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1. Uvod

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT) je kliniky
schvalena terapie nékterych néadorovych onemocnéni, zalozend na
fotochemické aktivaci v tkdnich rozpusténého molekularniho kysliku
v pfitomnosti specidlnich barviv, tzv. senzitizatort. K aktivaci se pouziva

cervena cast viditelné oblasti elektromagnetického zafeni (Straten et al., 2017).

PDT metoda byla schvalena k terapeutickému vyuziti jiz pied tficeti lety
(Straten et al., 2017) a od té¢ doby se neustale vyviji. Za poslednich deset let
zaznamenal vyvoj PDT velky nartist a nasel uplatnéni u Sirokého spektra

nadorovych onemocnéni.

Terapeuticky potencidl svétla se vyuziva pii 1é¢be vice nez tisic let
(Straten et al., 2017). Ve starovékém Egypté, Ciné nebo Indii bylo svétlo
vyuzivano ve spojeni s reaktivnimi chemikaliemi k 1éceni svalii, psoridzy nebo
rakovin kiize (Ackroyd et al., 2001). V modernich dé€jinach je ptelomovy rok
1900, kdy byla nékolika védci nezavisle objevena bunétna smrt zplisobena
kombinaci nékterych chemikalii a svétla. Prvnim z objeviteli byl Oscar Raab,
ktery pti mikroskopickém zkoumani bicikovcti druhu Paramecium pozoroval
pfi barveni akridinovymi barvivy sniZzeni pohyblivosti v zavislosti na délce
expozice vuci svétlu (Straten et al., 2017). Ve stejném roce prispél k vyzkumu
Jean Prime, ktery pracoval s eosinem, pouzivanym k 1é¢bé epilepsie - peroralné
podavany eosin zptisoboval rozsahlé zanéty ktize pii expozici ktize slunecnimu
zateni (Straten et al., 2017). Prvni uziti fotodynamického ptisobeni je dolozeno
u Meyera — Betzeho z roku 1913 (Straten et al., 2017), jenz vyuzil ke svému
experimentu hematoporfyrin. Po aplikaci na svou vlastni kiizi a vystaveni
svételnému zatreni pozoroval bolest a otoky. Diamond et al. (1972) publikovali
studii uvadéjici, ze derivaty hematoporfyrinu ve fotodynamické terapii by
mohly byt vyuzity pfi 1écbe rakoviny, nebot’ v experimentech na mysich byl
vypozorovan snizeny rist gliomu jiz po nékolika tydnech aplikace této metody.
Béhem sedmdesatych let minulého stoleti vydlazdili Daugherty et al. (1975)
cestu pro PDT v té formé, jak je pouzivana dnes — 1é¢ba nadord s pouzitim
hematoporfyrinu a jeho derivati v kombinaci s cervenym svétlem, které dobie

pronikd do Zzivocisné tkané. Vyzkum zacal piechazet z experimentalnich



modelll mysi na piimé 1éceni lidské populace. Studie Dougherthyho et al.
(1978) prezentovala vysledky 1é¢by dvaceti péti pacienti s mnohacetnymi
nadory klze - pozitivni vysledky pfinesla 1écba devadesati osmi ze sto tfinacti
nadori,, c¢astecnd odezva pak nastala u dalSich tfinacti nadorti a pouze dva
nadory se jevily jako PDT rezistentni. Prave tyto studie byly kli¢ové pro prvni
klinicky schvalenou 1écbu mocového méchyie, kterd byla uskuteénéna v

Kanadé¢ v roce 1993 (Straten et al., 2017).

2. Princip metody PDT

Fotodynamicka terapie je zaloZena na fotochemické tvorb¢ reaktivnich
molekul kysliku (reactive oxygen species, ROS) z molekularniho kysliku
pritomného v tkanich. Hlavni reaktivni molekulou kysliku v této terapii je tzv.
singletovy kyslik. K tomu, aby se singletovy kyslik tvofil, je zapotitebi
pritomnosti tzv. senzitizatorli, coz jsou obecné organicka barviva (Mehraban &

Freeman, 2015).

Molekularni kyslik je relativné silnym oxida¢nim c¢inidlem - jeho
standardni elektrodovy potencial pro Ctyfelektronovy piechod na vodu je
+1,27 V ve vodném prosttedi (Brezonik et al., 2011). Pfesto nedochazi

v ptitomnosti rozpusténého kysliku k oxidaci organickych latek.

Dtvodem je molekularni struktura kysliku, resp. pritomnost dvou
neparovych elektronii v jeho molekule, jak vysvétluje teorie molekulovych
orbitaltt (TMO). Na Obr. 1 v ¢asti A je ukazéna tvorba molekulovych orbitalt

z atomovych orbitalii v molekule kysliku.



A B C

molecular
orbitals

atomic
orbitals

Triplet state Singlet states

Obr. 1: Molekula kysliku: zakladni tripletovy stav, A, a dva excitované
singletové stavy, B, C (Scholz M., 2011).

Z valen¢nich orbitald 2p dvou vazicich se atomu kysliku je vytvofeno
Sest molekulovych orbitalti, které jsou podle stoupajici energie sefazeny
nasledovné: vazebny orbital cp, vazebné orbitaly mx a my o stejné energii,

antivazebné orbitaly ntx" a mty" téZ o stejné energii a antivazebny orbital o, ".

Osm valen¢nich elektroni z ptivodnich atomovych orbitald p je
v novych molekulovych orbitalech uspotadano podle vystavbového principu
analogického pro obsazovani atomovych orbitald v atomech. Proto jsou dva
elektrony, jez zbyvaji na antivazebné orbitaly my" a m," rozmistény po jednom
do kazdého ztéchto orbital. Molekula kysliku ma tedy v zakladnim

energetickém stavu dva neparové elektrony.

Ve spektroskopii je definovana tzv. multiplicitu stavu, ktera se pocita
podle vztahu 2S+1, kde S je celkové spinové ¢islo molekuly. Jsou-li v molekule
dva nesparované elektrony (kazdy s hodnotou spinového ¢isla + /2),je S=1a
multiplicita stavu se rovna tiem, proto se tento stav nazyva tripletovy. Zakladni
elektronovy stav kysliku je vzhledem ke dvéma nesparovanym elektronim

stavem tripletovym.



V organickych molekuldch jsou elektrony v zdkladnim stavu
sparovany, takze hodnota S = 0 a multiplicita stavu je rovna jedné. Tento stav

se nazyva singletovy.

Pro reakce singletovych molekul s tripletovou molekulou na singletové
produkty (oxidované organické slouceniny) plati podle pravidla zachovani
spinu spinovy zakaz. VSechny reakce kysliku v zikladnim stavu se
singletovymi molekulami maji velmi vysokou aktivacni energii a probihaji
méfitelnou rychlosti jen tehdy, kdyz se podafi vytvotit podminky pro obejiti
spinového zdkazu at’ jiz formou katalyzy ionty kovl ¢i formou aktivace
(excitace) kysliku ze zakladniho stavu tripletového do excitovaného

singletového stavu (Lang et al., 2005).

Singletové stavy (tedy stavy se sparovanymi elektrony) jsou u molekuly
kysliku dva, jak je vidét v ¢asti B a C na Obr. 1. Kyslik v téchto energetickych
stavech je oznaCovan jako singletovy kyslik. Singletovému kysliku nic nebrani
v reakci s organickymi molekulami, oxidace organickych molekul je v jeho

pfitomnosti velmi rychla.

Singletovy  kyslik je mozné pfipravit fotochemicky  tzv.
fotosenzitizovanou reakci, tedy v ptitomnosti nékterych organickych barviv,
nazyvanych senzitizatory. Pfikladem senzitizatoru je methylenova modi
(Cooper & Goswami, 2002), nékteré ftalocyaniny, hematoporfyrin a jeho

derivaty — nejcastéji pouzivany Photofrin® (Straten et al., 2017).

Senzitizatory jsou organické molekuly, tudiz jejich zakladni
energeticky stav je stav singletovy. Tento stav (zakladni singletovy) je
oznacovan So. Pohlcenim elektromagnetického zareni o vhodné energii (vinové
délce) miize byt organicka molekula excitovana do vyssiho energetického stavu
S1. Z takto nestabilniho a kratkodobého stavu se senzitizator vraci do svého
pocatecniho stavu So obvykle tim, Ze excitacni energie je pfeménéna na teplo
nebo u nékterych latek tim, Ze dochézi k luminiscenci - fluorescenci (Straten et
al. 2017).

Alternativné u nekterych latek (a prave takové latky se pouzivaji jako
senzitizatory) dojde kprocesu nazvanému mezisystémovy pirechod

(intersystem crossing, ISC), tedy ke zmén¢ spinu elektronu (Benov, 2015). Tim



se systém barviva dostane do stavu, kdy jsou dva elektrony nesparované.
Vznikly tripletovy stav organické molekuly, oznaCovany jako Ti, mé relativné
dlouhou Zivotnost, v fadu az nékolika desitek milisekund (Takemura et al.,
1989).

Z tohoto tripletového stavu T1 miize senzitizator piejit zpét do zakladniho stavu
vyzafenim svétla, tzv. fosforescenci, nebo piipadné kolizi s jinymi druhy
molekul. Cim del§i je Zivotnost senzitizatoru ve stavu Ti, tim vyssi je

pravdépodobnost ndrazu na jinou molekulou (Benov, 2015).

Interakci senzitizatoru v tripletovém stavu Ti s molekularnim kyslikem
v zékladnim (téz tripletovém) stavu, miize dojit k pfenosu energie z organické
molekuly na kyslik, vjejimz dasledku se zméni spin jednoho z elektronii
kysliku a tim se stav kysliku z tripletového zméni na singletovy. Mechanismus

fotosenzitizované tvorby singletového kysliku je znazornén na Obr. 2.
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- \ molekularni kyslik
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excitovany singletovy I A
stav -
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zékladni elektronovy
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Obr. 2: Fotosenzitizovana tvorba singletového kysliku.

DeRosa & Cruchley (2002) uvadéji, ze molekula senzitizatoru muze
opakovanou absorpci svétla (excitaci) a naslednym mezisystémovym
prechodem a interakci s molekularnim kyslikem vyprodukovat tisic az sto tisic

molekul singletového kysliku.




Latky slouzici jako fotosenzitizatory maji v mnoha piipadech tu
vlastnost, ze se hromadi v rakovinné tkéni vic nez v jinych tkdnich organismu

(Levy, 1994).

Po ozafeni rakovinné tkdn¢ vhodnym svétlem, které je schopno vyvolat
excitaci molekul senzitizatoru, dojde k produkovani molekul singletového
kysliku in situ a jejich nasledné reakci s organickymi molekulami (zejména
bilkovinami a nukleovymi kyselinami) v rakovinné tkani, ¢imz dojde

k degradaci téchto molekul a tim zniceni rakovinné tkané.

Fotodynamickou terapii Ize pouzivat u povrchovych nador (nadory
ktze) nebo u nadorii endoskopicky pfistupnych (napt. nadory hltanu, hrtanu,

mocového ustroji).

3. Fotosenzitizatory pouzivané v PDT

Aby latka mohla byt pouzita jako senzitizator, musi spliiovat nékteré
zéakladni pozadavky: Senzitizator nesmi byt toxicky, nemél by zptisobovat ani
alergické ¢i drazdivé reakce. Mélo by se jednat o dobie definovanou chemicky
Cistou latku. Podéani senzitizatoru by mélo byt jednoduché. Senzitizator by mél
absorbovat svétlo idedlné¢ na rozhrani Cervené casti viditelného spektra a
kratkovlnné infracervené oblasti spektra (Rosa & de Silva, 2014), kde je
penetrace zareni do Zivocisné tkané nejvetsi. Senzitizator by mél mit vysoky
kvantovy vytézek tvorby singletového kysliku. M¢l by se ztéla rychle
vylucovat, aby nepretrvavala citlivost na svétlo. Nezanedbatelnd je také
stabilita senzitizatoru pfi skladovani (Straten et al., 2017).

Fotosenzitizatory pro PDT se déli do tii generaci na zédkladé¢ doby vyvoje a

jejich vlastnosti.
Do prvni generace patifi hematoporfyriny a jejich derivaty.
Hematoporphyrin je porfyrin pfipraveny z hemu, jeho strukturu ukazuje Obr. 3.
Derivaty hematoporfyrinu jsou ziskavany acetylaci nebo esterovou ¢i

etherovou vazbou mezi dvéma hematoporfyrinovymi jednotkami (Byrne et al.,

1990) .



Nejznaméjsim senzitizatorem této skupiny je Photofrin®, coz je smés dimeru a
trimeru hematoporfyrinii svazanych éterovou vazbou (Ormond & Freeman,

2013).

HO
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Obr. 3.: Struktura hematoporphyrinu.

Photofrin mé absorpéni maximum u 630 nm, kde je efektivni penetrace
svétla do zivocisnych tkani relativné mala (2 — 3 mm), takze jeho pouziti je
omezeno na povrchové tumory. Vykazuje dlouhou kozni fototoxicitu (Sest az
deset tydni), takze pacienti se musi vyhnout po tuto dobu slune¢nimu svétlu i
siln€jSimu umélému osvétleni. Jeho vyhodou jsou velké kvantové vytézky
tvorby singletového kysliku a jeho bezpec¢nost. Byl povolen pro klinické pouziti
nejprve v Kanadé na rakovinu mocového méchyie. Schvaleni probéhlo na
zaklad¢ dikladné studie, které se zucastnilo 25 pacientd s mnohacetnym
vyskytem rakoviny klize. Zaznamenani Uspésné vyléceni bylo pozorovano u 98
z 113 nadort (Straten et al., 2017). Pozd&ji byl Photofrin® schvalen v USA
v roce 1995 na rakovinu jicnu, v roce 1998 na rakovinu plic a v roce 2003 na
Barrettiv jicen. Od té doby se jeho pouziti rozsitilo na rakovinna onemocnéni
v oblasti hlavy, krku, bficha, mozku, kuZe, prsu a délozniho ¢ipku (Ormond a

Freeman, 2013).



Prestoze se jedna o nejpouzivanéjsi senzitizator pro 1é¢bu rakoviny,
Photofrin® nesplituje podminku definované slouceniny (je smési molekul) a
vykazuje nizkou absorpci svétla pii vinové délce s relativné Spatnou penetraci
svétla do tkané. Pro terapeuticky ucinek, je zapotiebi dodavat vysoké davky
Photofrinu® (Straten et al., 2017). VSechny tyto nezddouci aspekty postupné

vedly k vyvoji druhé generace senzitisatoru.

Senzitisatory druhé generace se pokousely o snizeni celkové davky
1é¢iva a jeho rychlejSiho vylou€eni z organismu ¢i metabolického odbourani, a
to z tydnti na dny (Straten et al., 2017). Fotochemické vlastnosti téchto novych
senzitizator byly upravovany tak, aby k absorpci svétla dochazelo pti delSich
vinovych délkach, které 1épe pronikaji do zivocisné tkan¢€, coz umoziuje 1écbu
nadort v hlubsich vrstvach tkani nebo pouziti svételnych zdrojii o niz$im

vykonu pro povrchové tkan¢ (O’Connor et al., 2009).

K senzitizatorim této druhé generace patii velké mnozstvi sloucenin

riznych skupin, napf. porfyriny, chloriny, ftalocyaniny, antrachinony, xantiny.

Synteticky  pfipravené  porfyriny, napt. m-THPP, meta-
tetra(hydroxyphenyl)porphyrin (Obr. 4) a TPPS4, 5,10,15,20-tetrakis(4-
sulfanatophenyl)-21H,23H-porphyrin (Obr. 5.) , nebyly pfili§ uspésné, protoze
m-THPP vykazoval vysokou fototoxicitu na kazi a TPPS4 zase nizkou

fotochemickou ucinnost (Ormond a Freeman 2013).
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Obr. 4.: Struktura m-THPP, meta-tetra(hydroxyphenyl)porphyrinu
(PubChem).
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Obr. 5.: Struktura TPPS4, 5,10,15,20-tetrakis(4- sulfanatophenyl)-
21H,23H-porphyrinu (Song et al., 2013).




Velikého aplikaéniho rozsifeni doznalo vyuziti endogenniho
Photoporphyrinu IX (PpIX), ktery se vorganismu tvoii zexogenni 5-
aminolevulové kyseliny (ALA) (Obr. 6), prekurzoru tvorby hemu, tvofené¢ho

syntézou aminokyseliny glycinu se sukcinylkoenzymem (Hua et al., 2018).

Po aplikaci ALA na kiizi dojde k proniknuti do podkoznich tkani a tam
je ALA enzymaticky transformovéna na PpIX (Protophorphyrin IX). PpIX se
hromadi v mitochondriich, protoze jeho pfeména na hem je pomalejsi nez
ptedchozi kroky (Ormond, Freeman, 2013). Absorpéni maximum PpIX je pfi
pomérné kratkych vinovych délekach (630 — 635 nm), ale jeho velkou vyhodou
je, ze je metabolizovan v prubéhu 48 hodin a tim je zna¢né¢ omezena kozni

fotosenzitivita (Juzenienne et al., 2013)

Mitochondrie Cytosol

Protoporfobinlin IlI

!

Protoporfyrin IX

FeZ* \

Koproporfyrinogen IlI

A

Sukcinyl - CoA

Glycin %

5 — aminolevulova
kyselina

Porfobilinogen

Obr. 6.: Syntéza 5 — aminolevulové kyseliny — dle (Bunn & Forget, 2002).
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ALA metylester byl v roce 2004 schvélen pro 1écbu aktinické keratozy
(kozni 1éze vznikajici na mistech chronicky vystavovanych slune¢nimu zateni).
Tato latka je téz schvalena v mnoha evropskych zemich, na Novém Zélandu a
v Australii k 1éceni superficidlnich 1 nodularnich bazaliomti i epitelovych

koznich nadorti (Wan & Lin, 2014).

Dalsi skupinou senzitizatorti druhé generace jsou chloriny (Obr. 7).
Chloriny obsahuji také tetrapyrol, ale caste¢n¢ hydrogenovany na jednom
z pyrolovych jader. K absorpci chlorinti dochazi pti delsich vinovych délkach
nez u porfyrind (650 - 660 nm) a jsou charakteristické vysokym vytézkem

reaktivnich forem kysliku (Rosa & de Silva, 2014).

Obr. 7.: Struktura chlorinu.

Chloriny jsou schopny vézat se prednostné do nadorové tkané. U
rakovinnych buné¢k je znam Warburgiv efekt — zvySeny piijem glukozy oproti
zdravym buikam (Kataoka et al., 2017). Tohoto jevu vyuzili Kataoka et al.
(2017) pfi syntéze zcela nového senzitizatoru, ktery nazvali G-chlorin. G-
chlorin je chlorin konjugovany se ¢tyfmi molekulami glukézy. Piisobi nejen
jako senzitizator, ktery vykazuje silné protinddorové ucinky, ale lze jej lze
vyuzit i pti zobrazovacich metodach tumoru, protoze G-chlorin pfi excitaci UV
svétlem vyzafuje Cervené svétlo a tim umozni pozorovani bunék (Kataoka et

al., 2017).
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Ftalocyaniny jsou téz cyklické molekuly slozené ze ¢tyt isoindolovych

jednotek spojenych dusikovymi atomy (Obr. 8).
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J~NH /N/
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Obr. 8.: Struktura ftalocyaniny — v rdmecku isoindolové jednotka.

Velmi casto jsou v molekulach ftalocyaninti koordinaéné kovalentni
vazbou vazany atomy prechodnych kovil, jejichz pfitomnost zvySuje
pravdépodobnost mezisystémového prechodu (intersystem crossing) a tim
tvorbu tripletového stavu barviva (Ormond a Freeman, 2013). Ftalocyaniny
maji diky své struktufe absorpci posunutou k delSim vlnovym délkam s
maximem absorpce 670 — 700 nm (Ormond a Freeman, 2013), coz je z hlediska
pronikani svétla do tkani vyrazné¢ vhodnéjsi vinova délka nez napf. u
Photofrinu®. Dalsi vyhodou ftalocyaninti je dle Roseho a Silvy (2014) vysoka
produkce reaktivnich ¢astic kysliku (ROS - reactive oxygen species). Jejich
nevyhodou je, ze zpusobuji fotosenzitivitu klize po dobu nékolika tydna

(Ormond a Freeman, 2013).

Tetrasulfoftalocyanin hlinity (AlPcSs) byl vroce 2001 schvélen
v Rusku pro 1é¢bu nadori zaludku, kiize, rt, Gstni dutiny a opakujici se

rakoviny prsu. Nyni probihaji klinické studie s dal§imi ftalocyaniny.

Xantheny jsou cyklické slouceniny se tfemi kondenzovanymi

aromatickymi kruhy jako v molekule antracenu, pfi¢emz na prostfednim kruhu
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je jeden nebo vice heteroatomii (Rosa & de Silva, 2014). Xantheny jsou
senzitizatory, které se nevazi k bunééné membrané, ale jsou lokalizovany v
cytoplazmé. Ptikladem xanthenovych senzitizatorl je bengalska Cerven (Rose

bengal) a methylenova modf, znazornéné na Obr. 9.

Cl
N ,CH3

CI:H3 . XH2O

Obr. 9.: Struktura — bengalska Cervenn — A (Sigma Aldrich) a methylenova modi
— B (Sigma Aldrich).

Ptitomnost halogenu v molekule bengalské Cerveni zvySuje t¢innost
tvorby OH radikalt, senzitizatory na bazi methylenové modfi zase vykazuji
vysokou ucinnost mezisystémového prechodu a tedy néasledné tvorby
singletového kysliku (Ormond a Freeman, 2013). Bengalskd cerven je
experimentalné vyuzivdna u karcinomu prsu a melanomu s metastazemi.
Methylénova modi je hodnocena jako vyznamna pro tzv. Graft-versus-host
disease (GVHD), kterd vznikd jako nésledek imunologické odpoveédi na
lymfocyty v transfuzni krvi. PDT s methylenovou modfi jako senzitizdtorem

nici lymfocyty apoptdézou (Ormond a Freeman, 2013).

Tteti generaci predstavuji senzitizatory druhé generace modifikované
navazanim konjugéati jako jsou protilatky, lipozomy nebo nékteré malé
molekuly. Divodem modifikace je zlepSeni fyzikalnich, chemickych a
terapeutickych vlastnosti a to zejména zvySeni selektivity senzitizatoru
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k tumor6zni tkdni oproti zdravé tkani, zvySeni jeho afinity k nadorové tkani a

zlepseni specifické vazby na nddorovou tkan (Josefsen a Boyle, 2008).

4. PDT na drovni bunék

Odpovéd’ bunky na fotodynamickou terapii, tedy odumieni oSetfené
tkan¢, zavisi na mnoha faktorech jako je napiiklad koncentrace kysliku
ve tkani, chemické vlastnosti fotosenzitizatoru, vinova délka pouzitého svétla,
ale ptedevsim lokalizace senzitizatoru (Benov, 2015; Straten et al., 2017) a jeho
déavce (Kessel et al., 1995). Ten se mize vazat k riznym bunéénym organeldm
— plazmatické membran¢, lysosomim, mitochondriim, Golgiho aparatu ¢i
endoplazmatickému retikulu (Straten et al., 2017). Po ozafeni tkané se
senzitizatorem dochazi k senzitizované tvorbé singletového kysliku a do jisté
miry i dalSich reaktivnich ¢astic obsahujicich kyslik, které maji silné oxida¢ni
ucinky. Oxidace tkanovych struktur témito nespecifickymi oxida¢nimi
casticemi vede k destrukcei tkdn€ na rtiznych bunéénych trovnich. K letalnim
mechanismiim zptsobenym fotodynamickou terapii patii vSechny tfi hlavni

cesty bunécné smrti — apoptdza, nekrdza a autofagie (Saini & Poh, 2013).

Apoptoza je obecné spousténa tfadou nékolika faktort: posSkozenim
DNA, ozafenim, reaktivnimi casticemi obsahujicimi kyslik ¢i zvySenou
vnitrobunéénou hladinou vapniku. Tyto stimuly maji vliv na funkci
mitochondrii, které jsou povazovany za klicové regulatory apoptodzy a to pfi
aktivaci kaskady kaspaz, coz jsou cysteinové protedzy (Susin et al. 1998);

Wyld et al., 2001). PDT muze interagovat s fadou z téchto metabolickych cest.

Davka senzitizatoru muze ovliviiovat cesty bunééné smrti tak, Zze pfi
malych davkach jsou mechanismy apoptdzy aktivovany, zatimco pii vétSich
davkach je poskozen samotny mechanismus apoptdézy a dochédzi k nekroze

(Kessel et al. 1995; Wyld et al., 2001).

PDT, pfi niz dochazi k vazb¢ pouzitého senzitizatoru na mitochondrie,
se fadi mezi nejucinngjsi protinadorovou terapii, kterd vyvola okamzitou
bunécnou odpoveéd. Studie Benova (2015) uvadi, ze fotosenzitizatory vazané

na mitochondridlni membrany jsou pii zabijeni buitkky mnohem G¢inngjsi nez
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ty, které se poji k jinym bunéénym organeldm. Pfi zachovani stalych podminek
spoustéji fotosenzitizatory, které se navazuji na mitochondridlni membrany
uvniti bunky apoptickou destrukci. Apoptdza vznikd nasledkem oxidac¢niho
stresu, ktery je vyvijen na buniku pisobenim ROS a superoxidovanym aniontem
— vznika jako sekundarni produkt, ktery vede k destrukci transportniho fetézce

elektront a rozptyleni potencialu z mitochondridlni membrany (Benov, 2015).

Senzitizatory, které se vazi na lysosomy a indukuji mirné oxidacni
poskozeni tkan€, zplsobuji apoptéozu. Naopak rozsahlé poskozeni
fotosenzitizatorem na plazmatické membrané blokuje program apoptozy, ¢imz
dochazi k aktivaci nekrotického sytému (Benov, 2015). Lokalizace
senzitizatoru na Golgiho komplexu spousti nekroézu. Zavazné poskozeni bunky
zablokuje produkci ATP — a donuti butiku k sebeposkozeni nekrézou (Benov,

2015).

Stejny fotosenzitizdtor miize spustit apotdézu i nekrotickou reakci.
Hlavnim faktorem pii autofagii jsou opét vySe davky PDT a lokalizace

senzitizatoru.

Bunka ma schopnost degradovat poskozené organely pomoci tvorby
autofagoszomu — struktury s dvojitou membranou a lysozomd, které degraduji
bunécny obsah. Autofagie byla pozorovana jako reakce bun¢k pii PDT (Straten
et al., 2017). Z toho lze soudit, Ze pokud jsou apoptotické drahy poskozeny a
nemuze tak dochazet k procesu apoptdzy, ale koncentrace senzitizatoru a
intenzita svétla nejsou tak vysoké, aby vyvolaly nekrdzu, je autofagie hlavni

proces zodpovédny za bunéénou smrt (Straten et al., 2017).

Pro vyhodnoceni terapeutického vysledku PDT a zjistovani typu bunécné
smrti se od samého zavedeni PDT pouzivaly moderni zobrazovaci techniky
jako pocitatova tomografie (CT), pozitronova emisni tomografie (PET),
magnetickd rezonance (MRI), fluorescence s vyuzitim specidlnich
fluorescencnich prob a nékteré dalsi (Celli et al., 2010). Ve vSech ptipadech se

provadélo zobrazeni tkan¢ pred zakrokem i po ném.
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5. PDT na urovni tumoru

Fotosenzitizatory jsou pfijimany stejnym zptisobem jak u zdravych tak
i u nadorovych bunék. Zdravé tkan¢ jsou schopny eliminace pfijatého
senzitizatoru. Nadorové buiniky maji poSkozenou funkci a nejsou schopné
zbavovat se nahromadénych senzitizatort (Straten et al., 2017). Tim dochazi k
nartistu mnozstvi senzitizatoru v nadorovych bunikach. Obecné je znamo, ze
nadorové buniky maji odliSny metabolismus a zvysené pozadavky na piijem
zivin a energie, tj. glukdzy. Tvorba ATP v nadorovych buikéach vzristd a
naopak klesa produkce mitochondrialni glykolyzy. Po pouziti metody PDT
dochazi v rakovinové bunce k procesu hypoxie v disledku snizeni cévniho
zasobeni tumoru a tim ubytkem kysliku v buiice. Buiice chybi faktory pro
zéakladni zivotni podminky. Smrt nastava po zahdjeni imunitni reakce, kdy
organismus rozeznava buiky poSkozené fotodynamickou terapii a nasledné je
odstranétiuje  fagocytézou makrofagy. V disledku  neustdlého a
nekontrolovatelného ristu nadorovych bunék dochazi ke vzniku abnormalnich
morfologickych tvarii buiikky a k poskozeni vnitini struktury (Straten et al.,
2017). Makromolekuly v buiikdch jsou stésnané a dostidvaji se do

extravaskuldrniho prostoru (Straten et al., 2017).

S vyvojem rakoviny uzce souvisi vytvareni novych cév k prokrveni
tkané. Poskozeni stavajici struktury v nadorové buiice vede k jeji destrukei a
tim inhibici tvorby novych cév (Straten et al., 2017). Poskozeni vaskularity se
zvysuje pii zkraceni intervalu mezi podanim fotosenzitizatoru a ozafenim tkané
(Fingar et al., 1999) PDT nejprve poskozuje endotelialni bunky, coz zpisobuje
jejich vzijemné odtazeni a vznik volného prostoru mezi endotelidlnimi
buitkami a podkladovou tkani (Straten et al., 2017). Pfi rozsahlém poskozeni
struktury  produkuji  endotelidlni bunky koagulacni faktory, napf.
glykoproteiny, kter¢ aktivuji krevni desticky a dochazi ke vzniku trombu a cévy
se uzaviraji. Nepruchodnost cév vede k hypoxii a zastaveni ptivodu zivin a krve

do organu (Straten et al., 2017).

Spusténi imunitni reakce je dalsi krok, ktery se uplatituje pti destrukci
nadoru. Oxidacni stres v bunice zvysSuje expresi proteini tepelného Soku, tj.
proteintl zodpovédnych za univerzalni stresovou odpoveéd’ bunky v extrémnich
podminkach, ve kterych bufika tézce preziva. Vznikajici reakce souvisi
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s proliferaci zanétlivych cytokinl a spousténim zanétlivé reakce (Elenkov &
Chrousos, 2006). Behem bunécné lyzy se uvoliuji buiiky spojené s imunitni
reakci — makrofagy, lymfocyty a dendritické bunky (Straten et al., 2017).
Imunitni buiky hraji dalezitou roli pfi odstratiovani bunéénych zbytkl a
podpoie pfi hojeni tkané. Fotodynamicka terapie spousti v bunkach akutni
zangtlivou reakci. Ta vede k fagocytéze odumirajicich apoptotickych a
nekrotickych bunék. V Cele fagocytarni drahy stoji dendritické bunky, které
odklizeji bunééné zbytky a odumfielé tkané. Zralé dendritické builky maji
schopnost prezentovat antigeny a aktivovat T-lymfocyty . Nasleduje reakce
antigen prezentujicich dendritickych bunék s pomocnymi CD4 buitkami, které
nasledné¢ aktivuji toxické CD8 (CTL) T-lymfocyty. Cytotoxické buiky
rozpoznavaji nadorové bunky a vyvoldvaji protinadorovou imunitni reakci

(Straten et al., 2017).

6. Priklady aplikace PDT

Predpoklad uspésné 1€cby spociva ve spravné piipraveé cileného mista
na ktzi. Postup je podrobné popsan v praci Issy & Manela-Azuly (2010). Pied
zakrokem by méla byt klize dokonale ocisténa, k tomu se pouziva obvykle
alkohol na vatovém tampénu. Nasleduje pfipadné odstranéni poskozené tkané
na povrchu osetfovaného mista pomoci kyrety. Suchou gézou je oSetiena
krvaciva rana a je aplikovan fotosenzitizator, resp. jeho prekurzor (5-ALA),
ve form¢ krému nanesené¢ho v tenké vrstvé cca 1 mm (Obr. 10). Naneseny
pripravek se neché ptisobit cca tii hodiny, béhem této doby je postizené misto
zakryto hlinikovou f6lii kvtili ochrané zdravé tkané v okoli nemocného misto

pred dennim svétlem.

Zbytek krému je po tfech hodinach odstranén z pokozky pomoci suché
gazy nebo fyziologického roztoku a nemocna tkan (s dobfe zakrytou okolni
zdravou tkéni) je vystavena expozici cerveného svétla o vinové délce 635 nm a

celkové davce energie 37 J/cm?.

Pocet davek u jednotlivych typi nadorovych onemocnéni se muze
vyrazn¢ lisit, 1é¢ba probiha obvykle ve dvou fazich, pficemz druha faze
nasleduje po uplynuti 3 mésicii od prvni 1écby v ptipadé aktinické keratozy a
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pouze jednoho tydny u bazoliomu ¢i Bowenovy choroby,tj. karcinomu

v povrchové vrstvy kiize (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Obr.10: Aplikace kyseliny aminolevulové pomoci dievéné Spachtle, A a
naneseni ochrany senzitizdtoru pomoci hlinikové folie, B (Issa & Manela —

Azulay, 2010).

U aktinické keratozy (Obr. 11), coz jsou hrubé tmavé skvrny na kiizi,
ktera byla nadmérné vystavovana slune¢nimu zéfeni, a z niz se miize vyvinout
nadorové onemocnéni, je lokdlni 1é¢bou dosazeno v 73 — 100% uspésného

odstranéni téchto skvrn (Issa & Manela — Azulay, 2010).
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Obr. 11: Aktinické keratdza pred pouzitim metody PDT, A a stejna tvar po tfech
mésicich 1é¢by aktinické keratozy, B (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Bazaliom, karcinom bazalnich bunék, se fadi mezi nejbézné&jsi maligni
nadorova onemocnéni kiize, nebot’ €ini vice nez 70% téchto onemocnéni (Issa
& Manela — Azulay, 2010). Kvili omezené penetraci svétla do tkdni by neméla
tloustka nadorového novotvaru presdhnout 3 mm, aby doslo ke kompletnimu
zhojeni (Issa & Manela — Azulay, 2010). Hlavnimi vyhodami pro PDT Iécbu
malignich nadord kiize jsou zkraceni doby zotaveni po provedeném zakroku,
vynikajici kosmetické vysledky, vysoké procento (az 95%) vyléCenych
pacientil a ispé$nost 1écby u starSich pacientt (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Fotodynamickou terapii Ize vyuzit pfi nemalignich onemocnénich ktze,
napt. nasledki zmén, které jsou spojeny s obdobim puberty a hormonalni
nestabilitou. Mechanismus PDT zahrnuje proces fotodestrukce, pii kterém
dochazi ke zmenseni mazovych 714z a k celkovému snizeni sekrece mazu (Issa
& Manela — Azulay, 2010). V tomto ptipad¢ je 5-ALA, tedy prekurzor
fotosenzitizatoru PpIX, podavana pacientiim peroralné ve forme¢ tablet o davce
10 mg/kg (Issa & Manela — Azulay, 2010). Ctyti hodiny po podani ALA
kyseliny dochazi kozafeni polychromatickym svétlem s maximem
vyzatovaného vykonu u vinové délky 630 nm (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Inkubacni doba, tj. doba pottebnd k dokonalé penetraci fotosenzitizatoru do
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tkang, se uvadi v rozmezi mezi 15 minutami az tfemi hodinami podle typu

onemocnéni (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Krom¢ dermatologickych aplikaci je PDT hojné pouzivand i

v pripadech onemocnéni v oblasti hlavy a krku.

Do oblasti hlavy a krku se fadi nadory v dutin€ Gstni, hltanu a hrtanu.
Vyskyt novotvarti zptisobuje problémy s dychanim, znemoziuje polknuti a tim
i pfijem potravin (Issa & Manela — Azulay, 2010). Chirurgické zakroky jsou
invazivni a pro pacienta Casto smrtelné¢ - az z 50% (Issa & Manela — Azulay,
2010). Metoda PDT se jevi jako vhodngjsi, ma ovSem své uplatnéni pouze pti
vyskytu povrchové rostoucich karcinomil jako jsou karcinom bazalnich bun¢k
¢i spinocelularni karcinom. Pouziti PDT v ¢asném stadiu vede obvykle
k dobrému klinickému i kosmetickému vysledku bez prodlouzené citlivosti

kize na svétlo (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Jak uvadéji Ferlay et al. (2015), byla rakovina jicnu v roce 2012 Sestou
nejcastejsi pri¢inou umrti na rakovinu na svété. Zhoubny novotvar se tvori
bud’to v horni a stfedni ¢asti jicnu (tzv. jicnovy skvamocelularni karcinom
bun¢k) nebo je postizena dolni oblast jicnu, kde svym vyskytem ptrevlada
adenokarcinom. Skvamocelularni karcinom  maé castéjSi vyskyt nez
adenokarcinom. Nador lze chirurgicky odstranit i tehdy, kdyz se jedna o
rozsahly nador, ale jednd se o metodu s vysokym procentem Umrtnosti po
provedeném zakroku (Straten et al., 2017). Fotodynamicka terapie se ukazala
jako u¢innd metoda pii 1é¢be béznych 1ézi, které neptesahuji velikosti 3 cm
(Straten et al., 2017). Lécba pomoci PDT neptedstavuje pro pacienty takovou
hrozbu jako samotny chirurgicky zakrok (Straten et al., 2017).

Metoda fotodynamické terapie se dnes vyuziva pii 1écbé dalSich
onemocnéni rizného typu vcetné nékterych zanétlivych, infekénich a
imunologickych onemocnéni. Do téchto skupin spadaji onemocnéni rizného
druhu — virové bradavice, psoridzy (Issa & Manela — Azulay) ¢i mykodz,

lanshamsiazy nebo lidského papillomaviru (Wan & Lin, 2014).

Béhem osetfeni PDT metodou dochdzi u pacientl k pocitu paleni ¢i
svédéni na postizeném misté. Tkan je poskozena reaktivnim kyslikem, coz

vede k podrazdéni nervového stimulu (Issa & Manela — Azulay, 2010). Vedlejsi

20



ucinky 1é¢by se zacinaji projevovat v prvnich minutidch po zacatku osetieni a
pretrvavaji i nékolik hodin, napf. otok v okoli ozafené¢ho mista (Obr.12). Za
pouziti ALA kyseliny se mlize u pacientli objevit pocit zvraceni a nevolnost,
jelikoz dochdzi k pfechodnym zméndm ve sloZeni jaternich enzymu (Issa &
Manela — Azulay, 2010). Pfi pouziti vysoké davky svétla zdroven muize ve
vzacnych pripadech dochazet az ke vzniku puchyit, viedi nebo zahijeni
nekrotického procesu tkané jiz v priibéhu ozatovani (Issa & Manela — Azulay,
2010). Pied pouzitim fotodynamické terapie by mélo dojit ke zvéazeni, zda
pacient neni alergicky na néktery z fady fotosenzitizatorti a ptipadné volbé
jiného, vhodnéjsiho senzitizatoru, ktery nepovede u pacienta k alergickym

reakcim (Issa & Manela — Azulay, 2010).

Obr.12: Otok vznikly ihned po pouziti fotodynamickeé terapie (Issa &
Manela — Azulay, 2010).
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7. PDT a budoucnost

Z vlastnich zkuSenosti vim, Ze pacientl, ktefi trpi nékterym
z nadorovych onemocnéni, neustdle pfibyva. Onemocnéni, na které diive
umirali tisice lidi jsou dnes jiz pomalu minulosti. Zato se neustale zvySuje pocet
vyskytl rakoviny, v jakékoliv ¢asti t€la. Nas zdravotni stav odrazi zivotni styl,
ktery zijeme (a ktery je pro kazdého jedince individudlni. Sedavy zpiisob
zivota, neustaly stres v dnesni novodobé spole¢nosti, prejidani, koufeni a Casty
alkoholismus,. to vSechno jsou faktory, které prohlubuji nezddouci déje
v jednotlivych buiikach naseho téla. Obyvatelé Ceské Republiky nejéast&ji trpi
kolorektalnim karcinomem nebo rakovinou prostaty. Na zdravotnim stavu se
také zna¢nou mérou podili prostiedi, v némz zijeme, tj. Cistota ovzdusi, prisady
pouzivané v potravinaistvi a mnohé dalsi.
I v dtsledku zlepsujicich se Zivotnich podminek a z toho plynouci vyssi doby
doziti patii v civilizovanych zemich rakovinnd onemocnéni k velmi ¢astym

onemocnénim a i pies pokroky mediciny jednim z hlavnich pfic¢in umrti.

Budoucnost vyvoje metody PDT a najiti vhodné 1éCby, ktera by
dokazala jednou pro vzdy zachranit tisice pacientl pied onemocnénim rakoviny
je klicova a hraje velmi dulezitou roli. Vzhledem k Setrnému zachdzeni
s oSetfovanym mistem pfi fotodynamické terapii a snadném pouZiti ve spojeni
s jinymi u¢innymi terapiemi — chirurgicky zakrok, chemoterapie a radioterapie,
je PDT v soucasné dobé nejlepsi volbou pro vyzkum a néslednému léceni

rakovinového onemocnéni.

Fotodynamicka terapie jesté stale nebyla zahrnuta do kritérii standardni
péce, ktera by méla byt pacientovi poskytovana (Straten et al., 2017), nebot’
studie tykajici se pravé PDT nebyly zcela dokonc¢eny — nedostatek pacientd,
kterym byla podana PDT metody. V soucasné dob¢ se fotodynamicka terapie
vyuziva pouze jako lécba zachrannd, aplikovana v nejnutnéjsich piipadech —
pfi selhani predchozi 1é€by nebo pii opakujicim se onemocnéni (Straten et al.,

2017).

Klicovym momentem je vyuziti PDT metody pii 1écbé hlavy a krku.
Tato oblast spadd do kritickych mist pfi 1é¢bach nadorového onemocnéni.

Fotodynamicka terapie ma stejn¢ srovnatelné vysledky 1écby jako chirurgicky
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zakrok u mensich 1ézi (Straten et al., 2017). Hlavni ptekézkou pro rozvoj PDT
po ukonceni studii je finan¢ni narocnost na zprovoznéni metody a jeji
momentalni nedostupnost v klinickych zatizenich, nebot’ vétSina nemocnic je
vybavena 1épe dostupnymi pfistroji k pouziti radioterapii (Straten et al., 2017).

Budouci studie se zamé&ii zejména na snizeni vedlejSich ucinka pfi
pouziti fotosenzitizatori a budou zkoumat, jaka davka je pro pacienta nejvice
pfinosna. Hlavnim vedlejSim ucinkem pii pouziti fotosenzitizatoru prvni
generace u PDT terapie se uvadi nedostatecné pronikani svétla do tkéani a ptilis
zdlouhava rekonvalescence pacientll po ozafeni svétlem (Straten et al., 2017).
U senzitizatorti druhé generace se zase objevuje zdlouhava rekonvalescence
pacienti po ozafeni svétlem (Straten et al., 2017). Novodob¢jsi
fotosenzitizatory jiz vykazuji snizenou citlivost klize po ozafeni a rychlejsi
rekonvalescenci pacienti (Straten et al., 2017). Pro budouci vyuziti
fotosenzitizator v klinickych zafizenich bude nutné zavést standardizovany

postup pro 1é¢bu (Straten et al., 2017).

Pro zlepSeni penetrace tkan¢ pti 1écbé PDT se zacina uZzivat rozsifena
metoda iPDT — optického vlakna, kterd vede svétlo hloubé€ji do napadenych
tkani tumorem (Straten et al., 2017). Cilem modernich vyzkumi je zjistit

optimalni rozlozeni vlaken pti pouziti metody (Straten et al., 2017).

Studie provadéné ke zlepseni fotodynamické terapie a reakce pacientii
na jeji pouziti nabyvaji na dulezitosti srostoucim poctem nadorovych
onemocnéni. Fotodynamicka terapie se jevi jako jedna z nejvice ucinngjsich a
zaroven nejSetrnéjSich metod k odstrafiovani malignich onemocnéni (Straten et

al., 2017).
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