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1 SOUHRN

V soucasné¢ dob¢ jsou onkologické indikace fotodynamické terapie
(photodynamic therapy — PDT) omezeny piedev$im na paliaci a jako doplnék
konvencnich, zeyména onkochirurgickych postupti s cilem zlepSeni kvality Zivota

a prodlouzeni pfezivani nemocnych.

V nasi studii jsme in vivo na nu/nu mysSich prokazali efektivitu PDT na
xenotransplantované lidské linii karcinomu prsu (MDA-MB-231) a dvou
biologicky odlisnych liniich karcinomu prostaty (LNCaP, PC-3). Klicovym
aspektem v naSem experimentu je pouZiti nové vyvinut¢ho fotosenzitizéru —
ftalocyaninu hydroxyhlinit¢tho (AIOH-Pc) ve form¢ lipozomalniho gelu
urcenému k lokotopické aplikaci. Vysledkem je kompletni remise tumorti u 90 %
mySi se xenoStépy karcinomu prsu a u 100 % mysi s obéma typy karcinomu
prostaty. Novy preparat na rozdil od starSich pouzitych preparati disponuje
minimalnim drug-light intervalem, nezptisobuje fotosenzitivitu a neni ani
organove toxicky.

V kontrastu se vSemi soucasnymi moZnostmi onkologické terapie je PDT
schopna selektivni destrukce tumoru se Setrnosti k ostatnim zdravym tkanim.
Zda se byt velmi slibnym terapeutickym ndstrojem pro feSeni menSich
primarnich nebo recidivujicich a metastazujicich karcinom® prsu 1 prostaty.
Vhodnou indikaci by pro vynikajici anatomickou pfistupnost a schopnost
zuzitkovani vSech klada lokotopicke aplikace fotosenzitizérti jisté predstavovaly

jejich kozni metastazy.

Klicova slova:
karcinom prsu, karcinom prostaty, kozni metastaza, fotodynamicka terapie,

nu/nu mys, xenotransplantace, ftalocyanin, lipozomalni fotosenzitizer



2 SUMMARY

In todays clinical practice oncological indications of photodynamic therapy
(PDT) are limited primarily to palliative treatment and are used as an adjunct to
conventional oncosurgical routines with the aim of improving the quality of life

and prolonging patient survival.

The efficacy of experimental PDT on xenotransplanted human tumours has
been proven in our in vivo study on nu/nu mice. One particular cell line of
mammary carcinoma (MDA-MB-231) and two biologically different cell lines of
prostate carcinoma (LNCaP, PC-3) were tested. The key aspect of our
experiment was the application of newly developed photosensitizer — hydroxy-
aluminum phthalocyanine (AIOH-Pc) in the form of liposomal gel designed for
locotopical application. Therapy achieved complete remission in 90% of mice
with mammary carcinoma xenografts and in 100% of those with prostate
carcinoma xenografts. The new photosensitizer, unlike the older ones, has
minimal drug-light interval and does not cause photosensitivity or organ toxicity.

In contrast to all contemporary oncological modalities, PDT is fully
capable of selective tumour destruction being thrifty and safe to surrounding
healthy tissues. Photodynamic therapy seems to be a very promising therapeutic
tool especially for the treatment of smaller primary or recurrent and metastatic
breast and prostate cancer. Excellent anatomical accessibility of their cutaneous
metastases makes it an ideal indication for the application of PDT with

locotopical photosensitizer.

Key Words:
breast cancer, prostate cancer, cutaneous metastasis, photodynamic therapy,

nu/nu mouse, xenotransplantation, phthalocyanine, liposomal photosensitizer



3 UvVOD

Terapie malignit se v soucasné dobé opira o ¢tyfi hlavni metody — 0 terapii
chirurgickou, radioterapii, chemoterapii a imunoterapii (Pouckova, 2000).
Spole¢nym cilem onkologické terapie je dosdhnuti zni¢eni nadorovych bunék pfi
sou¢asném zachovani fyziologickych funkci bun€k nenadorovych, coz je
zejména v pifipadé¢ chemoterapie a radioterapie velmi problematicke
(nedostate¢na selektivita Casto nuti k redukci terapeutickych davek) a v ptipadé
onkochirurgie pii nutnosti zachovani radikality operacniho vykonu casto
nemozné. Vedle téchto konvencnich metod onkologické terapie je
fotodynamicka terapie (PDT) jednou z dalsich perspektivnich moznosti
protinadorové 1éCby. Je to druh fotochemoterapie, ktery kromé zdroje svétla a
aplikovan¢ fotodynamicky aktivni latky — fotosenzitizéru, vyzaduje take
pritomnost tkanového kysliku (Moriwaki a spol., 2001). Spoluptisobeni téchto tii
klic¢ovych komponent, jeZ samy o sob¢ toxickeé nejsou a v zékladnim stavu

neprojevuji Zadne biologicke efekty, podminuje mechanizmus ¢inku PDT.

PDT byla po svém objevu povazovana za velmi nadéjnou metodu, od které
byla ofekavana revoluce v chirurgii. Od pocatku se doufalo, Ze tato metoda
vytla¢i klasické chirurgické postupy zejména proto, ze piedstavuje ,,na miru
Sitou* onkologickou terapii. Je vysoce specifickd a selektivni — umoziiuje nejen
pfesn¢ zasahnout maligni struktury, ale i diagnostikovat hranice mezi zdravou a
patologickou tkani pomoci fluorescencni diagnostiky. Na poli onkologie je PDT
vnimana nadale jako metoda ponékud experimentdlni s fadou nedofeSenych
problém. Identifikace optimalniho fotosenzitizéru je jednim z nich. PoZzadavky
na takovou latku jsou selektivni vychytavani nadorovymi burikami, spontanni
netoxicita na strané jedné a dostate¢ny toxicky efekt po ozéatreni svétlem na strané

druhé. K témto zasadnim pozadavkim piistupuji 1 dalsi, mezi které v neposledni



fad¢ patii 1 snadnd pfiprava, finan¢ni dostupnost a moznost opakované aplikace

Vv relativné rychlém sledu, nejlépe v ambulantnim rezimu.

4 PREHLED PROBLEMATIKY

Fototerapie vyuziva svétlo k 1é€b€ nemoci. Jeji podskupinou je
fotochemoterapie, kterd je podminéna i paralelni aplikaci 1éku. PDT je druh
fotochemoterapie, ktery kromé terapeutické aplikace svétla a 1éku -
fotosenzitizéru — vyzaduje také piitomnost kysliku v cilové tkani. PDT, jakoZto
pribuzna laseroterapie, byla zpo¢atku nékterymi autory oznaCovana jako terapie

fotoradia¢ni (Dougherty a spol., 1978).

PDT je dvoustupnovy proces, ktery je zaloZen na principu fotosenzibilizace
¢i fotoaktivace, tj. na principu selektivni akumulace fotosenzitizéru v tumoru a
jeho nasledném ozateni svételnou energii vhodné vinové delky (A): 600-900 nm
(Marcus a Mcintyre, 2002, Pervaiz a Olivo, 2006). Vlivem absorpce svétla o
specifické A dochazi ve fotosenzitizéru ke vzniku excitovanych stavili, které v
zasad¢ podlehaji dvéma typiim deaktivacnich reakci. Bud’ excitovana forma
fotosenzitizéru reaguje pfimo se substratem za vzniku volnych radikali substratu
(mechanizmus u¢inku I. typu), nebo dochazi k transferu energie z fotosenzitizéru
na kyslik za vzniku vysoce reaktivni singletové formy kysliku (mechanizmus
ucinku II. typu, tj. vlastni fotodynamicky efekt) (Pouckova, 2000). Cytotoxické
plisobeni singletoveho kysliku a volnych radikalt, zvlaste¢ pak radikalt
lipidickych slozek bunéénych membran, je pti¢inou destrukce tumoru (Dolmans
a spol., 2003). Oba tyto mechanizmy mohou pii PDT probihat paralelné, avsak
jejich vysledny relativni terapeuticky podil je zavisly od typu a koncentrace

fotosenzitizéru, na intratumorozni koncentraci kysliku a na afinité fotosenzitizéru



k substratu (Kolatova, 2005). PDT ucinkuje na atomové, molekularni, bunécné a

konec¢né 1 tkanové rovni. Schematicky je princip PDT zobrazen na Obrazku 1.

Obrazek 1. Zjednodusené schéma fungovani PDT (pozn.: FS — fotosenzitizér)

) 3 4 5.

1. 2. :
aplikace FS  distribuce FS akumulace FS vlastni PDT  vyléceni

Destrukéni €inek PDT na vétSinu populace nadorovych bunék neni zavisly
na typu tumoru (Stern a spol., 1993). Protinadorovy efekt PDT je vysledkem tii
vzajemn¢ pusobicich procest: pfimé smrti nddorové bunky (cestou nekrozy,
apoptdzy a autofagocytozy), poskozeni cévniho zdsobeni tumoru (Gozuacik a
Kimchi, 2004; Yoo a Ha, 2012) a aktivace nespecifickych protinadorovych
imunitnich procesit (Mroz a spol., 2011). Role jednotlivych komponent ve
vysledné ablaci tumoru jsou proménlivé — daji se modifikovat podanou davkou
fotosenzitizéru, A a energii pouzitého svételneho zdroje.

Prace je zaméfena na moznosti PDT dvou nejcastéjSich hormonalné
dependentnich malignit viibec — karcinomu prsu a karcinomu prostaty. Nedavne
pokroky v patofyziologii téchto karcinomd prokazaly jejich pozoruhodnou
imunofenotypovou podobnost (Risbridger a spol.,, 2010). Karcinom prsu
predstavuje globalné nejCastéjsi pfiCinu umrti na nddorové onemocnéni bez
rozdilu pohlavi. Mortalita na karcinom prostaty ma dlouhodobé stagnacni
charakter a na tuto malignitu umirda kazdy paty onkologicky pacient.
Neptiznivost situace nutné vede k analyzdm indikaci doposud pouZivanych

terapeutickych modalit a testovani modalit novych.
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5 HYPOTEZY A CILE PRACE

Experimentalni in vivo model do podkozi nu/mu  mysi
xenotransplantovanych lidskych tumorti pfedstavuje v klinickém pojeti pozdni
stadium s koznimi metastazami karcinomu prsu i prostaty nebo naopak stadium
casné. Formulace védeckého predpokladu experimentu je nasledna:

Nulova hypotéza Hy: Terapeuticka ucinnost PDT jako monoterapie
xenotransplantovaného lidského karcinomu prsu a karcinomu prostaty u
nu/nu mysi je <50 %.

Alternativni hypotéza H;: Terapeuticka u¢innost PDT jako monoterapie
xenotransplantovaného lidského karcinomu prsu a karcinomu prostaty na

modelu nu/nu mysi je > 50 %.

Kromé testovani dvou centralnich hypotéz tak zprace vyplynuly dalsi
zékladni otazky a vedlejsi problémy, na které bylo nezbytné se zaméfit:
e Bude nove¢ vyvinuty lipozomalni gelovy preparat s hydrofobnim ftalocyaninem
hydroxyhlinitym (AIOH-Pc) u¢inny u PDT karcinomu prsu a karcinomu
prostaty? V jakych koncentracich?
e Bude AIOH-Pc dostate¢né ucinny jiz po jedné aplikaci?
e Jak se bude lisit efekt PDT od aplikac¢ni cesty fotosenzitizéru? Bude efekt
podani lokotopického srovnatelny s podanim systémovym?
e Budou ftalocyaniny v porovnani s Metvixem a Photofrinem u¢inné&;$i?
e Bude 10minutovy interval k dosaZeni u¢inn¢ hladiny AIOH-Pc v tumoru
dostate¢ny?
e Nebude AIOH-Pc vykazovat znamky fotosenzitivity? Nebudou znamky
poskozeni zdravych tkani AIOH-Pc?
e Nedojde k regresi nebo Uplné remisi tumort v kontrolnich skupinach?

e Mohla by PDT byt pouZita v terapii karcinomu prsu ¢i prostaty u lidi?



6 MATERIAL A METODIKA

6.1 ZVIRECi MODEL

Za vhodny experimentalni model byly zvoleny samice athymickych nu/nu
mysi véku 68 tydni (18-22 g). Zvifata byla chovana izolatorovym systémem ve
sterilnim laminarnim flow boxu pii konstantni chovné teploté 28 °C. Mysi byly
podestylany radia¢né sterilizovanou jedlovo-smrkovou podestylkou, krmeny

radia¢n¢ sterilizovanou dietou a napajeny byly autoklavovanou vodou ad libitum.

6.2 TKANOVE LINIE — XENOTRANSPLANTATY LIDSKYCH TUMORU

Ke xenotransplantaci lidskych tumorti na nu/nu mysi byly pouzity 3
tkanové linie kavkazské rasy. Tkanova linie MDA-MB-231 piedstavovala
v experimentu lidsky adenokarcinom prsu; lidsky adenokarcinom prostaty
zastupovaly tkanové linie LNCaP — klon FGC a linie PC-3. Linie LNCaP ma na
rozdil od PC-3 metastaticky potencial velmi maly. Po kultivaci, namnozeni a
dosazeni po&tu 10° nadorovych bunék (cca 1 mg tkanové kultury) byly spole¢né
s Matrigelem subkutann¢é implantovany na pravy bok athymické mysi. Objem
tumoru byl pravidelné¢ métfen a vlastni experiment s PDT zacal poté, co doslo
K nartistu tumoru do velikosti 6 mm v priiméru, tj. do objemu cca 0,2-0,4 cm® a

plochy cca 2 cm?.

6.3 EXPERIMENTALNI FOTOSENZITIZERY

Ve studii u¢inku PDT na karcinom prsu byl ke srovnani s novym AIOH-Pc
V lipozomalni gelové form¢ k lokotopické aplikaci pouzit komeréné bézné
dostupny krém 16% hydrochloridu metylaminolevulatu (Metvix, absorpéni
maximum: 630 nm). K systémové aplikaci se podaval roztok disulfonovaného
ftalocyaninu hydroxyhlinit¢ého (AI(OH)S2-Pc, 675 nm). DalSim preparatem
K parenteralnimu podani byl porfimer sodny (Photofrin, 632 nm). Ve studii



s karcinomem prostaty byl pouzit jenom lipozomdlni gel AIOH-Pc urcen
k lokotopické aplikaci. Nové vyrobeny a testovany lipozomalni gel s Gi¢innou
latkou 85% ftalocyaninu hydroxyhlinittho (AIOH-Pc, 672 nm) byl
Vv experimentu aplikovan v riznych koncentracich (Tabulka 1). Vlastni vyroba
gelu slipozomy zflzovanymi s hydrofobnimi mikro¢asticemi AIOH-Pc je
patentovana (Jezek a spol., 2008) a ptipravuje se procesem fluidizace sterilniho
izotonického roztoku lecitinu. Kone¢na prumérna velikost mikrovezikul je 200-
300 nm.

Tabulka 1. Experimentalni skupiny — usporadani pokusu

_ Drug- o § . !
= Fotosenzitizér Koncentrace Aplikace light 8 Sx T
— interval - g o

A (2) 10 AIOH-Pc 2 mg/ml loc. 10 min - +
A (3) 10 AIOH-Pc 3 mg/ml loc. 10min - +
A % 10 _ AIOH-Pc Amg/ml loc.  10min - +
B “é 10 ﬁ Metvix 0,16 mg/mg loc. 3h + +
C 10 = AI(OH)S2-Pc 2,5 mg/ml I V. 10min - +
D 10 <QE Photofrin 2,5 mg/ml V. 48h + +
E = 10 = AIOH-Pc 4 mg/ml loc. - = =
F g 10 Metvix 0,16 mg/mg loc. - - -
S < 10 i . R
H 3 8 AIOH-Pc 4,5 mg/ml loc. 10min — +
I é 8 AIOH-Pc 9 mg/ml loc. 10min -+
J & g % AIOH-Pc 18 mg/ml loc. 10 min - +
K ' i < B - - - -
L % 8 - - - -4
WY =~ 8 AIOH-Pc 18 mg/ml loc. - - -
N = 8 AIOH-Pc 2 mg/ml loc. 10min - +
ol © 8 AIOH-Pc 4mg/ml loc.  10min - +
P 2 8 o AIOH-Pc 6 mg/ml loc. 10min -+
R k= 8 g . - - - - =
S % 8 - ] ] o
T ~ 8 AIOH-Pc 6 mg/ml loc. - - =



6.4 SVETELNY ZDROJ POUZITY V EXPERIMENTU

Jako zdroj silného svétla o velkém svételném toku (0,97 W) byla pouzita
xenonova lampa onkolight 051 (ONL 051), ktera pracuje v tzv. daleko-¢erveném
spektru 600-700 nm s max. kolem 635 nm a intenzitou zafeni 200 mW/cm?.

Celkova energie zateni predstavovala 100 J/em®.

6.5 EXPERIMENTALNI SKUPINY — USPORADANI POKUSU
Celkovy soubor pouzity v naSem experimentu tvofilo 186 nu/nu mysi (n =
186). Piehledné usporadani experimentu véetné vSech pokusnych a kontrolnich

skupin zvirat je shrnuto v piedesié Tabulce 1.

6.6 PDT V EXPERIMENTU

Po dosazeni stanovené velikosti xenotransplantovaného tumoru (cca 6 mm
vV priméru) a rozdéleni mysi do vysSeuvedenych skupin zacal experiment se
samotnou PDT. K vylouceni vystresovani a pohybu zvifat pti cilené aplikaci
PDT byly na za¢atku experimentu v§echny mysi uvedeny do neuroleptanalgezie.

MysSim se sou€asné intraperitonedlné aplikoval ketamin a xylazin,

PDT karcinomu prsu

Ke stanoveni nejvhodnégjsi terapeutické koncentrace lipozomalniho gelu
AIOH-Pc pro karcinom prsu se testovaly gely o rtzné koncentraci: 2, 3 a 4
mg/ml. Kazdy gel byl lokalné aplikovan zevné na tumor v davce 0,2 ml/tumor a
doba jeho plisobeni pod ¢astecné okluzivnim ovazem byla 10 min (tzv. drug-
light interval). Konecné byl tumor ze vzdalenosti 1 cm ozaren Xe lampou s vyse
uvedenymi parametry. Kolem tumoru byl ozafen i cca Smm lem zdravé tkane,
zbyla cCast téla zvifete ozafena nebyla. Délka iradiace trvala pfesn¢ 8 min.
Efektivita 4 mg/ml AIOH-Pc gelu se srovnavala s krémem Metvix, ktery byl

aplikovan dle instrukci vyrobce — 0,4 mg bylo naneseno lok4lné na tumor ve
9



vrstvé tlusté cca 1 mm. Ozéafeni svételnym zdrojem probihalo za stejnych
podminek, ale az po 3 h od aplikace. LéCenym skupinam se systémovou aplikaci
se fotosenzitizéry podéavaly ve formé izotonickych 0,9% roztokl bolusové 1. v.
do lateralni ocasni Zily. AI(OH)S2-Pc byl podan v davkovacim schématu 2,5
mg/kg télesné hmotnosti, doba pisobeni pied ozafenim Cinila opét 10 min.
Déavka Photofrinu byla 2 mg/kg télesné hmotnosti a jeho doba plisobeni az 48 h.
Zpusob svételné iradiace byl identicky. Skupiny mys$i 1é¢ené Photofrinem 1
Metvixem byly v dob¢ piisobeni fotosenzitizéri (48 h nebo 3 h) chranény pied
pfimym  slunecnim  svétlem  kvali  riziku  fotosenzitivity.  Skupiny
s ftalocyaninovymi preparaty byly pfimému slune¢nimu svétlu volné vystaveny.
Vsechny skupiny byly pravidelné sledovany. Po dobu nésledujicich 30 dnti se
mikrometrem zaznamenavala plocha nekrotického tumoru a dopocitaval se
objem tumoru.

Kontrolni skupiny nu/nu mysi v pokusu PDT karcinomu prsu byly tfi. Dvé&
skupiny obdrzely pouze lokaln¢ podany fotosenzitizér — lipozomalni gel AIOH-
Pc v ucinné koncentraci 4 mg/ml nebo Metvix bez iradiace svétlem. Trieti
kontrolni skupina piedstavovala tzv. Cistou kontrolu — mysi se xenostépy tumoru
nebyly nijak terapeuticky intervenovany, hodnotil se rist karcinomu na Zivém
zvitecim modelu. Posledni (30.) den pokusu byla vSechny experimentalni zvifata

usmrceny metodou cervikalni dislokace.

PDT karcinomu prostaty

Stejna metodika se pouzila 1 v PDT obou bunécnych podtypli karcinomu
prostaty. K urCeni optimalni terapeutické koncentrace lipozomalniho gelu AIOH-
Pc pro karcinom prostaty a porovnani u¢innosti na jeho jednotlivé tkanove linie
se zkoumaly gely o rizn€ koncentraci: 4,5, 9 a 18 mg/ml u linie LNCaP a 2, 4, 6
mg/ml u linie PC-3. Davkovani aplikovanych lipozomalnich gela

s ftalocyaninem na povrch kazdého tumoru se od pokusu s karcinomem prsu
10



neliSilo, stejné jako zplisob aplikace svételné iradiace, nulova fotoprotekce, délka
trvani experimentu s harmonogramem vystupnych meéfeni objemil tumort.

Charakteristika kontrolnich skupin byla v pokusu PDT karcinomu prostaty
mirn¢ odlisnd. Krom¢ dvou skupin c¢istych kontrol (kazdd pro danou linii)
dostaly dalsi dvé skupiny bez svételného terapeutického pusobeni jen lokalné
aplikovany lipozomalni gel AIOH-Pc v koncentraci 18 mg/ml u LNCaP a 6
mg/ml PC-3. Zbylé 2 kontroly se xenostépy linie LNCaP i PC-3 podstoupily jen

ozateni Xe lampou, ale nedostaly zadny fotosenzitizeér.

6.7 HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Nekropsie jizevnaté tkdn€ u mysi s uspéSnou PDT a oblasti tumoru u mysi
s neuspéSnou PDT a kontrolnich poslouzila k objektivizaci efektivity terapie. Po
standardnim zpracovani vzorkt bylo pouzito barveni hematoxylin-eosinem (HE)
v Gillové modifikaci. Histopatologické vySetieni jater, ledvin, srdce, tenkého
stteva, plic a kosterni svaloviny zas slouzilo k vylou€eni ptipadného poskozeni
vnitinich organt celym procesem PDT, chemickou slouceninou testovaného

fotosenzitizéru nebo pouhym svételnym ozarenim.

7 STATISTICKA ANALYZA DAT

Provedeny laboratorni experiment je typové preklinickd metodologicko-
intervencni analytickd studie s kvantitativnim vyzkumem. Byla stanovena nulova
hypotéza Hy a alternativni hypotéza H; a tyto hypotézy byly statisticky
testovany. Statisticka signifikance, tj. p-hodnota < 0,001 byla interpretovana jako
statisticky vyznamny vysledek, zamitajici nulovou hypotézu Hy na hladiné
vyznamnosti o = 0,01. 1% pravdépodobnost faleSné pozitivity byla 1 ptes
relativné maly rozsah rozptyli plné vyhovujici. Metody popisné statistiky

(aritmeticky primér, standardni — smérodatnd odchylka, medidn, rozpéti a
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relativni Cetnosti) byly pouzity pro charakteristiky souborii pii statistickém
zpracovani vysledkad.

Pted vlastni analyzou dat byla otestovana homogenita vychozich podminek
metodou jednofaktorové analyzy rozptylu (analysis of variance — ANOVA).
Metodou ANOVA se testovaly i konecné stavy vSech kontrolnich skupin.
Smyslem tohoto parametrického testu bylo vylouéit piipad, kdy v jedné ze
skupin budou vychozi podminky charakterizované jako objem tumoru vyrazné
odlis$n¢ od ostatnich skupin.

Na konci pokusu byl vypocten rozsah celkového zpomaleni nadorového
rustu (total growth inhibition — TGI) podle vzorce: % TGI =1 — (Ve [ V) x 100.
Vg pfedstavuje primérny objem tumoru v 1écené pokusné skupiné a Vi pramérny
objem tumoru v kontrolni — nelé¢ené skupiné. Tyto vysledky jsme zhodnotily
neparovym oboustrannym Studentovym t-testem. Parcialni odpovéd na
protinadorovou terapii je u experimentalnich zvitat definovana jako TGI > 50 %
(ale < 100 %) pocate¢niho objemu tumoru (v 0. den). Kompletni odpoved
znamena TGI = 100 %, kdy je objem tumoru jiz neméfitelny (v kterykoliv den
experimentu). Pro pokusy s monoterapii je hrani¢ni ucinnost stanovena jako
kontinuadlni TGI > 50 % po dobu neyjméné 1 doubling time tumoru kdykoliv po
zahajeni terapie. Softwarem pouZitym v praci byl statisticky program IBM SPSS

Statistics a programovaci jazyk R Development Core Team.

8 VYSLEDKY

Nu/nu mysSi reagovaly na PDT pomérné rychle. V intervencnich
experimentalnich skupindch byly u zvifat prvni znamky nekrozy zaznamenany
JiZ 24 h po ozafeni. 7. den experimentu byla u léCenych skupin patrnd témeét

kompletni regrese objemtl tumorti s makroskopickou demarkaci nekroz.
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V piipad¢ uspésné PDT byla makroskopickym vysledkem jemné oplos§téna
jizva kryta epitelem (Obrazek 2). V mikroskopickém nalezu dominovalo
vyrazné zmnoZeni plazmocytll s pfimési mastocytlt v fidkém prosdknutém
kolagennim vazivu; nadorové zmény a pritomnost malignich bun€k pozorovany
nebyly. Rozdil v histologickém obrazu cerstvé jizevnaté tkané mezi skupinami

lIéCenych riznym typem fotosenzitizéru pozorovan také nebyl.

Obrazek 2. Makroskopicky vysledek uspésné (vlevo) a neuspésné PDT (vpravo)

Ve vSech kontrolnich skupinidch tumor naopak vzdy rostl a mikroskopicky
byly nadorové bunky posléze prokazany. Stejny nalez byl i u mysi s relapsem
po neuspésne PDT, kde u léCenych skupin navic vlivem terapie dochazelo
Kk centralni nekroze a exulceraci implantovanych tumortt — bez ohledu na jejich
histologicky ptvod (Obrazek 2). Mikroskopicky obraz po HE barveni byl u
myS$i vSech kontrol a u pfipadli selhan¢ PDT stejny. Tumory byly jen lehce
regresivné zmeénéné, uchovavali si solidni uspofadani a rostly infiltrativné.
Lymfangioinvaze a perineuralni propagace byly vyjadiene vic u tkanove linie
LNCaP. U mysi ¢istych kontrol byla centralni nekrotizace tumoru patrna vic a
byla doprovazena rozsdhlou reaktivni kulatobunécnou celulizaci (lymfocyty a
plazmocyty). Vitalni nadorova tkan se nachazela prevazné v okrajovych Castech

1éze a hrub¢ orientac¢né zajimala cca 30—70 % celé tumorozni masy.
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Vzhledem Kk faktu, Ze se jednalo o tumory uloZené subkutanng, tak s nimi
mySi dobfe prezivaly i pfi konecné témei 9ndsobné velikosti tumortt piivodné

xenotransplantovanych. Cely experiment se obesel bez predasného thynu mysi.

Systémové podany ftalocyanin (AlI(OH)S2-Pc) oproti lokotopicky
podanému AIOH-Pc v pokusu na karcinomu prsu sice vykazoval rychlejsi nastup
ucinku, ale od 28. dne byla jejich efektivita identicka — zcela kurabilni. Mala
ucinnost komer¢n¢ dostupného Metvixu 1 Photofrinu oproti testovanym

ftalocyaninovym preparatim u PDT karcinomu prsu je zobrazena na Grafu 1.

Graf 1. Ucinnost riiznych typii fotosenzitizérii v PDT linie MDA-MB-231
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Pokusné skupiny: Kontrolni skupiny:
. AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. + Xe iradiace K AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. bez iradiace
[ Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. + Xe iradiace ° Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. bez iradiace
A Al(OH)S2-Pc plv. sol. i. v. + Xe iradiace bez fotosenzitizéru, bez iradiace
x Photofrin 2,5 mg/ml plv. sol. i. v. + Xe iradiace

V pokusech se tak pln¢ osvédcil potencidl noveé vyvinutého fotosenzitizéru

zpomezi II. a III. generace — AIOH-Pc podavaného lokotopicky ve formé
14



obiem tumoru [cm®]

lipozomdlniho gelu. Jedinecnost nové zkoumaného preparatu v porovnani
S jinymi, jiz certifikovanymi a hromadné vyrabénymi, léCivymi ptipravky dale
spo¢iva v extrémné kratké dobé nutného preradiaéniho pisobeni (drug-light
interval: 10 min) za zachovani vytecnych protinddorovych ucinkl, rychlé
eliminaci a bezproblémové snasenlivosti zvifecim modelem — bez naznaki
fotosenzitivity a bez znadmek subakutni organové toxicity nebo kancerogenity.

Terapeutického efektu bylo dosazeno jiz jednim cyklem terapie, tj. pouze
jednou aplikaci fotosenzitizéru. Pro PDT xenotransplantovaného lidského
karcinomu prsu linie MDA-MB-231 byla nejucinngjsi davka 4 mg/ml AIOH-Pc,
ktera zpisobila celkové zpomaleni nadorového ristu v 98,4 % a vylécila tak 90
% mySsi. Lipozomalni gel AIOH-Pc prokazal slibnou ucinnost i proti dvéma

liniim xenotransplantovaného lidského karcinomu prostaty (Graf 2).

Graf 2. U¢innost AIOH-Pc gelu v PDT linie LNCaP a PC-3
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[ AIOH-Pc 9 mg/ml gel loc. + Xe iradiace AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
A AIOH-Pc 18 mg/ml gel loc. + Xe iradiace AIOH-Pc 6 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
Kontrolni skupiny: LNCaP PC-3

x bez fotosenzitizéru, bez iradiace bez fotosenzitizéru, bez iradiace

K bez fotosenzitizéru, se Xe iradiaci bez fotosenzitizéru, se Xe iradiaci

° AIOH-Pc 18 mg/ml gel loc., bez iradiace AIOH-Pc 6 mg/ml gel loc., bez iradiace
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V piipad€ experimentalni PDT biologicky mén¢ agresivni linie LNCaP se
osveédcilo davkovani 4,5 mg/ml se 100% nadorovou inhibici i stejnym zastoupeni
remisi. U agresivnéjsi formy karcinomu prostaty — tkanové linie PC-3 — byla
dostacujici kurativni koncentrace zminované¢ho fotosenzitizéru 6 mg/ml, diky
které se celkovy rust tumort zpomalil také 100%, a vSechny mysi byly na konci
experimentu uspe$né vyléCeny. Jen samotné podani fotosenzitizéru bez ozateni
nebo samotné ozareni svétlem vhodné charakteristiky bez pouziti fotosenzitizéru
nema zadny terapeuticky efekt — fotodynamické terapie je efektivni vyhradné

V kombinaci téchto kroku.

Graf 3. Celkové zpomaleni nadorového riistu po PDT v experimentu
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Graf 3 sumarizuje vysledky naSeho experimentu — zamita nulovou
hypotézu Hy a akceptuje alternativni hypotézu H;. PDT se v experimentu
prokazala jako ucinna metoda monoterapie xenotransplantovanych
lidskych tumori, konkrétné karcinomu prsu a karcinomu prostaty u nu/nu
myS$i, ve vice nez 50 %. Vyjadienim terapeutické ucinnosti je procentudlni
celkové zpomaleni nadorového ristu (% TGI) po experimentalni PDT, jez pii

dodrzeni optimalniho aplikacniho schématu pro lokotopicke pouziti
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ftalocyaninoveého gelu dosahuje 98,4% TGI u karcinomu prsu a 100% TGI u

obou tkanovych linii karcinomu prostaty.

9 DISKUZE

Na§ experiment byl casteCné limitovdn pouzitim svételného zdroje s
relativné rozptylenym spektrem. Domnivame se, ze pouZiti zdroje s
nastavitelnou operacni A, tj. vzdy pro dany typ fotosenzitizéru jinou, ,,na miru
Sitou” vlnovou délkou by efektivitu PDT mozna zlepsilo. Uplné idealnim by pro
tento ucel byl diodovy laser s jednou vlnovou délkou nebo drazi, ale

univerzalngjsi diodovy laser laditelny.

I kdyz otazka Gi€innosti metody po jedné aplikaci byva vétSinou sporna, nic
na situaci neméni, ze pii potencidlnim klinickém vyuziti naSich poznatkli by
nemocni téZili z biologicky bezpecné, aplikatné nenarocné a Casoveé komfortni
terapie s moznosti bezproblémového opakovani PDT cyklu. Drug-light interval
pouhych 10 min s kompletni odpovédi na terapii u zvifecich modelt se
V soucasné literature zatim jevi v porovnani s komercné dostupnymi piipravky
jako snadno nepiekonatelny (Nekvasil a spol., 2007). Dobu 4-6 h mezi aplikaci
fotosenzitizéru a ozafenim (napt. pfi metvixove PDT keratozy a bazaliomil) uz
pacienti oznacili za nevyhovujici. Pifi Uvaze o jednorazovém podani
fotosenzitizéru je za dobu 3 h teoreticky mozno provést az 18 cykli PDT (18
rozlicnych pacientll nebo variace mnoha opakovani PDT u nékolika pacientil)
s AIOH-Pc, kdezto napt. s Metvixem pouze cyklus jeden (1 pacient). Pozitivni
casovy faktor doby minimalniho piisobeni fotosenzitizéru pred ozafenim svétlem
je velkou vyhodou pro nemocné — za stejnou dobu miize byt vedeni terapie
mnohem agresivngj$i. Pokles Casové naro€nosti terapie spolecné se sniZzenim

periterapeutické morbidity tak v konecném dusledku znamenaji levnéj$i a
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efektivnéjsi variantu pro pacienta i celkové pro zdravotni systém. Takto
aranzovana PDT by mohla byt metodou volby k odstranéni tumori s rychlou

progresi. Karcinom prsu i karcinom prostaty tuhle charakteristiku spliuji.

10 ZAVER

V experimentu byla prokazana vysoka efektivita jednoho cyklu PDT za
pouZiti lipozomalniho ftalocyaninového gelu v terapii xenotransplantovanych
lidskych karcinomli prsu a prostaty u athymickych myS$i. Pfi dodrZeni
optimalniho davkovani vedla tato terapie k remisi ve vétSiné pripadi (90-100
%), a to bez ohledu na typ malignity. Pfi zvazovani vyuziti takto aranzované
PDT v klinické praxi by jeji velkou vyhodu ptedstavoval prakticky zanedbatelny
drug-light interval. Dalsi vyhodou piipravkt ftalocyaninové tady je jasné
definovand chemickd struktura, coz se obecné o hematoporfyrinovych

derivatech, kde Casto preparaty sestavaji az ze 40 rtiznych substanci, fict neda.

Oproti  klasickym onkologickym modalitiam ma PDT mnoho vyhod:
zanedbatelné vedlejsi U€inky, nizka uroven periterapeutickych komplikaci, vyssi
kvalitu zivota pacienta bez nutnosti hospitalizace, moznost opakovani terapie,
eventualita spojeni fluorescenéni diagnostiky a samotné terapie do jednoho
kroku — to vse za nizsich finanénich nakladl v porovnani s chemo- a radioterapii.
Z vlastni charakteristiky PDT dale plyne Siroké spektrum jejiho pouZiti,
miniinvazivita spojena s dobrym hojenim, minimalni pooperacni bolestivosti a
vybornym estetickym efektem, nizkd systémova toxicita, zaruceny a védecky
ovéfeny komplexni ucinek na molekularni, bunééné 1 tkéanové urovni.
Prospé$nost metody je jeSté podloZzena Zadnou nebo minimalni krevni ztratou,

bez potfeby celkové anestezie (max. lokalni anestezie/analgosedace) a konecné

vvvvvv
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