Society of Chemistry, from A cationic

BODIPY photosensitizer decorated with quaternary ammonium for high-efficiency photodynamic inhibition of
bacterial growth, Wang, H.; Li, C.; Wu, Q.; Wen, H.; Sun, T. ja Xie, Z., 10, 2022; permission conveyed through
Copyright Clearance Center, Inc.

Kuten kuvasta 16a havaitaan, kisittelemattomén (kontrolli) S. aureuksen muodot siilyivit
ehjini ja pyoreind. BODIPY-Br NP: ill4 ja valositeilylla késittelyn jdlkeen joidenkin bakteerien
morfologia muuttui ja solukalvot rypistyivdt hieman. BODIPY-TMA-nanopartikkelit ja
valositeily aiheuttivat S. aureuksen morfologian tiydellisen vaurioitumisen ja kaikkien

bakteerien kuoleman (Kuva 16b).??

TMA-ryhmin positiivisen varauksen havaittiin lisddvin vuorovaikutusta BODIPY-TMA-
nanohiukkasten ja negatiivisesti varautuneiden bakteerikalvojen vililli. BODIPY-TMA
NP:iden antibakteerinen vaikutus sekd S. aureukseen etti E. coliin oli merkittivampi verrattuna
vastaaviin kontrollinanopartikkeleihin (BODIPY-Br NPs), joissa ei ollut positiivista varausta.
Lisdksi BODIPY-TMA-nanopartikkelit estivdt tehokkaasti biofilmien muodostumisen ja
tuhosivat ennalta muodostuneet biofilmit. BODIPY-TMA NP:iden ja bakteerikalvojen vilisten
voimakkaiden sdhkdostaattisten vuorovaikutusten vuoksi BODIPY-TMA NP:illa on erinomaiset
fotodynaamiset antibakteeriset vaikutukset sekd gram-positiivisiin (G+) ettd gram-negatiivisiin
(G-) bakteereihin. Kationisten valoherkistimien muokkaus bakteerivuorovaikutuksen
lisddmiseksi parantaa fotodynaamista antibakteerista vaikutusta, minkd vuoksi timén odotetaan

olevan tehokas antimikrobinen strategia.”?

4.5 Polyamidoamiinit

Caruso et al!” raportoivat lineaaristen polyamidoamiinien (PAA:iden) huomattavasta
adjuvantti- eli tehostevaikutuksesta BODIPY:n valoindusoidussa bakteerien tappamisessa.
Polyamidoamiinit ovat ferf-aminopolymeerejd, jotka on syntetisoitu amiinien polyadditiolla
bisakryyliamideihin. Tutkimuksissa PAA:n, PS:n ja valon yhteisvaikutus sai aikaan sekd
S. aureuksen ettd E. colin tuhoutumisen tunnin séteilytyksen jédlkeen erittdin alhaisilla
kationisen BODIPY:n pitoisuuksilla (1,0 ja 0,1 pM). Tdmédn perusteella PAA-
valoherkistdjiyhdistelmé on mahdollisesti uusi ja tehokas menetelmi bakteerien tappamiseen.
Tutkimuksessa raportoitua antibakteerista hoitoa voidaan menestyksekkddsti soveltaa

bakteerien resistenssin voittamiseen.!”
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5 Yhteenveto

Antibiooteille vastustuskykyisten bakteerikantojen jatkuva kehitys on véhitellen heikentinyt
antibakteeristen aineiden vaikutuskykyai ja vaikeuttanut tdten tartuntatautien hoitoa. Mikrobi-
infektioiden torjumiseksi ja kansanterveyden suojelemiseksi on kehitettdva ja tutkittava uusia
antibakteerisia aineita tai menetelmid. Viime vuosina on havaittu fotodynaamisen terapian
(PDT) edut antibakteerisena menetelmani, mika tekee PDT:hen perustuvista antibakteerisista

aineista potentiaalisia ehdokkaita antibioottien korvikkeiksi.'*??

Kationiset valoherkistimet (PS) ovat tehokkaita gram-negatiivisia bakteereja vastaan, koska ne
muodostavat sdhkostaattisen vuorovaikutuksen negatiivisesti varautuneen soluseindn kanssa.
Seindmén natiivi jirjestdytyminen on tdmédn seurauksena epdvakaata, mikd tehostaa
valoherkistdjén sitoutumista ja tunkeutumista soluun pienentden myods tarvittavaa PS-
pitoisuutta verrattuna neutraaleihin tai negatiivisesti varautuneisiin valoherkistdjiin. Gram-
positiivisten bakteerien on todettu olevan herkempid fotodynaamiselle inaktivaatiolle, silld
niiden soluseindstd puuttuu yliméaérdinen lipidikalvo, jolloin ulkoinen este Ps:n tunkeutumiselle

on pienempi.®

Dipyrrometeenibooridifluoridi  (BODIPY)-johdannaiset ovat tirkeitd valoherkistimid
fotofysikaalisten ominaisuuksiensa, kuten erinomaisen valostabiilisuuden, suurten molaaristen
absorptiokertoimien ja ROS-muodostuksen korkeiden kvanttisaantojen ansiosta.'® BODIPY:n
perusrakenteella on alhainen fototoksisuus ja kyky tuottaa reaktiivisia happilajeja (ROS), mika
tekee rakenteesta ihanteellisen fluoresenssi- ja kuvantamissovelluksiin. Jotta BODIPY-
yhdisteet soveltuisivat antimikrobiseen fotodynaamiseen hoitoon (aPDT), rakennetta on
kuitenkin muokattava esim. singletti- ja triplettitilojen vélisten siirtymien (ICT) sekd ROS-
tuotannon tehostamiseksi, vesiliukoisuuden parantamiseksi biologisessa ympéristossd ja

vuorovaikutuksen lisddmiseksi bakteerien kohderakenteiden kanssa.'®

BODIPY -viriaineilla on voimakkaan fluoresenssinsa ansiosta lukuisia sovelluksia esim.
bioteknologiassa  pienmolekyylien havaitsemisessa ja lddketieteessd prekliinisessa
tutkimuksessa tehdyssd kuvantamisessa.® Tilld hetkelld kliiniseen kiyttoon hyviksytyt PDT-
aineet eivdt kuitenkaan sisdlli BODIPY:itd, mutta tilanteen uskotaan muuttuvan
tulevaisuudessa. Yksi lupaavimmista yhdistetyypeistd ovat atsa-BODIPY-yhdisteet, joiden
absorptiomaksimi on ldhi-infrapuna-alueella (NIR) ja punasiirtymd on saatu aikaan
n-konjugaatiota laajentamalla. Atsa-BODIPY -yhdisteet ovat luultavasti ldhempand kliinistd

kehitysti kuin muut BODIPY -yhdisteiden alaluokat.!'®
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