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2 UVOD

Ma prace na téma Fotodynamicka terapie nddorovych onemocnéni bude
pojednavat zejména o fotodynamické terapii (PDT) jako celku, o jejim vyvoji,
zakladnim principu a o jednotlivych soucastech terapie. PDT je velmi slibna a klinicky
schvalena neinvazivni terapeuticka metoda pro 1é¢bu ur¢itych malignich i nemalignich

stavu.

Zikladem je spolecnd ucast tfi hlavnich komponent: kysliku, svétla a
fotosenzitizéru (PS). PDT spociva v podani a selektivni akumulaci PS v cilové tkani,
ktery po ozafeni svétlem o vhodné vlnové délce a v pfitomnosti kysliku nasledné vede
ke vzniku toxickych produkti. Ty zpusobuji usmrceni tumorovych bunék, poskozeni

cévniho systému a vyvolani mistni zanétlivé reakce.

PDT je stale pfedmétem vyzkumu, zejména ve vyvoji a zkouSeni novych PS,
které by prekonaly nékteré nevyhody soucasnych klinicky schvalenych PS. Soucasné
klinické studie ukazuji, ze PDT je velmi G¢inna 1é¢ebna metoda, pfedevsim u ¢asnych
stadii rakoviny, a mize zna¢né prodlouzit preziti u pacientl a vyznamné zlepsit kvalitu

jejich zivota.



3 SEZNAM ZKRATEK

ABCG2 ABC membranovy transportér (ATP-binding cassette sub-family G

member 2)
AK aminokyselina
ALA kyselina 5-aminolevulova (5-aminolevulinic acid)
AlPcS4 ftalocyanin tetrasulfonat
AMD vékem podminéna makularni degenerace (age-related macular

degeneration)
ATP adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)
BPD benzoporfyrinovy derivat (benzoporphyrin derivative)

Ce6-PVP chlorin e6-polyvinypyrolidon

Fe?* zeleznaté ionty

FHIT fragile histidine triad protein

H,0O, peroxid vodiku

HO hydroxylovy iont

Hp hematoporfyrin

HpD derivat hematoporfyrinu (hematoporphyrin derivative)
HPPH 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl pyropheophorbid-a
HSP proteiny tepelného Soku (heat-shock protein)

V. intravendzné/intraven6zni

LDL lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
MACE mono-(L)-aspartylchlorin-e6

mMtDNA mitochondrialni DNA



mTHPC m-tetrahydroxyphenylchlorin

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NO oxid dusnaty

NPe6 N-aspartyl chlorin e6

NPs polymerni nanocastice (polymeric nanoparticles)

'0, singletovy kyslik

%0, molekularni kyslik

Oy superoxid anion radikal

‘OH hydroxylovy radikal

ONOO’ peroxynitrit

PBR periferni benzodiazepinovy receptor (peripheral benzodiazepine
receptor)

Pc ftalocyanin (phthalocyanine)

Pc4 kiemicity ftalocyanin

PDT fotodynamicka terapie (photodynamic therapy)

PEPT1 peptidovy transportér 1 (peptid transporter 1)

PPIX protoporfyrin IX

PS fotosenzitizér (photosensitizer)

ROO- peroxylovy radikal

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SnEt2 ethyletiopurpurin cini€ity

SOD superoxid dismutaza
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6 TEORETICKA CAST

6.1 FOTODYNAMICKA TERAPIE

PDT je léCebna metoda, kterd je bézné pouzivana V aspésné 1€Ebeé mnoha
malignich rakovinnych onemocnéni a poruch, jako jsou napf. nadory plic,
gastrointestinalniho traktu, mo¢ového méchyfte a ktize, véetné téch pritomnych v oblasti
hlavy a krku. Je také uspé€Sné¢ pouzivana v lécbé nenddorovych stavli — vékem
podminéna makuldrni degradace (AMD), psoridza, ateroskler6za a vykazuje také

ucéinnost v antivirové 16cbé zahrnujici herpes (Josefsen & Boyle, 2008)(Hopper, 2000).

Jedna se o minimaln¢ invazivni techniku, kterd mize byt aplikovana opakované
na stejném misté (na rozdil od ionizujiciho zafeni). To ma zvlastni vyznam v onkologii,
jelikoz pouziti chemoterapie, ionizujiciho zafeni nebo chirurgického zékroku nijak
nebrani sou¢asnému uziti PDT u pacienta (Hopper, 2000). Tato terapie ma za nasledek
sekvenci fotochemickych a fotobiologickych procesti, které zpiisobuji nevratné

fotoposkozeni nadorové tkané (Dougherty et al., 1998).

Princip PDT je zaloZen na mnoha stupfiovém procesu. Prvni z téchto fazi
predstavuje podani PS se zanedbatelnou toxicitou, bud’ systémové nebo lokalné,
V nepfitomnosti svétla (Josefsen & Boyle, 2008). PDT se sklada ze 3 zakladnich
komponent: PS, svétlo a kyslik. Jednotlivé neni zadna z téchto slozek pro organismus
toxicka, ovsem spole¢né vyvolavaji fotochemickou reakci (Agostinis et al., 2011). Pfi
této reakci dojde k aktivaci PS pomoci svétla o vhodné vinové délce, ktery néasledné
reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) a radikala
(Josefsen & Boyle, 2008). To pozdéji mize rychle zplisobit vyznamnou cytotoxicitu
vedouci az k bunécné smrti prostiednictvim apoptozy ¢i nekrozy. Protinddorové ucinky
PDT pochézeji ze tif vzajemné propojenych mechanismii: pfimé cytotoxické ucinky na
nadorové bunky, poskozeni cévniho systému nadoru a indukce prudké zanétlivé reakce,

coz muze vést k rozvoji systémové imunity (Agostinis et al., 2011).

Dvoji selektivita PDT je tvofena tim, Ze dany PS je absorbovan pifednostné
maligné transformovanou tkani, a také schopnosti omezit aktivitu tohoto PS v nadorové

tkani omezenim osvétleni pouze cilové oblasti. Ztohoto divodu umoziuje PDT
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selektivni destrukci nadort,, zatimco normalni tkan nechava neporusenou (Sharman,

Allen, van Lier JE, & van Lier, 1999).

Na rozdil od chirurgie, radioterapie a chemoterapie, které jsou vétSinou
imunosupresivni, vyvolava PDT akutni zanét, expresi proteint tepelného Soku (HSP),
invazi a infiltraci tumoru leukocyty a miize zvySit prezentaci nddorové odvozenych

antigent T-bun¢k (A. Castano, Mroz, & Hamblin, 2006).

6.2 HISTORIE

Svétlo slouzilo k 1é¢b&é onemocnéni jiz od starov€ku. Bylo pouzivano ve
starovékém Egypté, Indii a Ciné pro 1é6¢bu koznich onemocnéni jako lupénka, vitiligo a
rakovina, stejné tak rachitidy ¢i psychozy. Stafi Rekové vyuzivali vystaveni celého téla
slune¢nimu zafeni (helioterapii) také pii 1é€bé nemoci. Za zakladatele helioterapie je
povazovan slavny fecky lékat Herodotus, ktery zdliraznil vyznam slune¢niho zafeni pro
uzdraveni. V 18. a 19. stoleti ve Francii bylo slune¢ni svétlo pouzivano v 1éEbé mnoha
ruznych stavt, jako jsou naptiklad tuberkuldza, rachitida, revmatismus, obrna, edém ¢i
svalova slabost. Fototerapii déale rozvinul dansky lékai Niels Finsen, ktery popsal
uspésnou 1ébu nestovic pomoci cerveného svétla, které zabraniovalo hnisani puchyikt
(Ackroyd, Kelty, Brown, & Reed, 2001). Finsen poté Gspé$né demonstroval fototerapii
s vyuzitim uhlikové obloukové lampy Vv 1éEbé kozni tuberkuldézy znamé jako lupus

vulgaris, za coz byl v roce 1903 ocenén Nobelovou cenou (Josefsen & Boyle, 2008).

Terapeutické pouzivani svétla, tak jak ho zndme v PDT, zacalo aZ v roce 1900
(Macdonald & Dougherty, 2001). V tomto roce némecky student mediciny Oscar Raab,
pracujici s profesorem Herman von Tappeiner v Mnichové, Gspé$né oznamil koncept
indukované bunécné smrti nasledujici po interakci svétla a chemické latky (Mitton &
Ackroyd, 2008). V prubéhu své studie o pisobeni akridinu na prvoky vyvolavajici
malarii objevil, Ze kombinace akridinové oranze a svétla ma letalni G¢inek na prvoky

rodu Paramecium (trepka).

Prvni zpravu o parenteralnim podéani PS u lidi podal v roce 1900 francouzsky
neurolog Prime, ktery pouzival eosin (oraln€) pii 1écbé epilepsie. Zjistil vsak, ze tato
1é¢ba vyvolava dermatitidy na oblastech kize, které jsou vystavené slune¢nimu zareni.

Tento objev poté vedl k prvni medicinské aplikaci interakce mezi chemickou latkou a
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svétlem. Von Tappeiner a spolecné s nim i dermatolog Jesionek vyuzili kombinaci
lokalné podaného eosinu a bilého svétla k 1é€bé koznich nadoru (Ackroyd et al., 2001).
V roce 1904 von Tappeiner a Jodlbauer zjistili, ze nedilnou soucasti fotosenzitivni
reakce je i kyslik. A nasledné v roce 1907 zavedli termin ,,fotodynamicka akce* (Mitton
& Ackroyd, 2008).

Prvni studie biologickych efektd hematoporfyrinu (u zvitat) provedl Hausmann
ve Vidni. Pocate¢ni zminka o lidské fotosenzitizaci porfyriny pochazi z roku 1913, kdy
némecky veédec Friedrich Meyer-Betz popsal hlavni problém fotodynamické terapie.
Ten spocival vrychle zplsobené celkové citlivosti kliize po injekénim podani
hematoporfyrinu (Hp) vlivem slune¢niho zafeni — tento nezadouci efekt zlstava u
mnoha dnesnich PS (Ackroyd et al., 2001)(Josefsen & Boyle, 2008).

Pozdéji v roce 1920 zjistil francouzsky védec Policard, Ze nadorové tkané
vyzafuji vice fluorescenéniho zafeni nez tkané zdravé (Macdonald & Dougherty,
2001)(Ackroyd et al., 2001). Prvni zprava o fluorescencni lokalizaci porfyrinu
v malignim tumoru se objevila v roce 1924, kdy Policard pozoroval charakteristickou
cervenou fluorescenci Hp u experimentdlniho krysiho sarkomu osvétleného

ultrafialovym svétlem.

V roce 1942 Auler a Banzer z Berlina popsali lokalizaci a fluorescenci exogenné
podanych porfyrinii u zhoubnych nadort. Toto zjisténi vedlo Figga a Weilanda hloubg&ji
prozkoumat vlastnosti porfyrind v souvislosti s lokalizaci v tumorech, ve snaze
rozvinout tuto aplikaci v diagnostice a 1é¢bé nadorovych onemocnéni. U normalnich
tkani fluorescence pozorovana nebyla — vyjimkou jsou lymfatické uzliny, omenta,
fetalni a placentarni tkan¢ a hojici se rany. Tato afinita k lymfatickym tkanim vedla
Figga kzavéru, Ze porfyriny vazané s radioaktivnimi slou¢eninami mohou mit
potencialni vyuziti v 1é¢bé lymfocytarnich leukémii. Roku 1955 Rassmussan-Taxdal et
al. studovali efekty intravenozni (i.v.) infuze hydrochloridu hematoporfyrinu

podavaného pacientiim pted excizi riznych benignich a malignich 1ézi.

V ptedchozich studiich bylo zjisténo, ze po podani Hp vyzatuji fluorescenéni
zateni nejen nadorové a lymfatické tkané, ale také zlu¢nik a zluCové cesty. Roku 1955
zaCal tento jev dale zkoumat Peck et al., aby posoudil potencionalni aplikaci

V Zluénikové chirurgii. DosSel k zavéru, zZe zlu€ové struktury mohou byt detekovany po
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podani Hp, a Ze tato aplikace vyZaduje nizs$i davku a kratsi casovy interval po podani,

nez bylo potieba pro lokalizaci tumorové a lymfatické tkané (Ackroyd et al., 2001).

Hlavni nevyhodou Hp jako diagnostického nastroje pro 1é¢bu rakoviny byla jeho
velka davka, ktera byla potfebna k vytvoreni konzistentni absorpce PS. CoZ vedlo také
K nepiijatelné fototoxicité. Samuel Schwartz etal. vroce 1955 ukazali, ze Hp
pouzivany v pfedchozich studiich byla smés porfyrinti s rozdilnymi vlastnostmi.
Dokézal, ze po ¢astecné purifikaci zptsobuje Cisty Hp lokalizaci u nadord pouze velmi
Spatné. Oproti tomu zbylé komponenty smési mély velkou afinitu k nadorovym tkanim
(Ackroyd et al., 2001). S.Schwartz izoloval tyto nador lokalizujici necistoty
Z hematoporfyrinovych pfipravki,, a ty byly pozd€ji nazvany hematoporfyrinové

derivaty (HpD).

Richard Lipson piiSel na to, jak detekovat nadorové tkané sledovanim
intratumoralni fluorescence Hp. JelikoZz se mu ale nedafilo ziskat reprodukovatelné
vysledky s Hp, zacal experimentovat se Schwartzovym HpD (Macdonald & Dougherty,
2001). Na pocatku roku 1960 se R. Lipson, spolecné s Baldesem, zacal zajimat o
potencionalni vyuziti HpD v detekci nadorti (Ackroyd et al., 2001) a uznali, ze mize byt
pouzit jako PS ke zni¢eni nadorové tkané (Macdonald & Dougherty, 2001).

Jeden zhlavnich milniki ve wvyvoji PDT nastal vroce 1975, kdy
Dr. Tom Dougherty a jeho spolupracovnici v Buffalu informovali o prvni uspésné
kompletni nadorové 1é¢bé po podani HpD a jeho aktivaci ¢ervenym svétlem v 1é¢bé
experimentalnich zvifecich tumori. Pozdé¢ji pak v roce 1978 Dougherty pfedstavil prvni
velkou sérii pacientll Uspésné 1é¢enych pomoci PDT. Nasledné, v pribéhu poslednich
vice nez 20 let, byla PDT uspésn¢ pouzita v [é€bé mnoha rGznych typi tumort

(Ackroyd et al., 2001).

Weishaupt et al. zjistil, ze hlavnim cytotoxickym produktem fotochemické
reakce je singletovy kyslik (*O5). Porfyriny byly poté testovany jako PS, protoze jsou
ucinnymi  generatory '0, a maji  absorpni maximum v ¢ervené oblasti
elektromagnetického spektra. Nakonec Dougherty zjistil, Ze Schwartziv HpD, ktery byl
jiZ tou dobou zndmy, mé vysoky kvantovy vytézek ‘O,, absorpéni maximum v Servené
oblasti spektra, a Ze je selektivné zadrzovan v naddorovych tkanich. Po nékolika letech
stravenych izolovanim a identifikovanim aktivnich frakci HpD byla vytvofena

purifikovana verze nazvana Photofrin® (porfimer sodny) (Macdonald & Dougherty,
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2001)(Ackroyd et al., 2001). Tento fotosenzitizér byl po dalsi purifikaci poprvé
schvalen vroce 1993 kanadskou zdravotnickou organizaci pro 1é¢bu rakoviny
mocového méchyte. Pozdéji v Japonsku, USA a v ¢astech Evropy byl pouZit také proti
nékterym druhim nadord jicnu a nemalobunéénému karcinomu plic (Josefsen & Boyle,
2008). Kromé schvalenych indikaci byla PDT v klinickych studiich pouzita pro 1écbu
nadord mozku, kuze, dutiny ustni, hlavy a krku, metastazi prsnich nadori a

gynekologickych malignit (Macdonald & Dougherty, 2001).

Photofrin® nebyl ani zdaleka idealnim PS a nesl s sebou nevyhody prodlouzené
fotosenzitivity pacienta a slabé absorpce dlouhych vinovych délek (630 nm). To vedlo
k vyvoji zlepSenych PS (druha generace), zahrnujici Verteporfin (benzoporfyrinovy
derivat, znamy také jako Visudyne®). V posledni dob¢ je také rozvoj tteti generace
fotosenzitizért zaloZzenych na cilenych strategiich, jako tfeba protilatkou cilené PS

(Josefsen & Boyle, 2008).

6.3 MECHANIZMUS PDT

PS muze interagovat s molekularnim kyslikem (302) a produkovat radikaly a
ROS. To ale ovSem jen pokud se PS nachazi v jeho excitovaném stavu. To je zasadni
zejména pro fotoreakce Typu II, které jsou povazovany jako prevladajici ve PDT. ROS
zahrnuji napf. 'O,, hydroxylové radikaly (‘OH) a superoxid anion radikal (-O,) a
mohou interagovat s bunécnymi biomolekulami (lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny).
Jestlize nasleduje dostatecné oxidacni poskozeni bunéénych struktur, tak ve vysledku

dojde ke smrti cilové bunky (Josefsen & Boyle, 2008).

Vétsina PS v jejich zakladnim (singletovém) stavu ma dva elektrony s opaénymi
spiny lokalizovanymi v energeticky vyhodnéjSim molekularnim orbitalu. Jestlize
chromofor, jako je cyklickd tetrapyrolovd molekula, absorbuje foton
elektromagnetického zafeni ve formé svételné energie, elektron piestoupi do
molekularniho orbitalu s vyssi energetickou hladinou. Tento excitovany PS je velmi
nestabilni a emituje tuto prebytecnou energii ve formé fluorescence ¢i tepla (Agostinis

etal., 2011)(Josefsen & Boyle, 2008).

Excitovany PS v tripletovém stavu reaguje dvéma zptsoby oznacovanymi jako

proces Typu I a Typu II. Proces Typu I mize zahrnovat excitovany singletovy nebo
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tripletovy PS. Avsak diky kratké Zivotnosti excitovaného singletového stavu mtlize PS
reagovat pouze, je-li tizce spojen se substratem. V obou piipadech jde o interakci se
snadno oxidovatelnymi ¢i redukovatelnymi substraty. Proces Typu II vyZaduje pfimou
interakci excitovaného PS vV tripletovém stavu s molekularnim kyslikem (Josefsen &
Boyle, 2008).

PS se z excitovaného tripletového stavu uvoliiuje zpét do zakladniho stavu emisi
fosforescenniho zafeni nebo pienosem energie na jinou molekulu nezafivym
pfechodem (Macdonald & Dougherty, 2001), kterou mize byt %0,. Ten je jedinecny
V tom, Ze jeho zdkladni stav je tripletovy. Tento krok vede k vytvoteni 10, a proces se

oznacuje jako fotoreakce Typu II.

V ptipad¢ mechanizmu Typu | reaguje PS piimo s organickou molekulou
Vv bunééném mikroprostiedi, kdy dochazi k ziskani vodikového atomu nebo elektronu za
tvorby radikalu. Nasledna autooxidace redukovaného PS produkuje -O,". Dismutace ¢i
jednoelektronova redukce -O, poskytuje peroxid vodiku (H,O5), ktery hned poté miize
podstoupit dalsi redukci jednoho elektronu na silny oxida¢ni -OH (Agostinis et al.,
2011). Spole¢né jsou tyto reakce klasifikovany jako fotoreakce Typu I a jsou
charakterizovany zavislosti na koncentraci cilového substratu. Oproti tomu fotoreakce
Typu II jsou charakterizovany zavislosti na koncentraci kysliku. I kdyz jsou fotoreakce
Typu 11 obvykle spojovany s produkei *O,, nékteré dalsi sloudeniny maji také tripletovy
zakladni stav a miizou byt zapojeny do fotoreakci Typu II. Mezi né patii napiiklad oxid
dusnaty a vitamin A. Ackoliv reakce Typu II se povazuji za dominantni v pribé¢hu PDT,
ma se za to, ze reakce Typu I se mohou stat hlavni cestou tvorby cytotoxickych
pusobku, pokud jsou PS vysoce koncentrované, ale zejména za hypoxickych podminek
(Macdonald & Dougherty, 2001).

ROS (ptedevsim 102) produkované prostiednictvim fotoreakci piisobi blizko
jejich mista vzniku (Josefsen & Boyle, 2008), coz je piiblizné 10 — 55 nm. Zivotnost
'0, vbiologickém sytému je extrémnd kratkda (10 — 320ns). Diky tomu se
fotodynamické poskozeni projevi jen velmi blizko intracelularni lokalizaci PS

(Agostinis et al., 2011).
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Obr. 1 Fotofyzikalni procesy zobrazené pomoci modifikovaného Jablonského diagramu.
Vystaveni molekuly PS svétlu zplisobi pfechod ze zakladniho singletového stavu (SO) na
excitovany singletovy stav (S1). Molekula v S1 miiZe podstoupit mezisystémovy piechod do
excitovaného tripletového stavu (T;). Poté bud’ tvofi radikély ptes reakce Typu I nebo mnohem
pravdépodobnéji prenasi svoji energii na molekularni kyslik (°0,) a vytvaii singletovy kyslik
(*O,), ktery je hlavnim cytotoxickym agents ve fotodynamické terapii (Agostinis et al., 2011).

6.4 OXIDACNI STRES

Za fyziologickych podminek jsou ROS wudrzovany na spravné hlading
rovnovahou mezi jejich tvorbou a eliminaci. Rovnovazny stav ROS se snadno zméni,
pokud by doslo k naruseni kteréhokoliv kroku v produkci ¢i odstrafiovani ROS. ZvySeni
produkce ROS, snizeni antioxidacni kapacity nebo oboji nasledné vede k oxida¢nimu

stresu.

Na zaklad¢ tohoto principu byly vytvoieny experimentalni modely oxida¢niho
stresu porusenim specifického procesu v redoxni rovnovaze. Naptiklad, nékolik in vitro
a in vivo modelt ukazuje, ze onkogenni signaly jako tfeba Ras a Bcr-Abl podporuji
tvorbu ROS, coz pfispiva k oxida¢nimu stresu v nadorovych buikach (Lu, Ogasawara,
& Huang, 2008).

Vyznamny oxidaéni stres zplisobuje vazna poskozeni lipidi, proteint, cukri a
bazi nukleovych kyselin, které tak ohrozuji Zivotaschopnost a funkci bun&k. Nékteré
bunky reaguji na rizné vnéjsi stimuly a toxické latky rozvinutim oxida¢niho vzplanuti.
Naptiklad, oxida¢ni vzplanuti vyvolané granulocyty v odpovédi na infekéni agens je

efektivni nespecificky mechanismus pro odstranéni patogenti. Soucasné oxidacéni stres
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ni¢i patogeny a poskozuje okolni zdravé tkané. Za béznych normoxickych podminek
jsou ROS wudrzovany vuzkych mezich pomoci antioxidacnich a reparac¢nich
mechanismi. Ty plsobi smérem k omezeni nezddoucich oxidativnich zmén ve zdravé
tkani. Nekontrolované oxidacni poskozeni jakékoliv bunééné slozky muze teoreticky
piispét k rozvoji onemocnéni. Oxidacni stres je spojovan piimo s primarnimi, nebo
sekunddrnimi patofyziologickymi mechanismy riznych akutnich a chronickych
lidskych onemocnéni. Rakovinné bunky vyvolavaji zvySeny oxidacni stres, ktery
podporuje nadorovy rust a chrani tyto bunky proti proapoptotickym signalim, ¢imz

podnécuje k progresi nadoru (Manda, Nechifor, & Neagu, 2009).

Oxidaéni stres se stava hlavnim faktorem, ktery indukuje adaptivni expresi
antioxidaénich enzymi, jako jsou superoxid dismutaza (SOD), katalaza a glutation-S-
transferdza. Z toho divodu zvySeny ROS stres v rakovinnych bunikdch pravdépodobné
zpusobuje zvySenou expresi SOD a dalSich antioxida¢nich enzymu. Snizeni aktivity
SOD narusuje bunéénou schopnost eliminovat ‘O, a zpusobuje akumulaci ROS

Vv bunkach.

Stupent oxida¢niho stresu v buiice je zavisly na dynamické rovnovaze mezi
tvorbou ROS a eliminaci. Za fyziologickych podminek, udrzovani vhodné urovné
intracelularnich ROS je dtlezité pro zachovani redoxni rovnovéahy a signalizaci bunécné
proliferace. Trvala tvorba ROS, jako jsou superoxid, H,O; a hydroxylové radikaly, je

nevyhnutelnym disledkem mitochondridlni respirace u aerobnich organismu.

Predpoklada se, Ze nékolik potenciondlnich mechanisml pfispivad ke zvySeni
ROS v nadorovych bunikach. Mezi né fadime napiiklad onkogenni signaly a poruchu
mitochondrialniho dychaciho fetézce, u nichz bylo prokdzano, Ze zplisobuji zvySenou
tvorbu ROS. Je také znamo, ze mitochondridlni DNA (mtDNA) je nachylngjsi
k oxida¢nimu posSkozeni oproti jaderné, a mutace mtDNA jsou casto detekovany
vV nadorovych buiikach. V soucasné dobé je zndmo, Ze vysoka tvorba volnych radikalt
je dulezitym mechanismem, ktery podporuje progresi chronického zanétu k maligni

transformaci (Pelicano, Carney, & Huang, 2004).
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6.5 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Celkové jsou ROS vnimany jako toxické latky vyvolavajici rizné Skodlivé
ucinky — napfiklad naruSeni ¢innosti bunky, jeji smrt nebo maligni transformaci.
Aerobni organismy se proto adaptovaly na Zivot v oxidacnim prostiedi rozvinutim
silnych antioxidanich mechanismli. OvSem na druhou stranu se ROS ucastni také
nespecifické imunitni obrany proti patogenim, transdukce bunécnych signali a

bunééného metabolismu (Manda et al., 2009).

ROS jsou obecné definovany jako chemické latky odvozené od kysliku
s reaktivnimi chemickymi vlastnostmi. Neparové elektrony molekularniho kysliku
reaguji za vzniku casteéné redukovanych, vysoce reaktivnich forem, které jsou
klasifikovany jako ROS. Tyto formy predstavuji radikalové a neradikalové molekuly.
Patii sem napt. -O,, H;0,, -OH a 'O,. V biologickych systémech jsou ROS neustale
generovany prostfednictvim rtiznych cest. Pfi tzv. oxida¢nim (respiracni) vzplanuti
fagocyti jsou ROS tvofeny enzymatickymi a neenzymatickymi reakcemi pevné
fizenym tokem, ktery zac¢ind tvorbou -O, NADPH oxidazou (Manda et al.,
2009)(Pelicano et al., 2004).

V prubéhu oxidativni fosforylace v mitochondriich jsou elektrony dodéavany
skrze dychaci fetézec. Protonovy gradient je ustanoven ptes vnitini mitochondrialni
membranu jako zdroj energie pro syntézu ATP. Jednim z dilezitych biochemickych
pochodli spojovanym s timto metabolickym procesem je produkce -O,. Neékteré
elektrony se mohou uvolnit z mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce a
reagovat tak s°0, za tvorby -O,, ktery je naslednd preveden na H,O,. Vzhledem
K tomu, ze ‘O, je béhem respirace neustale vytvaren a mize byt pieveden na H,O; a
jiné reaktivni druhy kysliku, jsou mitochondrie povazovany za hlavni zdroj bunéénych
ROS. Vedle toho mohou byt ROS produkovany také rodinou membranové vazanych
enzymu jako napt. NAD(P)H oxidazy, které, jak se zda, ovliviiuji bunéénou proliferaci

a apoptozu (Pelicano et al., 2004).

ROS jsou vysoce reaktivni a snadno zplisobuji oxida¢ni zmény biomolekul.
Diky jejich kratkému polocasu a omezené difuzni vzdalenosti zplisobuje vétS§ina ROS
poskozeni lokalné, blizko mista jejich vzniku. Nicméné, H,O, ma relativné dlouhy

polocas a miize piekonavat dlouhé vzdalenosti, coz umoziuje této molekule fungovat

18



jako druhy posel v signalnich drahach a zpusobit poskozeni i ve vzdalenych mistech,

véetné jaderné DNA (Lu et al., 2008).

6.5.1 Superoxid anion radikal

‘O, vznika jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku (Manda et al.,
2009). V biologickych systémech neni piili§ reaktivni a nezpisobuje vyrazné oxidaéni
poskozeni. Miize ovSem reagovat sam se sebou za vzniku peroxidu vodiku a kysliku.
Tato reakce se oznacuje jako dismutace a mize byt katalyzovana enzymem superoxid

dismutazou (SOD) (A. P. Castano, Demidova, & Hamblin, 2004):
2:0, +2H,0— 05+ HyO,+20OH

Z tohoto diivodu je SOD silnym antioxidantem, jelikoz detoxikuje prvni ROS
vznikajici pfi oxidativnim vzplanuti. Vzhledem k jeho pomérné nizké reaktivité mize
difundovat relativné¢ daleko z mista jeho tvorby a tak vyvolavat oxidacni stres v celé
bunce (Manda et al., 2009).

‘Oy je také dllezity pti produkci vysoce reaktivniho -OH. V tomto procesu Oy
ve skute¢nosti ptisobi jako redukéni Cinidlo, ne jako oxidacni. Coz je dano tim, Ze ‘O,
je zde donorem jednoho elektronu na redukci kovovych iontl, které pisobi jako
katalyzatory pro preménu HyO, na -OH. Tato reakce se nazyva Fentonova reakce. Je
velmi vyznamna v biologickych systémech, protoze vétSina bunék v organismu ma
uréitou troven Zeleza, médi nebo jinych kovi, které mohou katalyzovat tuto reakci.
Redukované kovy poté katalyzuji rozruseni vazby kyslik-kyslik v H,O, za vzniku -OH a
hydroxylového iontu (HO'). -O, miiZe reagovat s -OH za tvorby 'O,, nebo s oxidem
dusnatym (NO) za vzniku peroxynitritu (ONOQ"), coz je dalsi vysoce reaktivni oxidacni

molekula (A. P. Castano et al., 2004).

6.5.2 Peroxid vodiku

Dvouelektronovou redukci molekuldrniho kysliku vznikd H,O,. Je tvofen
kontrolovanou dismutaci -O, katalyzovanou SOD. Peroxid vodiku je rychle
pifeménovan na vodu a Kkyslik za ucasti katalazy (enzym koncentrovany v peroxizomech
Vv bunikach):
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2 H,0, - 2 H,O + Oy

H.0, je potiebny pro tvorbu vice toxickych ROS, jako jsou -OH (vznikajici
Fentonovou a Haber-Weissovou reakci) a kyselina chlorna (vznikajici pii reakci
katalyzované myeloperoxidazou). Interaguje slipidy, proteiny a nukleovymi
kyselinami. Je rozpustny v tucich a diky jeho strukturalni podobnosti s vodou a
pomérné nizké reaktivit¢ mize volné difundovat dovnitt 1 ven z bunék a skrze tkané.
Tim je schopen interferovat s bunéénymi cili, které jsou vzdaleny od svého mista

vzniku (Manda et al., 2009).

6.5.3 Hydroxylovy radikal

‘OH vznik4 Fentonovou reakci za p¥itomnosti Zeleznatych ionti (Fe’*) nebo

Haber-Weissovou reakci za ucasti -O,:
Fe’" + H,0, — Fe** + «OH + OH
H,0, + +0* — 0+ OH + «OH

‘OH je extrémné reaktivni a napada vétSinu bunécnych komponent (sacharidy,
nukleové kyseliny, lipidy a proteiny). Jedinym zplisobem, jak chranit bunécné struktury

proti poskozeni -OH, jsou efektivni repara¢ni systémy (Manda et al., 2009).

Stejné jako H,0,, ‘OH snadno prochazi pres membrany a nemuze byt uchovavan
mimo bunky. Tento vysoce reaktivni radikal se mize pfipojit k organickému substratu
(napf. mastna kyselina) a vytvofit tak hydroxylovany produkt, ktery je sdm radikéalem.
‘OH je také schopny oxidovat organicky substrdt odebranim jednoho -elektronu.
Vysledny oxidovany substrat se opét stavd sam radikalem a muze reagovat s dalSimi
molekulami v fetézové reakci. Pfikladem muze byt reakce s kyslikem v zakladnim stavu
za produkce peroxylového radikalu (ROO-). ROO- je znovu vysoce reaktivni a miize
reagovat s ostatnimi organickymi substraty v fet€zové reakci. Tento typ fetézové reakce
je bézny u oxidativniho poSkozeni mastnych kyselin a dalSich lipida. To je divodem
toho, pro¢ radikdly, jako je -OH, mohou zpiisobovat mnohem vétsi skody, nez by se

dalo ocekavat (A. P. Castano et al., 2004).
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6.5.4 Singletovy kyslik

10, je excitovany stav molekularniho kysliku s vy33i energii nez jeho zakladni
tripletovy stav (Manda et al., 2009). Patii mezi pievladajici cytotoxické agents
produkované v pribeéhu PDT. Jedna se o vysoce reaktivni formu kysliku, kterd je
tvofena pievracenim spinu jednoho ze svych nejvzdalengjsich elektront (Macdonald &
Dougherty, 2001). Z ROS, o, je nejvice agresivni a je tvoien procesem znamym jako

fotoreakce Typu Il (Agostinis et al., 2011)

Reaguje s bunéénymi proteiny a lipidy. Polo¢as rozpadu singletového kysliku v
biologickych systémech je < 40 ns, a proto je polomér jeho ptisobeni v fadu 20 nm (A.
P. Castano et al., 2004).

6.6 DUSLEDKY ZVYSENI ROS V NADOROVYCH BUNKACH

Nadmérna produkce ROS vede Kk poskozeni riznych bunéénych komponent
zahrnujicich DNA, proteiny a lipidové membrany. ZvySeny oxidacni stres je schopen
vyvolat rizné biologické odpovédi, a to v rozsahu od piechodného zastaveni ristu a
adaptace, zvySeni bunécné proliferace, trvalého zastaveni rliistu nebo starnuti, apoptdzy
az nekrozy. Skutecné vysledky jsou zavislé pravdépodobné na bunééném genetickém

pozadi, typu Gc€astnénych specifickych ROS a na stupni a trvani ROS stresu.

Pii mirné expozici ROS jsou bunky schopné regulovat rtizné adaptacni
mechanismy ve snaze vyrovnat se S oxidaénim stresem. Tyto buné¢né obranné
mechanismy proti ROS zahrnuji redoxni pufrovaci systémy (glutation, tioredoxin) a
rizné antioxidacni enzymy (SOD, katalaza, peroxidaza). Nicméné takové adaptacni
procesy maji v nadorovych buiitkach omezenou kapacitu a za trvalych stresovych
podminek muze byt ROS-pufrovaci kapacita vycerpana. To mlze postupné vést pies

zvySovani oxida¢niho stresu az k vyvolani buné¢né smrti (Pelicano et al., 2004).

6.6.1 Oxidace DNA

Oxidace DNA poskozuje jaderné i mitochondridlni genomy. Diisledkem toho je
tvorba nejriznéjSich modifikovanych produktd (DNA zlomy, modifikované baze

apod.). Jestlize oxida¢ni poSkozeni DNA neni spravné a u¢inné opraveno, muze to mit
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za nasledek buné¢nou smrt, mutace, replikac¢ni chyby a genomickou nestabilitu (Jarrett
& Boulton, 2012). ROS-zprostiedkované poskozeni mtDNA mize zpusobit poruchu
funkce dychaciho fetézce a také zesileni tvorby ROS (Pelicano et al., 2004).

6.6.2 Oxidace proteinii

Oxidace proteinit mize vyvolat pfimou reakci s aminokyselinami (AK), §tépeni
polypeptidového fetézce a pfeménu proteinii na derivaty, které jsou vysoce citlivé
K proteolytické degradaci. Oxidace proteini dokaze zni¢it redoxni rovnovahu, ktera je
potfebna pro spravnou funkci mnoha enzymi obsahujicich kovy (cytochrom c,
cytochrom c oxidaza, glutation, peroxidéaza, katalazy). Inhibice antioxida¢nich enzymi
dale snizuje schopnost buniky eliminovat ROS, a oxidacni stres se tak dale stupnuje

(Jarrett & Boulton, 2012)(Pelicano et al., 2004).

6.6.3 Peroxidace lipida

Pti peroxidaci lipid dochéazi ke komplexni fetézové reakci vyuZzivajici interakci
ROS s polynenasycenymi mastnymi kyselinami, ktera vede k tvorbé vysoce reaktivnich
elektrofilnich aldehydii a volnych radikali. Tento proces je extrémné Skodlivy pro
bunécéné funkce — naruSuje integritu biologickych membran, jejich fluiditu a funkci
(Jarrett & Boulton, 2012). Peroxidaci lipidi dochazi ke snizeni fluidity membran a

zvySeni jejich permeability.

Dale je znamo, ze nadmérnd produkce ROS také indukuje programovanou
bunécnou smrt. Nicmén€, masivni bunécnd oxidace vysokymi hladinami ROS muze
vést spise K nekroze bunky namisto apoptozy. Pokles potencialu vnitini mitochondrialni
membrany, naruSeni mitochondridlniho dychaciho fetézce a vycerpani ATP jsou

charakteristickymi nasledky oxida¢niho stresu (Pelicano et al., 2004).
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6.7 SVETLO

Ve PDT je dilezité, abychom byli schopni piedpovidat prostorovou distribuci
svétla v cilové tkani. Svétlo je po jeho vstupu do tkané bud’ rozptyleno a absorbovano.
Rozsah obou téchto procest zavisi na typu tkan¢ a na vinové délce svétla. K absorpci
dochazi ptevazné diky mnoha pfirozené¢ se vyskytujicim endogennim tkanovym
chromofortiim, jako jsou napiiklad hemoglobin, myoglobin a cytochromy. Rozptyl je

vvvvvv

Castano et al., 2004)(Allison & Sibata, 2010).

Kombinace absorpce svétla o nizké vlnové délce dilezitymi tkanovymi
chromofory (oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin a melanin) spolecné¢ se snizenym
rozptylem svétla pti delSich vinovych délkach a vyskyt absorpce vody pti vinovych
délkach nad 1300 nm vedla k vytvofeni ptredstavy tzv. tkanového optického okna (A. P.
Castano et al., 2004). Toto optické okno se nachazi v oblasti mezi 600 a 1200 nm.
Nicméné pouze svétlo piiblizné do 800 nm mize efektivnd tvofit Oy, jelikoz delsi
vlnové délky uz nemaji dostateCnou energii pro zahdjeni fotodynamické reakce

(Agostinis et al., 2011).
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Obr. 2 Optické okno tkané. Absorpéni spektra dulezitych tkanovych chromofort — voda,
oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin a melanin (A. P. Castano et al., 2004).
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Nejméné efektivné pronikd skrze tkané modré svétlo, zatimco cervené a
infradervené svétlo pronikne hloub&ji. Zadny svételny zdroj neni nikdy idealni pro
vSechny indikace v PDT, a to dokonce i pokud se jedna o stejny PS. Z toho divodu by
mél byt vybér svételného zdroje zalozen na absorpénim spektru PS, na charakteru
onemocnéni (lokalizace, velikost 1ézi, dostupnost a vlastnosti tkang), ale také na cen¢ a
velikosti daného zafizeni. Klinickd Gc€innost PDT je dale zavisla na celkové davce
svétla, dobé osvitu a zplsobu dodéani svétla (jednotn¢ Ci frakcionované€). Vybér
optimalnich kombinaci PS, svételnych zdroji a 1écebnych parametrt je naprosto zasadni

pro uspésnou PDT (Agostinis et al., 2011).

Svételny zdroj, o vhodné vinové délce a intenzité¢ pro konkrétni pouzity PS, je
smefovan do oblasti 1€¢by bud’ piimo, nebo castéji prostiednictvim optickych vlaken.

(Allison & Sibata, 2010).

6.7.1 Zdroje svétla

Svétlo potiebné k aktivaci PS je generovano nejcastéji lasery nebo v nékterych
ptipadech nekoherentnimi zdroji svétla (obloukové lampy, fluorescencni zdroje svétla).
Lasery jsou pouzivdny mnohem castéji, protoZze dokazi produkovat vysoce koherentni
monochromatické svétlo. Takto generované svétlo mize byt snadno dodavano pomoci
optickych vldken na pozadované misto 1écby v neptistupnych ¢astech téla, ¢asto pomoci

endoskopu (napi. mocovy méchyf, jicen).

Volba svételného zdroje zavisi piredevsim na hloubce priniku, kterého musi byt
svétlem dosazeno (Mitton & Ackroyd, 2008)(Macdonald & Dougherty, 2001). Prinik
svétla do tkané se zvySuje s jeho vinovou délkou (Agostinis et al., 2011). Zvolena
vlnova délka se musi shodovat s absorpénim spektrem vybraného PS. Optimalni vlnova
délka by méla poskytovat maximalni vytézek 10, v maximélni hloubce. Nelaserové

zdroje svétla jsou pouzivané piedevs§im v dermatologii (Mitton & Ackroyd, 2008).
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6.8 FOTOSENZITIZERY

PS jsou molekuly, které po jejich excitaci svételnym zafenim, dokdzi vyuzit
energii k zahajeni fotochemické reakce a k nasledné produkci letalnich toxickych
agents. V bunécném prosttedi maji tyto produkty (ROS a radikdly) za nasledek
bunéénou smrt a destrukci tkani. PS jsou absorbovany do bunck celého téla a jako
samotné jsou neskodné. Znamena to, Ze v nepiitomnosti svétla a obvykle i1 kysliku
nemaji zadny vliv na zdravé ¢i abnormalni tkané. V idealnim piipadé by mély byt
zadrzovany nemocnou tkani, zejména nadorovou, po delsi dobu ve srovnani se zdravou
tkani. Z toho dlivodu je velmi dllezité peclivé nacasovat svételnou expozici a zajistit,
aby doslo k aktivaci PS pouze, pokud je pomér PS v nemocné tkani vétsi nez ve zdravé
tkani. Tim se minimalizuje nezddouci poSkozeni okolnich nenidorovych bunck

(Josefsen & Boyle, 2008).
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Obr. 3 Fotosenzitizérem iniciovana buné¢na smrt (Josefsen & Boyle, 2008)

Hlavni PS, které obdrzely schvaleni pro PDT nadord, jsou Photofrin® (porfimer
sodny), kyselina 5-aminolevulovda (ALA), Verteporfin® (BPD, benzoporfyrinovy
derivat) a Foscan™ (temoporfin, meta-tetrahydroxyphenyl chlorin). Verteporfin® je
schvaleny v USA a n&kterych dalSich zemich pro terapii AMD (Hopper,
2000)(Agostinis et al., 2011).
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6.8.1 Struktura fotosenzitizéra

V¢étSina PS je odvozena od tetrapyrolového aromatického jadra, které se nachéazi
Vv mnoha pfirozené se vyskytujicich pigmentech jako hem, chlorofyl a bakteriochlorofyl
(A. P. Castano et al., 2004). Obecn¢ se jedna o planarni aromatické molekuly, které jsou
slozené ze Ctyf symetricky uspofadanych pyrolovych jednotek spojenych methinovymi
mustky. Ackoliv texafyriny maji pouze tfi pyrolové jednotky a ftalocyaniny jsou
spojeny azonovymi mustky, tak jsou obé molekuly plandrni a aromatické a maji

podobné fotofyzikalni vlastnosti jako porfyriny, chloriny a bakteriochloriny.

N 24

PDT. Nicméné ostatni tfidy porfyrinoidd, jako ftalocyaniny a texafyriny, jsou také
pouzivany. Jejich  absorpéni maximum se nachdzi v cervené¢  oblasti
elektromagnetického spektra, coz jim umoziuje aktivovat prinik svétla hloubéji do

tkéng, a také jsou Gi¢innymi generatory 'O, (Macdonald & Dougherty, 2001).

Pfirozené¢ se vyskytujici porfyriny jsou plné¢ konjugované (neredukované)
tetrapyroly, které se 1i§i v poctu a typu vedlejSich skupin (zejména skupiny
karboxylovych kyselin). Porfyriny maji nejdel$i vlnovou délku absorpéniho pasu
v oblasti 630 nm, ta ma tendenci se zmensovat. Chloriny jsou tetrapyroly s redukovanou
dvojnou vazbou v jednom pyrolovém kruhu. Nasledkem toho dochazi k posunu vinové
délky absorpcniho pasu az do oblasti 650 — 690 nm. Bakteriochloriny maji dva pyrolové
kruhy s redukovanymi dvojnymi vazbami, coz vede k posunu absorpéniho pasu jesté

dale do Cervené oblasti spektra (A. P. Castano et al., 2004).
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Obr. 4 Zakladni struktury porfyrinovych fotosenzitizérti (Deda & Araki, 2015)

26



Vsechny, porfyrinu podobné slouceniny, maji silné absorpéni pasmo okolo
400 nm (Soret band). Tento pas ovSem neni vhodny pro PDT, jelikoz modré svétlo
nedokaZe proniknout pfili§ hluboko do tkdné. Proto se pro terapii pouZzivaji slabsi

absorp¢ni pasy (Q-bands) mezi 600 az 800 nm (Macdonald & Dougherty, 2001).
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Obr. 5 Typické absorp¢ni spektrum porfyrinu (Josefsen & Boyle, 2008)

Druhou S$iroce studovanou strukturni skupinou PS jsou ftalocyaniny (Pc) a
v mensi mife také jejich piibuzné naftalocyaniny. Opét je V jejich absorpénim pasu
vlnova délka maxima > 650 nm. Nicméné tyto PS maji zna¢né problémy s rozpustnosti
a agregaci, které jsou zptisobené piitomnosti ¢tyf fenylovych nebo naftylovych skupin

(A. P. Castano et al., 2004).

6.8.2 Rozdéleni fotosenzitizéri do generaci

PS jsou obecné klasifikovany do tfi generaci. Prvni generace PS je zaloZzena na
porfyrinu a zahrnuje hematoporfyrin a jeho derivaty, piedeviim Photofrin®. Nésledng
pro piekonani nevyhod PS prvni generace byla rozvijena druha generace PS. Tato
skupina obsahuje ruzné struktury zahrnujici porfyriny, rozsifené porfyriny, derivaty
chlorofylu a barviva. Treti generace PS je slozena z prvni a druhé generace PS
konjugovanych s riznymi modifikatory, jako jsou cholesterol, protilatky, nanocastice a
liposomy pro selektivni akumulaci a cileni na nadorovou tkan (Yoon, Li, & Shim,

2013)(Allison & Sibata, 2010).
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6.8.3 Vlastnosti idealniho fotosenzitizéru

Hlavni charakteristikou kazdého fotodynamického senzitizéru je jeho schopnost
se prednostné hromadit v nemocné tkani a prostfednictvim tvorby cytotoxickych
produktl vyvolat pozadovany biologicky uc¢inek. Dobry PS by mél spliiovat nasledujici
kritéria (Josefsen & Boyle, 2008):

=  Mit silnou absorpci v ¢ervené oblasti elektromagnetického svétla pii vinovych

délkach 600 — 850 nm umoziujici hlubsi penetraci svétla tkani.
* Byt Gaéinnym generatorem '0, a dalsich ROS.
» Mit zanedbatelnou minimalni cytotoxicitu v nepfitomnosti svétla.
=  Vykazovat vyssi retenci v nemocné (cilové) tkani nez ve zdravé tkani.

» Farmakokinetickd eliminace z téla pacienta by méla byt rychld s vyvolanim

pouze nizké systémové toxicity.

» Byt jednoduchd, chemicky ¢ista, dobfe charakterizovana slouc¢enina se zndmym
a Kkonstantnim slozenim dovolujici kvalitni kontrolni analyzy s nizkymi

vyrobnimi néklady a dobrou stabilitou béhem skladovani.
= Mit kratkou a vysoce vynosnou syntézu.

= Byt rozpustny ve vodé nebo ve smeési vodnych rozpoustédel, rozpustny
Vv biologickych prostfedich dovolujici tak pfimé i.v. podani a transport do
planovaného cile. Nem¢l by se prili§ agregovat v biologickém prostiedi, protoze

se tim snizuje jeho fotochemickd G€innost.

= Mit vysokou fotochemickou reaktivitu s vysokymi vytézky a dlouhou Zivotnosti
tripletovych stavt (Josefsen & Boyle, 2008)(Sharman et al., 1999)(Agostinis et
al., 2011)(A. P. Castano et al., 2004).

I kdyz zadny z PS neni povazovan za idedlni pro vSechny mozné aplikace,
mnozstvi PS druhé generace bylo vyvinuto k prekonani nedostatkiéi Photofrinu® a

vyuziti jejich dalSich idealnéjsich vlastnosti (Sharman et al., 1999).
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6.8.4 Prvni generace fotosenzitizéru

Porfimer sodny - Photofrin®

Prvnim PS klinicky pouzivanym pro terapii nadorti byla ve vod¢ rozpustna smés
porfyrinit nazyvana HpD a jeho purifikovana forma - porfimer sodny, ktery se stal
pozd&ji znamy jako Photofrin®. Ackoliv porfimer sodny je stale nejrozsifendjsim
pouzivanym PS, tak tento produkt ma fadu nevyhod a vyznamné vedlejsi u¢inky. Jedna
se zejména o dlouho trvajici kozni fotosenzitivitu a relativné nizkou absorbanci pfti
630 nm. Proto bylo hlavni usili investovano do vyvoje novych PS (Agostinis et al.,
2011)(Ackroyd et al., 2001).

Photofrin® byl prvni do detaili studovany PS (A. P. Castano et al., 2004).
Photofrin® je v podstaté sm&si monomerd, dimerd a oligomert odvozenych chemickou
manipulaci od Hp, ve které jsou porfyrinové jednotky spojeny etherovymi, esterovymi a
C-C vazbami (Yano et al., 2011)(Allison et al., 2004).

OONa OONa |n

Obr. 6 Struktura Photofrinu® (Deda & Araki, 2015)

Typické pouzivani Photofrinu® v PDT je jeho podani pomoci i.v. injekce (davka

2 — 5 mg/kg) nasledované ozafenim svétlem o vinové délce 630 nm v ¢ase 24 — 48 h po
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podani injekce. Pro Gplné odstranéni z téla Photofrin® vyzaduje dlouhy cas 4 — 8 tydnil

po injekci, aby se zabranilo kozni fotosenzitivité (Yano et al., 2011).

Photofrin® byl schvaleny pro klinické pouziti proti ¢asnému a pozdnimu stadiu
rakoviny plic, rakovin€ jicnu, mocového méchyte, zaludku a malignimu, nemalignimu a
¢asnému stadiu rakoviny délozniho ¢ipku po celém svété (Yano et al., 2011)(Hopper,
2000).

6.8.5 Druha generace fotosenzitizéri

PS druhé generace jsou definované chemické slouceniny se silnéj$i absorpcei pfi
delsich vlnovych délkach, s kratce trvajici kozni fotosenzitivitou a nizkou toxicitou
V nepiitomnosti svétla (Zimcik et al., 2010). Bylo vyvinuto mnoho novych PS druhé
generace a nékolik z nich je jiz v klinické praxi zkouseno (Yano et al., 2011). Vétsina
Z nich jsou cyklické tetrapyroly, zahrnujici substituované derivaty porfyrinu, chlorinu a
bakteriochlorinu (Yoon et al., 2013).

6.8.5.1 Porfyriny

Kyselina 5-aminolevulova

ALA je prolécivo bez fototoxické aktivity (Yano et al., 2011) pouzivané
Vv klinické praxi k 1é€b¢ a zobrazovani fady povrchovych rakovin a nadori. ALA sama o
sob¢ neni PS, ale je klicovym prekurzorem v biosyntéze pfirozené se vyskytujiciho
porfyrinu — hemu. Bezprostfednim prekurzorem hemu je protoporfyrin IX (PPIX) —
ucinny fotosenzitizér (Josefsen & Boyle, 2008) tvofeny endogenni syntézou z ALA.

Teprve az po podani ALA dochazi k syntéze tohoto PS in situ v tumorové nebo
jiné cilové tkani. Nasledné po absorpci viditelného svétla (400 — 600 nm) miize PPIX
generovat 'O, a dalsi ROS, coz ve vysledku vede ke smrti bungk. Davody, prod
nadorové buniky maji tendenci syntetizovat PPIX vice neZ normalni zdravé bunky, byly

intenzivné zkoumany (A. P. Castano et al., 2004)(Yano et al., 2011).

Celd fada studii se zamcéfila na mechanismus ALA-indukované selektivni
akumulace PPIX v tumorové tkani. Jedna hypotéza se zaméfuje na cilové proteiny

(PBR, p53, FHIT, LDL) zvysené v nadorovych buiikach, které mohou mit vliv na
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hladinu PPIX. Jiné studie ukazaly, ze PEPT1 a ABCG2 maji kli¢ovou tlohu v regulaci
intracelularnich hladin PPIX. Bylo potvrzeno, ze PEPT1 a ABCG2 zasadnim zptisobem
ptispivaji k regulaci tumorové specifické akumulace PPIX. Nicméné nékteré z vyse
uvedenych studii jsou rozporuplné, a proto mechanismus ALA-indukované selektivni
akumulace PPIX v tumorovych 1ézich je nejasny a zlstava dale predmétem vyzkumu
(Fan et al., 2016)(Hagiya et al., 2013).

ALA (pod obchodnim nazvem Levulan®) se svou velkou bezpeénosti a snadnym
podanim stala siroce akceptovanou a popularni procedurou, zejména pro 1écbu koznich
malignit. Ukazala také slibné vysledky v PDT nemalignich dermatologickych stavi
(psoriaza, Bowenova nemoc, hirsutismus) (Yano et al., 2011)(Josefsen & Boyle, 2008).

O

HO NH,

Obr. 7 Struktura kyseliny 5-aminolevulové (Deda & Araki, 2015)

Z

HO o HO 0]

Obr. 8 Struktura PPIX (Josefsen & Boyle, 2008)

Ve snaze prekonat Spatnou biologickou dostupnost pii aplikaci ALA lokalné
byly zkoumdny esterifikované ALA derivaty se zlepSenymi farmakologickymi

vlastnostmi, které ¢ini molekulu vice lipofilni. Methylester ALA (Metvix®) je pouzivan
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jako PS pro bazédlni bunéény karcinom a jiné kozni léze. Benzylester (Benvix®) a
hexylester (Hexvix"™) derivaty jsou registrovany pro 1é&bu nadorti gastrointestinalniho
traktu a k diagnostice rakoviny mocového méchyie (Josefsen & Boyle, 2008)(A. P.
Castano et al., 2004).

6.8.5.2 Chloriny

Do této skupiny chlorinovych PS zahrnujeme benzoporfyrinovy derivat (BPD,
Verteporfin, Visudyne®), meta-tetra(hydroxyfenyl)chlorin (m-THPC, Foscan®,
Temoporfin), cinovy ethyl etiopurpurin (SnET2, Rostaporfin, Purlytin™) a N-aspartyl
chlorin e6 (NPe6, Talaporfin, LS11) odvozeny od chlorofylu a (Ormond & Freeman,
2013)(Josefsen & Boyle, 2012).

Chloriny obecné podavaji vynikajici vytézeky 10, a jsou vysoce uc¢innymi PS
(Allison & Sibata, 2010). Struktura se oproti porfyrinim li§i o dalsi dva vodiky
V jednom pyrolovém kruhu, coz vede Kk posunu absorpéniho pasu na 640 — 700 nm
(Ormond & Freeman, 2013).

H3CO

Obr. 9 Verteporfin (Josefsen & Boyle, 2008)
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Obr. 10 Temoporfin (Josefsen & Boyle, 2008)

Verteporfin byl schvalen pro pouzivani k 1é€bé AMD a prokazal také svou
ucinnost v terapii nemelanomovych nadort kiize. BPD i NPe6 zpisobuji minimalni
kozni fotosenzitivitu. Temoporfin je pouzivan v PDT rakoviny krku a hlavy, zaludku,
slinivky bfi$ni, prostaty a prsu. Jeho nevyhodou je ovsem vysoka kozni fotosenzitivita u

nékterych pacientd (Ormond & Freeman, 2013).

6.8.5.3 Feoforbidy

Feoforbidy jsou chlorinové derivaty, které maji také redukovanou dvojnou
vazbu v jednom pyrolovém kruhu a mizou byt odvozeny od chlorofylu. Nejslibnéjsim
zvice nez 400 testovanych PS se zdal byt 2-(1-hexyloxyethyl)-2-devinyl
pyropheophorbid (HPPH, Photochlor®), vysoce lipofilni PS absorbujici pii 665 nm
(Ormond & Freeman, 2013)(Allison & Sibata, 2010)(Yano et al., 2011).
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HOOC

Obr. 11 Photochlor® (Yoon et al., 2013)

HPPH je hodnocen v klinickych studiich pro 1é¢bu rakoviny jicnu, plic, dutiny
ustni, hlavy a krku, hltanu, bazalniho bunééného karcinomu a Barretova jicnu (Ormond

& Freeman, 2013).

6.8.5.4 Ftalocyaniny

Pc patii mezi nejslibnéjsi skupinu novych PS dostavajici zvySenou pozornost
Vv poslednich nékolika letech. Siln¢ absorbuji pti delSich vinovych délkach kolem 670 -
700 nm a vyznaluji se vysokym kvantovym vytézkem 'O, (Zimcik et al.,
2010)(Ormond & Freeman, 2013).

Jejich struktura je zalozena na porfyrinu, benzenové kruhy kondenzované ke
kazdé ze Ctyi pyrolovych podjednotek, a obvykle obsahuje centralni atom kowvu
(nejcast&ji zinek, kfemik nebo hlinik), ktery zvySuje produkci 'O, Tvorbou
koordina¢nich komplext s celou fadou kovil vznikaji intenzivné zbarvené modro-zelené

slouceniny (Josefsen & Boyle, 2012) (Allison & Sibata, 2010).

Pc prokazaly silnéjsi absorpci ¢erveného svétla (v porovnani s Photofrinem®),
coz umoznuje u¢inngjsi penetraci svétla tumorovymi tkanémi, a proto se ukazaly jako

velmi slibné PS druhé generace (Josefsen & Boyle, 2012).
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Jednim ze specifickych Pc derivati je hlinity ftalocyanin tetrasulfonat (AlPcS4,
Photosens®), ktery byl pouzit v Rusku pro 1é¢bu rakoviny Zaludku, kiiZe, rtéi, dutiny
ustni a prsu. Jeho nevyhodou ovSem je, Ze zplisobuje kozni fotosenzitivitu po nékolik
tydnt (Ormond & Freeman, 2013). Mezi dalsi Pc patii naptiklad kfemicity ftalocyanin
(Pc4) a disulfonovany zinkovy ftalocyanin, které jsou ve fazi klinickych studii (Allison
& Sibata, 2010).

Obr. 12 Photosens® (Josefsen & Boyle, 2008)

V posledni dobé jsou Pc pouzivany jako fotoproduktivni materidly v laserovych
tiskarnach a CD discich. Déle se také vyuzivaji jako fluorescencni sondy in vitro a in
vivo, optické materialy, primyslové katalyzatory a samoziejmé jako fotosenzitizéry

v PDT (Josefsen & Boyle, 2012).

6.8.6 Treti generace fotosenzitizéri

Spatné rozpustnost mnoha PS ve vodném prostfedi (zejména pfi fyziologickém
pH) zabranuje jejich i.v. podani pfimo do krevniho fecisté (Josefsen & Boyle, 2008). Ve
snaze zvySit ucinnost a selektivitu PS, byla proto vyvinuta fada PS druhé generace
konjugovanych s nosnymi molekulami, které specificky dodavaji PS do tumorové
tkan¢. Tyto nosné molekuly zahrnuji monosacharidy, peptidy, LDL, protilatky,
polymerni nanocastice (NPS) a polymery (Yoon et al., 2013).
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Budouci trendy a dlouhotrvajici cile v oblasti terapie rakoviny je schopnost 1é¢it
podkozni nadory neinvazivné. Vazba sacharidi na PS je schopna zlepsit jejich
rozpustnost a snizit toxicitu. Tumory spotifebovavaji vyssi hladiny glukozy nez normalni
buiiky, proto pouzivani novych glykokonjugovanych PS umoziiuje poskytnout
vynikajici zlepSeni 1ékti pro PDT. PS tfeti generace jsou stale ve fazi vyzkumu (Yano et
al., 2011).

Bylo vyvinuto mnoho rtznych druhti PS proti celé fadé klinickych aplikaci
(Josefsen & Boyle, 2008). Nejpouzivanéjsi a nejslibnéjsi PS pro PDT jsou shrnuty

V nasledujici tabulce.
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Tab. 1 Klinicky aplikované fotosenzitizéry (Agostinis et al., 2011)

Vinova
Fotosenzitizér Struktura délka, | Schvaleny Testovani Typy rakoviny
nm
Porfimer sodny (Photofrin) ) Plice, jicen, zlucovody, mocovy méchyt, mozek,
Porfyrin 630 | Celosvétove i
(HpD) vajecniky
Porfyrinovy
ALA 635 Celosvétove Klze, mocovy méchyt, mozek, jicen
prekurzor
Porfyrinovy
ALA estery 635 Evropa Kuze, mocovy méchyt
prekurzor
Temoporfin (Foscan) (mTHPC) Chlorin 652 Evropa USA Hlava a krk, plice, mozek, ktize, zlu¢ovody
Verteporfin Chlorin 690 Celosvétove | Velka Britanie Oc¢ni, pankreas, kiize
HPPH Chlorin 665 USA Hlava a krk, jicen, plice
SnEt2 (Purlytin) Chlorin 660 USA Kize, prsa
Talaporfin (LS11, MACE, NPeb6) Chlorin 660 USA Jatra, traénik, mozek
Ce6-PVP (Fotolon), Ce6 derivaty ] Bélorusko,
_ o Chlorin 660 Nosohltan, sarkom, mozek
(Radachlorin, Photodithazine) Rusko
Silikonovy ftalocyanin (Pc4) Ftalocyanin 675 USA Kozni T-bunéény lymfom
Padoporfin (TOOKAD) Bakteriochlorin 762 USA Prostata
Motexafin lutetium (Lutex) Texafyrin 732 USA Prsa
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7 ZAVER

PDT je stale povazovana za novou, ale velmi slibnou a Gspés$nou protinadorovou
terapii. Neustaly vyvoj novych PS a svételnych zdroji pro PDT se snazi predevsim
podstatné snizit fotosenzitivitu u pacienta, zkratit dobu 1écby a zaroven zvysit
dosahovanou hloubku plsobeni. Jedna se 0 pomérné jednoduchou techniku lécby

mnoha druhti rakoviny s velkou u€innosti a minimalnimi nasledky pro pacienta.

Na rozdil od jinych béZzné uzivanych nadorovych terapii (chirurgie,
chemoterapie, radioterapie) ma PDT znacné vyhody. Ty jsou zejména v tom, ze dochazi
k selektivni akumulaci PS v nadoru nebo jiné nemocné tkani, a na zaméfeném a

prostorové omezeném dodani svétla do cilové nemocné tkang.

Za tcelem piekonani nezadoucich vedlejsich ucinkd PDT byla rozvinuta fada PS
druhé a tieti generace, které piekonavaji znacné nevyhody prvnich pouzivanych PS.
Bylo vyvinuto mnoho novych PS druhé generace a nékteré znich jsou jiz klinicky
testovany a pouzivany. Budoucimi, velmi slibnymi PS jsou PS tieti generace, které jsou
stale ve stadiu vyzkumu. Soucasny vyvoj a klinické studie novych PS se soustiedi

piedevsim na zvySeni terapeutické ucinnosti a selektivitu pouze pro maligni tkang.
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