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Tiivistelma

Témi kandidaatin tutkielma kisittelee BODIPY-yhdisteiden kdyttdd sydvin fotodynaamisessa
terapiassa. Tutkielmassa syvennytdan BODIPY -yhdisteiden perusrakenteeseen, ominaisuuksiin ja
kliinisiin sovellusmahdollisuuksiin sydvédn fotodynaamisen hoidon ndkdkulmasta. Tutkielmassa
kdydéan ldpi osaa tunnetuista stretegioista muokata BODIPY -yhdisteitd 1ddkinnilliseen kdyttoon
sopivaksi. Tdhdn on olemassa lukuisia muitakin tehokkaista menetelmid, joita tdssé tutkielmassa
ei rajauksen vuoksi késitelld. Nykyisen tutkimuksen perusteella BODIPY-yhdisteitd on

tulevaisuudessa mahdollista kiyttda eri syopétyyppien hoidossa.
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Kaytetyt lyhenteet

BODIPY 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diatsa-s-indaseeni
DDQ 2,3-dikloori-5,6-disyano-4-bentsokinoni
PDT Fotodynaaminen terapia

ROS Reaktiivinen happilaji

ISC Systeemien vilinen siirtyma

in vivo tutkimus elollisessa ymparistossd

in vitro tutkimus elottomassa ympéristossé

NIR Lahi-infrapuna



1 Johdanto

BODIPY -yhdisteet ovat tunnettuja biokuvantamiseen soveltuvia fluoroforeja. Ensimmaéisen tahén
luokkaan kuuluvan fluoroforin syntetisoivat saksalaiset tutkijat Alfred Treibs ja Franz-Heinrich
Kreuzer vuonna 1968,! mutta niiden todelliset sovellusmahdollisuudet ymmarrettiin vasta 1990-

luvun puolivilissi.?

BODIPY-yhdisteet tunnetaan erityisesti niiden voimakkaasta ja selkeédstd fluoresenssista ja
suurista molaarisista absorptiokertoimista. Ndistd ominaisuuksista johtuen BODIPY-yhdisteité
onkin kiytetty erityisesti merkkiaineina fluoresenssiin perustuvissa kuvantamismenetelmissé,
kuten fluoresenssimikroskopiassa. Ne soveltuvat erityisen hyvin biomolekyylien ja eldvien solujen
kuvantamiseen, silld ne eivét ole soluille myrkyllisid eivétkd ne reagoi juurikaan ymparistossi
tapahtuviin kemiallisiin muutoksiin.> Liséksi niilli on kemiallisilta ominaisuuksiltaan

monipuolinen perusrakenne, jota on helppo muokata eri yhdisteiden kuvantamiseen sopivaksi. 2

Fotodynaaminen terapia (engl. photodynamic therapy, PTD) on valoon perustuva sydvin
hoitomuoto. Se perustuu ilmi6dn nimeltd fotodynaaminen vaikutus, jossa jonkin solussa olevan
yhdisteen altistaminen tietyille valon aallonpituuksille saa aikaan solun tuhoutumisen.
Fotodynaamista terapiaa hyddynnettiin potilaiden hoidossa jo 1900-luvun alussa, mutta muiden
hoitomuotojen kehittyessd se unohdettiin ldhes 50 vuodeksi. Se 18ydettiin uudelleen vasta 1970-
luvulla, kun Thomas J. Dougherty tutki porfyriineji ja havaitsi niiden fotodynaamisen vaikutuksen
soluissa.  Dougherty kehitti ensimmaisen fotodynaamisen ldakkeen ja siksi hidnet tunnetaankin

“fotodynaamisen terapian isdnd”.

BODIPY-yhdisteiden kéyttod fotodynaamisina ldékeaineina eli valoherkistimind on alettu tutkia
vasta hiljattain. Koska ne sopivat hyvin biologisessa ympéristdsséd kiytettaviksi, niistd voitaisiin
tulevaisuudessa saada tehokkaita lddkkeitd syovén hoitoon. Téma kandidaatin tutkielma perehtyy

BODIPY -yhdisteisiin ja niiden kayttdmahdollisuuksiin fotodynaamisessa terapiassa.



2 BODIPY-yhdisteiden rakenne, synteesi ja ominaisuudet

2.1. BODIPY-yhdisteiden rakenne

Dipyrrometeeniin perustuvat fluoroforit eli BODIPY-fluoroforit (Kuva 1) koostuvat yhdestéd
dipyrrometeeniligandista ja elektronivajaasta booriyhdisteestd. Usein booriyhdisteend kaytetddn

booridifluoridia (BF).>

Kuva 1. BODIPY-yhdisteiden runkorakenne (vasen) ja elektronitiheysjakauma (oikea).
Oikeanpuoleinen kuva: Reprinted from Coordination Chemistry Reviews, 399, Boens, N.; Verbelen, B.;
Ortiz, M. J.; Jiao, L.; Dehaen, W., Synthesis of BODIPY dyes through postfunctionalization of the boron

dipyrromethene core, Page 4, Copyright (2019), with permission from Elsevier.

Rakenteen hiilirunko on muodoltaan tasomainen, silld rengasrakenteiden kaksoissidokset estivit
rakenteen pydrimisen. Fluoriatomit suuntautuvat hiilten vélisten kaksoissidosten méérittelemén
tason yld- ja alapuolelle ja booriatomi on samassa tasossa hiilirungon kanssa. Hiilirungon
pituudesta johtuen BODIPY-runkorakenne on melko neutraali, mutta heteroatomien
keskittyminen vain molekyylin alaosaan tekee siitd hiukan polaarisen. Polaarisuuden ansiosta
rungossa on sekd nukleofiilisié ettd elektrofiilisid reaktiopaikkoja, mikd mahdollistaa eri ryhmien
ja atomien liittimisen suoraan hiilirunkoon.® Tdmi helpottaa yhdisteiden muokkausta ja

mahdollistaa niiden laaja-alaisen kéyton eri tarkoituksissa.



Muodollisesti booriatomilla on negatiivinen varaus BODIPY -runkorakenteessa ja positiivinen
varaus delokalisoituu hiilirunkoon. Todellisuudessa fluoriatomeilla on kuitenkin kaikista
negatiivisin ja hiilirungon vetyatomeilla kaikista positiivisin varaus. Myds hiiliatomien
elektronitiheyksissd on delokalisaatiosta huolimatta eroja. Rungon negatiivisimmat hiiliatomit

ovat C2ja C6 (kuva 1).°

Atsa-BODIPY:t ovat BODIPY -johdannaisia, joilla runkorakenteen meso-asemassa (C8) on hiilen
sijasta typpi (kuva 2).” Ndiden yhdisteiden on havaittu fluoresoivan voimakkaasti ldhi-infrapuna-
alueella (engl. near infrared, NIR), mikd tekee niistd erittdin kiinnostavia biokuvantamisen ja
ladkinndllisen kdyton kannalta. Valitettavasti niille ei kuitenkaan vield ole 10ydetty kdytdnndllista

synteesireittid, silld 1dhtoaineiden on oltava runsaasti substituoituja reaktion onnistumiseksi. 2

Kuva 2. Atsa-BODIPY -yhdisteiden runkorakenne.

2.2. BODIPY-yhdisteiden synteesi

BODIPY-yhdisteiden perusrakenteelle on olemassa monia eri synteesireittejd, joista suurin osa
perustuu happokatalysoituun kondensaatioreaktioon. Reaktioreitti riippuu halutun tuotteen
symmetrisyydestd tai asymmetrisyydestd.® Yksi mahdollisista reiteistd perustuu pyrrolin 1 ja
aromaattisen aldehydin 2 véliseen kondensaatioon. Tdmin reaktion tuotteena saadaan haluttua
dipyrrometeenid vastaava dipyrrometaani 3 (kuva 3). Dipyrrometaanit ovat erittiin epistabiileja,
koska ne reagoivat herkisti valoon, kemikaaleihin ja ldmpoétilan muutoksiin. Tdstd syystd
dipyrrometaani on kéytettdva heti reaktion jélkeen. Reaktion toisessa vaiheessa dipyrrometaani
hapetetaan dipyrrometeeniksi 4. Hapettimena kdytetdén tavallisesti joko DDQ:ta (2,3-dikloori-5,6-
disyano-4-bentsokinoni) tai p-kloraliinia. Synteesin viimeisessd vaiheessa valmiiseen
dipyrrometeeniligandiin kiinnitetddn kelatoiva booridifluoridi-kationi eméksisissd olosuhteissa.
Booridifluoridi tuodaan reaktioseokseen booritrifluoridieteraattina. Tdméin menetelmén

heikkoutena on kuitenkin se, ettd se vaatii aromaattisen aldehydin, silld muuten reaktiota ei saada



vietyd loppuun. Lisdksi reaktio on toteutettava suuressa pyrroliylimédédrdssd polymerisaation

estimiseksi.?

Q-

Kuva 3. BODDIPY-yhdisteiden perusrakenteen synteesi pyrrolin ja armaattisen aldehydin
vélisen kondensaatioreaktion avulla.

Toinen laajasti kéytetty synteesireitti perustuu pyrrolin ja asyylipyrrolin  viliseen
kondensaatioreaktioon. Tétd reaktioreittid kdytetdéin pddasiassa asymmetristen dipyrrometeenien
valmistukseen.®? Reaktion ensimmdisessd vaiheessa pyrroli reagoi asyyliekvivalentin kanssa
happamissa olosuhteissa tuottaen asyylipyrrolin 7. Tdmédn jilkeen asyylipyrroli voi reagoida
pyrroliyksikdn 6 kanssa, jolloin muodostuu dipyrriumsuola (kuva 4). Synteesi vieddén loppuun
antamalla muodostuneen dipyrriumsuolan reagoida booritrifluoridieteraatin kanssa emiksisissé

olosuhteissa.?

1.CF3COOH (kat.)
2. NEt(iPr)2H
O 3. BF3 OEt2 Z —
O
6 8

Kuva 4. BODIPY -runkorakenteen synteesi pyrrolin ja asyylipyrrolin viliselld kondensaatiolla.

Wu ja Burgess® julkaisivat vuonna 2007 vaihtoehtoisen menetelmidn BODIPY -runkorakenteen
synteesille. Menetelmd perustuu pyrrolikarbaldehydin 9 reaktioon fosforioksikloridin kanssa.

Reaktio tuottaa suoraan dipyrrometeenid, joten muita reaktiovaiheita ei tarvita. Heiddn



ehdottamassaan  reaktiomekanismissa yksi fosforioksikloridin  klooriatomeista  korvaa
pyrrolikarbaldehydin hapen. Témén jdlkeen muodostunut kloorattu atsafulveeni 10 reagoi toisen
pyrrolikarbaldehydimolekyylin 11 kanssa muodostaen dipyrrometeenid. Viimeisessd vaiheessa
valmis dipyrrometeeni reagoi booritrifluoridieteraatin kanssa, kuten muissakin edelld esitetyissa

reaktioissa. 2

-2 HCI, -CO

Kuva 5. Tutkijoiden Wu ja Burgess ehdottama BODIPY -perusrakenteen vaihtoehtoinen
synteesireitti.3

BODIPY -yhdisteille on vuosien aikana kehitetty monia muitakin synteesireittejd, joita tissi tydssa
ei kisitelld. Suurin osa kehitetyistd menetelmistd on kuitenkin edelld esitettyjen menetelmien

erilaisia variaatioita.’



2.3 BODIPY-yhdisteiden rakenteen muokkaaminen

Suurimpia BODIPY -yhdisteiden kdyttod biologisissa systeemeissé rajoittavia tekijoitd ovat niiden
hydrofobisuus ja alle 600 nm emissioaallonpituus. Optimaalisesti biologisessa ympéristossa
kaytettivien BODIPY-yhdisteiden emissioaallonpituuden tulisi olla NIR-alueella eli 650-900 nm.
Néma valon aallonpituudet padsevit syvemmaélle kudoksiin vahingoittamatta ympérdivid soluja.
Niiden kidytté6 myds vihentdd taustan autofluoresenssin aiheuttamaa hiiriotd.> BODIPY-
runkorakenteen emissioaallonptuus on kuitenkin noin 490-505 nm, joten aallonpituutta on
siirrettdvd eldville soluille sopivammaksi.” Hydrofobisuus taas vaikeuttaa yhdisteiden kayttod

biologisissa systeemeissé, koska solun sisdlld ympdristd on polaarinen.

Tadhén mennessd on havaittu, ettd meso-aseman (C8) muokkauksella on vain vdhdn vaikutusta
BODIPY -yhdisteen emissioaallonpituuteen. Tdstd johtuen meso-asemaa muokkaamalla on pyritty
parantamaan yhdisteiden vesiliukoisuutta. Siithen voidaan liittdd esimerkiksi vesiliukoisia
polymeeriketjuja, amfipaattisia molekyylejd, karboksyylianioneja tai oligo-etyleeniglykoli-
metyylieetteri. Vesiliukoisuutta voidaan myds parantaa liittdmalla hydrofiilisid ryhmid molekyylin

2/6 asemiin. Liitettdvid ryhmid voivat olla esimerkiksi sulfonaatit ja karboksylaatit.

Emissioaallonpituutta taas pyritddn pidentdiméédn laajentamalla BODIPY-rungon n-konjugaatiota
liittdmalla m-sidoksia sisdltdvid ryhmid 2/6- ja 3/5-asemiin. Emissioaallonpituuden on havaittu
pitenevén eniten 3/5-asemia muokattaessa. Yksi parhaista tavoista valmistaa NIR-alueella
emittoivia ~ BODIPY-yhdisteitd  on  liittdd  3/5-asemiin  aromaattisia  aldehydeja

kondensaatioreaktiolla.?

2.4. BODIPY-yhdisteiden yleiset ominaisuudet

BODIPY-yhdisteilld on erittdin paljon hyddyllisid ominaisuuksia, mikd mahdollistaa niiden
hy6dyntdmisen monilla eri kemian osa-alueilla. BODIPY-yhdisteilld on tyypillisesti korkeat
molaariset absorptiokertoimet ja fluoresenssin kvanttisaannot. Lisdksi niiden eksitaation ja
emission intensiteettimaksimit ovat kapeat, miké johtaa selkeisiin véreihin fluoresenssissa. Koska
BODIPY-yhdisteiden emissioaallonpituus on tavallisesti nédkyvin valon alueella ja joidenkin

yhdisteiden tapauksessa jopa NIR-alueella, emissio on helppo havaita.>%>



BODIPY-yhdisteitd on tdhdn mennessd hyddynnetty erityisesti biokuvantamisessa, silld ne eivét
ole soluille myrkyllisid ja ne kestdvét hyvin valoa ja eri kemikaaleja. Lisdksi ne eivét yleensa
reagoi ympdriston polaarisuuteen tai pH-arvoon.’> BODIPY-yhdisteiti on myds erittdin helppo
muokata haluttuun kéyttdtarkoitukseen sopivaksi lisddmélld runkorakenteeseen eri atomeja tai
atomiryhmii. Lisdksi BODIPY-yhdisteilld on havaittu olevan myds fototoksisia ominaisuuksia ja
niitd onkin viime vuosikymmenind alettu tutkimaan my0s potentiaalisina tulevaisuuden

valoherkistimini.!?

2.4.1 Fluoresenssi

Voimakas fluoresenssi on yksi tdrkeimmistd ja mielenkiintoisimmista BODIPY-yhdisteiden
ominaisuuksista. Fluoresenssi on spontaani ja nopea virittyneen tilan purkautuminen
sahkomagneettisena séteilynd, kun elektroni siirtyy kahden singlettitilan vililli. Kun molekyyli
altistetaan tietylle valon aallonpituudelle, se siirtyy korkeammalle energiatasolle eli virittyy.
Korkeammalla energiatasolla  tarkoitetaan tdssd  tapauksessa  korkeampi energistd
elektronikonfiguraatiota, jossa elektroni on siirtynyt séteilyn vaikutuksesta ylemmaélle orbitaalille.
Télloin valon energia absorboituu molekyyliin. Korkeaenerginen tila ei kuitenkaan ole kovin
pitkdikdinen, vaan elektroni palaa nopeasti alkuperdiselle orbitaalilleen vapauttaen samalla
yliméddréisen energian valona. Kaikki energia ei kuitenkaan vapaudu valona, vaan osa energiasta
absorboituu ympariston molekyyleihin vibraatioenergiana. Téstd johtuen molekyylin emittoiman

valon aallonpituus on suurempi kuin sen absorboima aallonpituus. 12

Fluoresenssin mééritelmén mukaisesti elektronin on siirryttdvd kahden singlettitilan valilla.
Singlettitilalla tarkoitetaan tilaa, jonka spin multiplisiteetti on S=0, jolloin tilan elektroneilla on
vastakkaissuuntaiset spinit. Triplettitilalla taas spin multiplisiteetti on S=1 ja elektronien spinit

ovat samansuuntaiset.!!?



Fluoresenssi

So

Kuva 6. Fluoresenssi energiadiagrammissa.

Fluoresenssia hy0dynnetddan monissa analyysi- ja kuvantamismenetelmissd ja erityisesti
fluoresenssimikroskopiaa on hyddynnetty biologisten néytteiden kuvantamisessa. Fluoresoivia
yhdisteitd kutsutaan yleisesti fluoroforeiksi ja fluoroforin valinta riippuu kuvattavasta néytteesta.
Biologisten ndytteiden tapauksessa fluoroforin eksitaatio- ja emissioaallonpituuksien tulisi olla
mahdollisimman pitkii, jotta siteily ei vahingoittaisi niytettd. Tdma on erityisen tirkedd, kun

tehddin in vivo tutkimuksia.

3 Fotodynaaminen terapia (PDT)

3.1. Fotodynaaminen terapia ja valoherkistimet

Fotodynaaminen terapia on valokemialliseen prosessiin perustuva sydvdn hoitomuoto, jossa
valoherkistin (engl. photosensitizer) tuhoaa kasvainsoluja tuottamalla erittdin reaktiivista
singlettihappea ja muita reaktiivisia happilajeja soluissa. Menetelmi on hyvin selektiivinen, koska
singlettihapen puoliintumisaika on lyhyt eikd se siten ehdi levitd muihin ympéardiviin kudoksiin.
Valo tai reaktiivista happea tuottavat yhdisteet itsessddn eiviat myoskddn ole soluille myrkyllisid
vaan laéikkeen toiminta vaatii kaikki kolme tekijdd: valoherkistimen, hapen ja valon.!® Tamai tekee

fotodynaamisesta terapiasta myds helposti kontrolloitavan hoitomuodon.

Valoherkistimet tuottavat soluissa singlettihappea ja muita reaktiivisia happilajeja.
Valoherkistimid on kahta eri tyyppid. Tyypin II valoherkistimet tuottavat reaktiivisista

happilajeista vain singlettihappea, joten niiden toiminta riippuu vahvasti kudoksen



happipitoisuudesta. Tyypin I valoherkistimet taas kykenevét tuottamaan singlettihapen lisdksi
myOs muita reaktiivisia happilajeja, esimerkiksi hydroksyyliradikaaleja, ja pystyvét siten
toimimaan myds pienemmissd happipitoisuuksissa.!? Tyypin I valoherkistimet ovat kuitenkin

harvinaisia ja tdssé tutkielmassa kisitelldén vain tyypin II valoherkistimia.

Kohdekudoksessa tyypin II valoherkistin altistetaan yhdisteesté riippuvalle valon aallonpituudelle,
jolloin se virittyy singlettitilalta triplettitilalle. Valoherkistdjan triplettitila toimii energian
luovuttajana ja energia siirtyy kudoksessa olevalle vapaalle happimolekyylille.  Télloin
happimolekyyli siirtyy stabiililta triplettitilalta epdéstabiilille singlettitilalle. Singlettihappi
puolestaan aiheuttaa soluissa vakavia rakennevaurioita ja lopulta solujen kuoleman.
Valoherkistimien toimintaa voidaan kontrolloida ohjaamalla ne mahdollisimman tarkasti
pelkastdaan kohdekudokseen ja altistamalla vain haluttu kudos valolle. Kontrolli vihentdi terveelle

kudokselle koituvia vaurioita ja siten myos laékkeen aiheuttamia sivuvaikutuksia. '3

3.2. Systeemien vilinen siirtyma (ISC)

Inter system crossing eli ISC on molekyylin siséinen elektronisiin tiloihin liittyvd kvanttitason
ilmid, jonka kautta valoherkistin tuottaa singlettihappea fotodynaamisessa terapiassa. Sen aikana
molekyyli siirtyy singlettitilalta triplettitilalle tai toisin pdin.!* ISC on kvanttimekaniikan
valintasdintdjen mukaisesti kielletty prosessi, silld se siséltdd elektronin spinin muutoksen.

Prosessissa energia ei vapaudu séteilynd, toisin kuin fluoresenssissa.!'*

ISC tapahtuu, kun eri multiplisiteetin elektroniset tilat vuorovaikuttavat toistensa kanssa. Nama
eri tilojen viliset vuorovaikutukset johtuvat elektronin spiniin liittyvin magneettikentin ja
orbitaalimomentin aiheuttaman magneettikentdn vélisestd yhteydestd eli ilmidstd nimeltd spin-
rata-kytkentd (engl. spin orbit couplin) tai SOC.!! Elektronin orbitaalimomentti riippuu
atomiytimen varauksesta, jolloin raskaammissa atomeissa SOC on voimakkaampaa ja tilldin myos
ISC:n kvanttisaanto on suurempi. Tastd johtuen valoherkistimien ISC:n kvanttisaantoa voidaan

yleisesti parantaa liittimélld yhdisteisiin raskaita atomeja tai atomiryhmia. !4
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Kuva 7. Triplettivaloherkistimen toiminta energiadiagrammissa kuvattuna. Kuvassa symboli
02(a'Ay) tarkoittaa singlettihappea ja symboli O2(X>Y) triplettihappea.'® Used with permission of
Royal society of chemistry, from Singlet oxygen: there is indeed something new under the sun, Peter R.

Ogilby, 39, and year of copyright permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

3.3. Reaktiiviset happilajit (ROS)

Happi ja sen pitoisuus soluissa on yksi tdrkeimmistd fotodynaamisen terapian tehoon vaikuttavista
tekijoistd, kun kéytetdédn tyypin II valoherkistimid. Se on monella tavalla poikkeuksellinen aine,
silld se on ainut luonnossa suurissa konsentaatioissa havaittava molekyyli, jonka perustila on
triplettitila.'® Hapella on kaksi saman energian delokalisoitunutta w-orbitaalia, joilla on
molemmilla yksi elektroni. N&illd m-elektroneilla on molemmilla sama spin, mikd johtaa
happimolekyylin kokonaisspinin arvoon S=1 (kuva 8.). Singlettitilalla taas kokonaisspinin arvo on
S=0. !! Téstd orbitaalirakenteesta johtuen happi on kemialliselta luonteeltaan diradikaali, mutta

silld on kuitenkin huomattavasti korkeampi kynnys reagoida kuin radikaaleilla yleensa. !

Singlettihappi on hapen alin elektronisesti virittynyt tila, jossa happimolekyylin n-elektronit ovat
samalla orbitaalilla. Tdméd on valintasddntdjen mukaisesti kielletty siirtymd, koska se vaatii
elektronin spinin muutoksen.!! Singlettihappi on erittdin epastabiili molekyyli ja siten myds hyvin
reaktiivinen ja kdyttiytyy radikaalin tavoin. '® Singlettihapen liséksi reaktiivisia happilajeja ovat

muiden muassa myos hydroksyyliradikaali -OH ja vetyperoksidi H>O,.!7
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Kuva 8. Singletti- ja triplettihapen elektronikonfiguraatio energiadiagrammissa

Solu tuottaa singlettihappea luonnollisesti monissa eri tilanteissa. Singlettihappea muodostuu
esimerkiksi soluhengityksen ja fotosynteesin aikana. Solu voi tuottaa singlettihappea myos
suojautuakseen patogeeneja vastaan. Myds monet ulkoiset tekijit voivat saada aikaan
singlettihapen ja muiden reaktiivisten happilajien muodostumisen solussa. Téllaisia tekijoitd ovat

esimerkiksi ionisoiva séteily (UV ja erityisesti UVA).!®

Suurissa konsentraatioissa singlettihappi on erittdin myrkyllistd kaikille eldville soluille ja sitd
pidetddnkin yhtend soluille vaarallisimmista reaktiivisen hapen muodoista. Sen ja muiden
reaktiivisien happilajien myrkyllisyys johtuu niiden kyvystd aiheuttaa oksidatiivista stressid.!®
Oksidatiiviselld stressilld tarkoitetaan epétasapainoa elimistdssd olevien vapaiden radikaalien ja
antioksidanttien vélilld. Téssd epdtasapainotilassa antioksidantit ja elimiston immuunijérjestelma
eivdt kykene korjaamaan radikaalien aiheuttamia vaurioita tarpeeksi nopeasti. Radikaalit,
esimerkiksi singlettihappi, vaurioittavat erityisesti solun DNA:ta ja proteiineja hapettamalla niiden
tiettyjd emiksid ja aminohappoja.!® Singlettihappi reagoi DNA:n emiksistd erityisesti guaniinin
kanssa, koska sen redox-potentiaali on alhaisin. Hapettamalla guaniinin singlettihappi luo DNA-
molekyyliin “positiivisen reiédn”, joka siirtyy molekyylissd eteenpdin elektronien vilitykselld.!®
DNA-vauriot johtavat solusyklin hiiriintymiseen ja jopa apoptoosiin, jos vauriot ovat riittivan

laajoja.
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4 BODIPY-yhdisteet valoherkistijina ja syopalaikkeina

4.1. BODIPY-yhdisteet valoherkistajina

BODIPY -yhdisteiden hyddyntdmistéd fotodynaamisessa terapiassa on tutkittu vasta viimeisen noin
10-15 vuoden aikana. Monet niiden ominaisuuksista ovat hyvin edullisia PTD:n kannalta. Néité
ominaisuuksia ovat erityisesti alhainen sytotoksisuus, pitkd emissio- ja eksitaatioaallonpituus,
korkeat molaariset absorptiokertoimet, epaherkkyys ympériston muutoksille ja hyva valo-pimea-
toksisuussuhde (toksisuus ilman valoaltistusta/ toksisuus valolle altistettuna). Suurinta osaa niista
ominaisuuksista hyddynnetdin myds fluoresenssiin perustuvassa biokuvantamisessa. PDT:n
tapauksessa fluoresenssi on kuitenkin ei-haluttu ilmio, silld yliméérdinen energia purkautuu valona
molekyylin siirtyessd virittyneeltd singlettitilalta perustilalle. Télloin energian purkautuminen ei
tapahdu triplettitilan kautta, jolloin ISC ei tapahdu eiké yhdiste tuota reaktiivista happea. ISC:n
kvanttisaantoa voidaan parantaa muokkaamalla BODIPY -runkorakennetta liittimilla siihen eri
atomeja tai atomiryhmié.!® Liitettavilld ryhmilld ja suuremmilla molekyyleilld voidaan vaikuttaa
my0s BODIPY-valoherkistimien selektiivisyyteen ja lddkkeen aiheuttamiin ei-toivottuihin
sivuvaikutuksiin. Lisdksi niiden avulla voidaan siirtdd BODIPY -yhdisteiden luonnostaan lyhyité

emissio- ja eksitaatioaallonpituuksia biologiselle ympéristolle sopivammaksi.

4.2 Halogenoidut BODIPY-yhdisteet

Yksi strategia parantaa BODIPY-valoherkistimien ISC:n kvanttisaantoa ja singlettihapen
tuotantoa on liittdd halogeeneja BODIPY-runkorakenteeseen. Halogeenit ovat suhteellisen
raskaita alkuaineita, jolloin niiden spin-rata-kytkentd on suurempi, mikéd johtaa korkeampaan
ISC:n kvanttisaantoon ja siten taas voimakkaampaan singlettihapen tuotantoon.!® Halogeeneini
kiytetddn tavallisesti joko jodia tai bromia, mutta jodin avulla saadaan yleensd parempia tuloksia.?
Naganon ryhmé?! tutki ensimmadisend yhdisteen 16 dijodidi-analogia 17 (kuva 9.). Analogilla

havaittiin korkeampi ISC, kun se altistettiin 514 nm valolle.
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Kuva 9. BODIPY 16 ja sen dijodidi analogi 17.

Halogeenisubstituenttien paikalla runkorakenteessa on suuri merkitys ISC:n ja fluoresenssin
kvanttisaantoihin. Halogeenien liittdiminen suoraan BODIPY-hiilirunkoon nostaa ISC:n
kvanttisaantoa huomattavasti enemmén kuin substituenttien halogenoiminen. Kuitenkin
halogeenien liittdminen 3/5-asemiin voimistaa ISC:n sijasta fluoresenssia. Muut substituentit
voivat voimistaa halogeenien vaikutusta. Esimerkiksi on havaittu, ettd karboksyylihapon
liittdiminen BODIPY-rungon meso-asemaan tuottaa yhdessd 2/6-asemiin kiinnitettyjen
jodiatomien kanssa, kuten yhdisteessd 18 (kuva 10) korkeamman ISC:n kvanttisaannon kuin

pelkéstdin jodioiduissa yhdisteissa.!?

COOH

Kuva 10: Halogenoitu ja meso-substituoitu BODIPY 18.
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4.3 Atsa-BODIPY-yhdisteet

Atsa-BODIPY-yhdisteiden absorptio- ja emissioaallonpituudet ovat yleisesti pidempid kuin
BODIPY-yhdisteiden. Atsa-BODIPY-rungon emissioaallonpituus on noin 650-675 nm, mika
tekee atsa-BODIPY -yhdisteisti erittdin mielenkiintoisia fotodynaamisen terapian kannalta. Niiden
emissio- ja eksitaatiomaksimeita voidaan siirtdd entistdkin pidemmille aallonpituuksille liittamélla

niiden runkorakenteeseen eri substituentteja. '

Atsa-BODIPY-yhdisteelld 19 (kuva 11) on saatu hyvid tuloksia in vivo-tutkimuksissa.
Bromisubstituentit yhdessd para-asemassa olevien ja elektroneja luovuttavien metoksi-
substituenttien kanssa stabiloivat virittyneitd triplettitiloja ja lisddvit siten ISC:n kvanttisaantoa.
Yhdiste 19 sdilyttdd aktiivisuutensa myds ympériston happipitoisuuden ollessa pieni. Lisdksi
oikealle valon aallonpituudelle altistettaessa se vaatii vain nanomolaarisen konsentraation
saavuttaakseen sytotoksiset ominaisuutensa. Yhdistettd 19 on tdhdn mennessi tutkittu useilla eri
thmisen syOpdsolulinjoilla eikd silld néyttdisi olevan selektiivisyyttd mihink&dn tiettyyn

syopatyyppiin. Osa ndistd solulinjoista oli monelle lddkkeelle resistentteji etipesikelinjoja.'®

o O

_ N\B/N / Br
OO
o\ /0

19

Kuva 11. Atsa-BODIPY:n 19 rakenne.

4.4 Ei-halogenoidut BODIPY-yhdisteet

BODIPY-yhdisteelle voidaan saada PTD:n kannalta tirkedt ominaisuudet myods ilman
halogeenisbstituentteja. Yksi tapa nostaa yhdisteen ISC:n kvanttisaantoa ilman raskaita atomeja
on liittid BODIPY -runkoon elektronirikkaita ryhmié, jotka stabiloivat virittynytta triplettitilaa. 2

Chang et al.?? liittivit elektroneja luovuttavat aniliinisubstituentit BODIPY -rungon 3- ja 5-asemiin
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(yhdiste 20, kuva 12). Télla yhdisteelld havaittiin olevan selektiivisid PTD-ominaisuuksia, silld se
kertyi péddasiallisesti vain kasvainsoluihin. Lisdksi silld on korkea valonkestavyys eikd juurikaan

pimedd toksisuutta.

20

Kuva 12. Aniliinisubstituoidun BODIPY:n 20 ja tienopyrrolisubstituoidun BODIPY:n 21
rakenteet.

BODIPY-yhdisteiden PTD-ominaisuuksia voidaan parantaa myds liittdimdlld runkoon
tienopyrrolisubstituentteja. You er al?® valmistivat yhdisteen 21, jonka havaittiin tuottavan
suhteellisen paljon singlettihappea ilman raskaita atomeja. Yhdiste 21 kuitenkin séilytti
fluoresoivat ominaisuutensa, mikd mahdollistaa kuvantamisen ja siten myos lddkkeen toiminnan

tarkastelun ja kontrolloinnin fotodynaamisen terapian yhteydessa.?’

Singlettihapen tuottoa BODIPY-yhdisteilld voidaan lisdatd myos liittdmélld kaksi BODIPY-
johdannaista toisiinsa siten, ettd ne muodostavat dimeerin. Syytd dimeerien korkeaan
singlettihapen tuotantoon ei kuitenkaan vield tiedetd kovin tarkasti.?? Ortiz et al.** valmistivat
erilaisia geometrisesti ortogonaalisia BODIPY-dimeerejéd ja tutkivat niiden kayttdytymistd eri
liuottimissa. Elektroneja luovuttavan ryhmén, esimerkiksi -NH> liittdiminen toisen BODIPY-
yksikon meso-asemaan (yhdiste 22, kuva 13) kasvattaa yhdisteen kykyéd tuottaa reaktiivisia
happilajeja, kuten muissakin edelld mainituissa yhdisteissd. Elektroneja puoleensa vetdvin

ryhmén, kuten -NO; liittiminen meso-asemaan taas vihensi singlettihapen tuotantoa.
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22

Kuva 13. Ortogonaalisen BODIPY-dimeerin 22 rakenne.

Néiden yhdisteiden lisdksi myds BODIPY-siirtymidmetallikomplekseilla on saatu lupaavia
tuloksia sekid in vitro ettd in vivo tutkimuksissa. Kompleksit kykenevét tuottamaan enemmaén
reaktiivisia happilajeja johtuen raskaamman metalliatomin aikaansaamasta voimakkaammasta
ISC:td. Niilldi on kuitenkin siirtymidmetallista johtuen myds voimakas fluoresenssi.
Kompleksoivina metalleina kiytetddn esimerkiksi iridiumia, ruteniumia ja kuparia. Niiden

kompleksien kehitys on kuitenkin vasta varhaisessa vaiheessa.?’

4.5 Selektiivisyyden parantaminen

Yksi fotodynaamisen terapian potentiaalisista eduista nykypdivéni yleisesti kdytettyihin syovan
hoitomuotoihin verrattuna on sen selektiivisyys.'® Hoidon kohdentaminen sairaaseen kudokseen
vihentdd hoidon sivuvaikutuksia ja tekee siitd vihemmaén invasiivista. Selektiivisyyttd voidaan
parantaa valoherkistimien rakennetta muokkaamalla ja hyddyntdmélld syopédsolujen omia

kemiallisia ominaisuuksia.2’

BODIPY-yhdisteille on kehitetty useita eri strategioita niiden selektiivisyyden parantamiseen.
Yksi niistd on kohdennettavan ligandin liittdiminen BODIPY -runkoon. Ligandin tarkoituksena on
ohjata BODIPY-valoherkistin kasvainsoluihin, esimerkiksi niiden pintareseptorien avulla.?’
Esimerkiksi Burgess et al.?® liittivit jodioituun BODIPY-runkoon sydpésolujen tropomyosiini
reseptori kinaasin (TrkC) tunnistavan I[YIY-ligandin (yhdiste 23, kuva 14). Yhdisteen 23
selektiivisyys sekd ihmisen ettd jyrsijdn kasvainsoluihin parani huomattavasti verrattuna sen

vastineeseen ilman ligandia. Hiirilld tehdyissa eldinkokeissa havaittiin kasvaimen tilavuuden
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96 % pieneneminen 6. pdivand PTD-hoidon jilkeen. Lisdksi 71 % hiiristd ei havaittu kasvaimen
suurentumista 90 pdivdan hoidon jilkeen.?® TIYTY-L-BODIPY:1ld havaittiin myds olevan

immuunijirjestelméa aktivoiva vaikutus, mika lisési hoidon tehokkuutta entisestddn.?’

Tédmin esimerkin lisdksi BODIPY-yhdisteille on kehitetty myos paljon muita erilaisia kohdentavia
ligandeja, joilla on fotodynaamisen terapian kannalta positiivisia vaikutuksia BODIPY-

yhdisteiden ominaisuuksiin.

23

Kuva 14. IYTY-ligandilla substituoitu BODIPY-kompleksi 23 (IYIY-[.-BODIPY).

Toinen strategia parantaa BODIPY-valoherkistimien selektiivisyyttd on hyddyntda
nanopartikkeleja lddkkeen kantajina. Nanopartikkelien avulla voidaan selektiivisyyden lisdksi
myo0s parantaa BODIPY-yhdisteiden vesiliukoisuutta ja kasvainsoluihin kertymisté lisddntyneen
permabiliteetti- ja retentiovaikutuksen (eng. enhancend permability and retention effects, EPR)
avulla.?’ EPR-vaikutuksella tarkoitetaan makromolekyylien, esimerkiksi lipidien, lisddntynyttd
kertymisté kasvainsoluihin.?® Nanopartikkelien kdyton suurimpia haasteita ovat tilld hetkelld pieni

singlettihapen tuotanto partikkelin siséllé ja syvélld kudoksissa olevien kasvainten hapenpuute.?’

Guo et al.? valmistivat platinoidun BODIPY -nanopartikkelin 24 (kuva 15), jota on mahdollista
kiyttad samanaikaisesti sekd fotodynaamisessa terapiassa ettd kasvainsolujen termisessd
ablaatiossa. Platinan korkea spin-rata-kytkentévakio edistdd nopeaa singletti-tripletti ISC:td ja
liséksi platinan tyhjét d-orbitaalit helpottavat ei-séteilevédd ylimédédrdenergian purkautumista. Nama

nanopartikkelit tuottavat tietylle valon aallonpituudelle altistettaessa runsaasti reaktiivisia
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happilajeja ja aiheuttavat kasvaimessa voimakkaan hypertermian. Ne kertyvét kasvainsoluihin
tehokkaasti ja saavat aikaan suuria vaurioita. Tdmé platinoitu BODIPY-nanopartikkeli on vain
yksi esimerkki monista lupaavista kantajiksi sopivista nanopartikkeleista. 2° Néiden kahden
strategian lisdksi on olemassa lukuisia muitakin menetelmid, joilla BODIPY-yhdisteiden

selektiivisyyttd voidaan parantaa.

e
NHy—Pt—Cl

Kuva 15. Platinananopartikkeliin liitetyn BODIPY :n 24 rakenne.
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5 Yhteenveto

BODIPY-yhdisteet ovat saavuttaneet suuren suosion monilla eri tutkimusalueilla monipuolisten
ominaisuuksiensa ansiosta. Niilld on paljon potentiaalisia sovelluksia erityisesti
biokuvantamisessa ja lddkinnillisessd kdytossd. Tamé tutkielma késitteli BODIPY -yhdisteitd
fotodynaamisen terapian nikokulmasta, mutta niitd voidaan hyddyntdd myds esimerkiksi
fototermisessd terapiassa, jossa kasvainsoluja tuhotaan 1dmpdsiteilyn avulla.!? Liséiksi BODIPY-
yhdisteilld on havaittu olevan myds antimikrobisia ominaisuuksia,® joten niitd voitaisiin

mahdollisesti kdyttdd my0s esimerkiksi bakteeri-infektioiden hoidossa.

BODIPY-valoherkistimien merkittdvimpid etuja fotodynaamisessa terapiassa ovat tehokas
reaktiivisten happilajien tuotto, hyva valonkestdvyys ja véhidinen sytotoksisuus. Niiden suurimpia
rajoitteita ovat kuitenkin hydrofobisuus ja liian lyhyt eksitaatioaallonpituus. Ne ovat erittdin
arvokkaita valoherkistimid, joilla on paljon kehittimispotentiaalia, mutta 1dékinnéllinen kayttd
vaatii edelleen paljon lisdtutkimuksia. Télld hetkelld BODIPY-yhdisteitd ei vield hyddynnetd
potilaiden hoidossa, mutta  tulevaisuudessa BODIPY-yhdisteitd todennédkodisesti tullaan

kayttdmadn valoherkistimini fotodynaamisessa syovén hoidossa. 20:10-12
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