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1 Uvod

Slune¢ni zéreni, které dopadd na zemsky povrch, je druhem elektromagnetické
radiace. Jako takové muize byt absorbovano, rozptylovéano, odrdZeno nebo laméno.
Sklada se ptiblizn€ z 5 % ultrafialového zafeni (100-400 nm), 50 % viditelného

zareni (400-700 nm) a z 45 % infraCerveného zaieni [1].

1.1 UV zareni

Podle uc¢inka na biologické systémy se konvencné déli na pasma:

* dlouhovinné UVA zifeni............ 315 - 400 nm, penetruje nejhloubéji, kdy z
dopadajiciho zéteni dosdhne coria az 35 - 50 %. Phsobi prevdzné nepiimo
prostfednictvim fotosenzitizovanych reakci, kdy zdrojem 'O, mohou byt také
endogenni senzitizatory. Singletovy kyslik miZe byt produkovédn kationtovymi

senzitizdtory, které se interkaluji mezi pary bazi nebo vdZou do Zlabku DNA.

* stiednévinné UVB zéfeni........... 280 - 315 nm, ¢ast je podstatn¢ absorbovana
ve stratum corneum a epidermis a jen maximalné 10 - 15% tohoto zafeni pronikne
do pars papilaris dermis. Mlze piimo excitovat jednotlivé bize v DNA, a tim

iniciovat dalsi reakce jako jsou tvorba dimerti a fotoadice [2].

e kratkovinné UVC zéfeni............ 100 - 280 nm, (z umélych zdroji) je

selektivné absorbovdno v DNA a proteinech, a tedy pronika nejpovrchové;ji

* vakuové zareni (UVD)................ 10 - 100 nm

Oz6n absorbuje vSechno UVC a velkou ¢ast UVB zdfeni, takze ultrafialové
spektrum na Zemi je tvoieno pifedevSim UV A (90 - 99 %) a malou ¢asti UVB zafeni (1-
10 %).

Za normdlnich okolnosti reaguje s UV zafenim molekularni kyslik. V disledku
toho se molekuly kysliku $tépi a vétSina vznikajicich kyslikovych atomti se kombinuje

s dal§imi molekulami O, za vzniku molekuly ozénu (O3) [1].
O, + hv (A <240 nm) — 20

O+0,+M—->0;+M



(M miiZe byt jakdkoli molekula)

Fotolyza ozénu UV zdfenim, probihajici hlavné ve vysokych vrstvach

atmosféry, je hlavnim zdrojem 'O, v atmosféte. Z hlediska vlivu na Zivotni prostiedi

Cvv s

muze mit vyznam vyskyt singletového kysliku i v nizSich a zejména ptizemnich
vrstvich atmosféry.

Fotolyza ozonu na 'O, je spinové dovolenou reake:
O3 + hv (A < 340 nm) — O, (‘Ap) + O('D)

Dal§im produktem fotolyzy je vysoce reaktivni atomarni kyslik v excitovaném

singletovém stavu, ktery s atmosférickou vodou reaguje na radikdl OH
O('D) + H,O —»20H
nasleduje
OH + O3 —» HO; + O,
HO; + O3 — OH + 20,
stejné jako produkce atmosférickych peroxidi, napf.
HO, + HO; — H,0,

Singletovy kyslik miiZe vznikat v atmosféfe rovnéz fotosenzitizovanou reakci.
MoZznym senzitizatorem je NOy = oxid dusicity (NO;)+ oxid dusnaty (NO) (excitace pti

A ~ 398 nm), ktery generuje oba excitované stavy kysliku, t;. Oz(lAg) a 02(‘2g).
NO; + hv = NO + 0O
NO + 03 —>N02 + 02

Singletovy kyslik iniciuje chemické reakce prevazné ve styku s kapalnou fazi —
v kapkéch vody, mracich a mlhach. Reaguje s nenasycenymi organickymi slou¢eninami
na peroxyacyl radikdly, které jednak oxiduji NO na NO,, jednak dale reaguji s NO, na
drazdivy peroxyacyl-nitrit RC(0)-O-O-NO,. ,Piizemni 'O, vznikajici ve zneéistné
atmosféfe je faktorem ohrozujicim Zivotni prostiedi a mize hrat roli v patologii ¢lovéka,

zvitat irostlin [2, 3].



1.2 Absorpce elektromagnetického zareni

K jakékoliv fotochemické reakci mtze dojit pouze tehdy, jestlize je dopadajici zéareni
absorbovdno molekulami jemu vystavené latky. Takovou lidtku nazyvame
chromoforem. To jsou v praxi molekuly DNA, RNA, bilkovin, porfyrini a dalSich
slouc¢enin. Pfitom se méni elektromagnetickd energie v energii chemickou. Absorpce
fotonti vyzdvihuje molekulu oziafené slouCeniny na vyss$i energetickou hladinu,
napiiklad v excitovany singletovy stav. Molekuly zustdvaji ve svém excitovaném stavu
do doby, neZ se sloucenina chemicky zméni ve fotoprodukt, ktery pifenese energii na
dalsi molekulu, nebo ji vyzafi jako energii svételnou Ci tepelnou.

Pfenosem energie miiZze byt podminén vznik morfologické reakce s navozenim
ruznych biochemickych pochodi, napiiklad indukce nebo inaktivace enzymd, opravy
enzymu, vzniku iontovych stavli, replikace DNA a fady jinych. Ty posléze usti
v buné¢éné zmény, at’ jiz povahy proliferacni, mutagenni, toxické nebo jiné.

Molekuly se téZ mohou transformovat z excitovaného singletového v tripletovy
stav. Doba trvani excitovanych stavli je velice kratkd — singletovy stav trva

v podminkdch normélni teploty méné nez 100 ns, tripletovy nejvysel ms.

1.3 Optickeé vlastnosti kuze

Pti Siteni svételného zareni v kizi mize dochdzet kjeho lomeni vyvolanému
pfechodem mezi dvéma prostfedimi s riznym indexem lomu. Pfi velmi plochém thlu
dopadu muiiZe nastat totdlni reflexe, kdy zateni nevchazi do kozni tkan¢ vlibec.

Pokud zéafeni prochazi kiizi, pak je hloubka penetrace piimo imérnd jeho vinové
délce. Stiednévinné UVB zdfeni prochdzi epidermis maximdlné¢ do dermdlnich papil,
UVA radiace se dostavd po rozhrani koria a podkoZzi. Viditelné zafeni prochédzi az do
podkozi. Kratkovinné UV zéifeni se vedle toho mlze po vstupu do kiiZe rozptylovat

vlivem interakci s rizné nabitymi ¢asticemi [1].
1.4 Fotochemie biologickych molekul

1.4.1 Nukleové kyseliny

Singletovy kyslik reagujici s nukleovymi kyselinami vznikd pfevdzné reakcemi
senzitizdtorQi interkalovanych mezi pdry bazi nebo vidzanych do Zldbku Sroubovice.
Vzhledem k negativnimu ndboji fosfosacharidové kostry interaguji s nukleovymi

kyselinami senzitizdtory s kladné nabitymi perifernimi substituenty. Aniontové



senzitizatory rozptylené v okoli nukleové kyseliny zpiisobuji méné¢ vyznamné, tzv.
nespecifické oxidace. Singletovy kyslik reaguje hlavné s jednou ze Ctyf nukleobazi, a to
s guaninem. Reakce s guaninem nebo guanosinem byly studovdny v souvislosti s
oxida¢nim §t&penim DNA. Prvnim krokem reakce je [4+2] cykloadice 'O, na C-4 a C-8

purinového kruhu a vznik nestdlého endoperoxidu (obr. 1 ).

HIN N 10, HN =N__H

Yy —

HFN)%H ot I—«NALN ”E(\D
< =2 0‘__.,4-"""

Obr. 1. Reakce guaninu s 'O, [4]

MoV,

Oxidace singletovym kyslikem je jednou z pfi¢in poSkozeni nukleovych kyselin.
V dutsledku oxidac¢nich procest dochdzi ke stépeni DNA - vzniku zloml na jednom
nebo méné Casto obou vldknech DNA.

Absorpéni maximum pro DNA se nachdzi pti vinové délce 260 nm, pticemzZ
maxima purinovych a pyrimidinovych kruhi jejich bazi jsou mezi 245 a 280 nm.
Pasobenim této radiace se nejCastéji tvoii kovalentni vazby mezi sousednimi
thyminovymi bazemi na Sroubovici DNA (cyklobutanové thyminové dimery) [1]. Dalsi
fotoprodukty jsou thyminové a cytosinové hydraty, pyrimidin-pyrimidon (6-4)
fotoprodukty [5], Dewarovy izomery 6-4 fotoproduktii, oxidované baze, vazby mezi
proteiny a DNA a zlomy obou nebo jednoho fetézce.

Tato poSkozeni jsou zpiisobena bud’ piimo absorpci energie po expozici UVB
nebo nepiimo kyslikovymi radikdly tvofenymi UVA zédfenim. Pyrimidinové dimery
jsou hlavni DNA fotoprodukty. Pokud nejsou opraveny interferuji s transkripci a
replikaci. Pfitomnost pirimidinovych dimertt miZze zpusobit mutace, pokud je DNA
replikovdna po poskozeni. Tyto genetické alterace mohou ptispét k spusSténi
karcinogeneze [6].

Citlivost DNA ke zlomiim je v korelaci s hustotou aktivnich genti, uddvand jako
hustota vyjadiené sekvence tagii (expressed sequence tags). Data ukazuji inverzni vztah
mezi genovou hustotou a UVA senzitivitou, protoZe genové chudé chromozomy se
zdaji byt vice poSozené neZz genove bohaté.

Je zndmo, Ze genové chudé genomické oblasti maji nizs§i aktivitu opravnych
enzymu. To mize byt mozné vysvétleni pro nestejnou distribuci métenych zlomtt DNA.

Hypotéza Rapp et al. je, Ze vyssi aktivita opravnych enzymi lokalizovanych v aktivnich



mistech genll je schopnd opravit DNA poskozeni indukované UV A, tak rychle, Ze tyto

oblasti vykazuji celkove redukované poskozeni [7].

1.4.2 Bilkoviny

Proteiny jsou, vzhledem ke svému zastoupeni v buiikdch, hlavnim cilem oxidace
singletovym kyslikem. Zdrojem 'O, atakujictho protein jsou piedeviim senzitizitory
vazané kovalentni vazbou nebo nekovalentni interakci na protein [4].

Z esencidlnich aminokyselin se nejsnadnéji oxiduji cystein, methionin, tryptofan,
tyrosin a histidin a jsou tedy primdrnim cilem oxidac¢niho ataku. Vznikajici peroxidy a
peroxyradikdly jsou nositeli dal§tho oxidativniho ataku, zplisobujiciho fragmentaci
proteinu, sitovani a agregaci. Tyto zmény jsou ireverzibilni, negativné postihuji funkce
proteind a zda se, Ze nepiimo poskozuji i DNA [2].

Ostatni aminokyseliny reaguji s 'O, podstatné pomaleji. Cilem oxida¢niho ataku
byvaji predeviim postranni fetézce, nikoliv hlavni fetéz proteinu. Reakce s 'O, a

peroxidovymi produkty zptsobuji vétSinou nevratné poskozeni proteinu [4].
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Obr. 2. Reakce histidinu a tryptofanu s 'O, [4]

Absorp¢ni maximum se nachdzi vétSinou pii 280 nm.

1.4.3 Steroidy

Cholesterol miize byt pti fotosenzibiliza¢nich pochodech oxidovan. Tak miize dochazet
k neopravitelnému poSkozovani bunéénych membran [1].
Fotooxidace cholesterolu a ostatnich lipidi bunéénych membrdn na povrchu

tkdni mze ziejm& hrat roli v riznych koZnich fototoxicitdch, pfed€asném starnuti a



fotokarcinogenezi. Cholesterol mulze také byt dualezity lipidovy cil v mnoha
terapeutickych aplikacich fotosenzitizace, napt. eradikace neoplastickych bunék nebo
patogennich vira pti fotodynamické terapii.

V buiikdch mohou lipidové hydroperoxidy podstoupit jednoelektronové redukéni
reakce, které zhorSuji potencidln¢ letdlni peroxidativni poSkozeni, nebo
dvouelektronové redukéni reakce, které zabrafuji nebo pfinejmensim minimalizuji
peroxidativni poskozeni. V jednoelektronové drize redukéni agens, jako O, nebo
askorbat, typicky tidi redukci vznikajicich lipidovych hydroperoxidi katalyzovanou
kovem na lipidoxylradikaly, které bud’ pfimo nebo nepiimo iniciuji okruhy peroxidace
volnych radikdlii odstranénim vodiku. Usnadnénd tvorba produkti volnych radikdla
nebo karbonylovych vedlejSich produkti muize mit za nésledek cytotoxicitu.
Alternativné lipidové hydroperoxidy mohou podstoupit dvouelektronovy redukéni
metabolismus zprostfedkovany glutathion dependentni peroxiddzou transferdz.
Oxida¢ni stres nastane, kdyZ toxickd jednoelektronovd redukce fotoperoxidi oddali
dvouelektronovou detoxikaci, coZ ma za nasledek zvysené bunécné poskozeni.

Fotoperoxidace cholesterolu a ostatnich lipidi mize byt zamezena nebo
pfinejmensim minimalizovdna riiznymi enzymatickymi a neenzymatickymi obrannymi
systémy. Vyznamné mezi enzymatickymi systémy jsou superoxid dismutédza a kataldza,
které zhasi O, a H»O,, glutathion dependentni selen peroxiddzy, které redukuji a
detoxikuji H,O, a rtzné organoperoxidy, jako jsou druhy lipidovych derivatl, a

neseleno-glutathion-S-transferazy, které mohou také redukovat organoperoxidy [8].

1.4.4 Melanin

Melanin je heteropolymerni pigment produkovany melanozomy v epidermdlnich
melanocytech. Z nich se cytokrinnim procesem dostdva do keratinocytii. Jeho mnozstvi
v kiizi podminuje rizny stupen pigmentace u jednotlivych lidskych ras.

Mira syntézy melaninu v melanocytu zavisi na aktivité enzymu tyrozinazy. Ta
katalyzuje preménu tyrosinu v 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) a jeho konverzi na
dopachinon.

Na tomto stupni se proces biosyntézy dé€li; postupné je cyklizaci syntetizovan
leukodopachrom, jeho oxidaci pak dopachrom. Dekarboxylace vede dédle k vzniku 5,6-
dihydroxyindolu. Vysledny 5,6-indolchinon se ndsledné¢ vytvaii jako polymerdt pfi
opakované kondenzaci v pozicich 3 a 7. Kone¢nym produktem je komplex tyroxin-

melanin, tmavs$i eumelanin.



Druhd cesta vede ptes 5-S-cysteinyldopu k svétlejSimu (ZIutému) feomelaninu.

Pti ozédfeni melaninu UV zédfenim dochdzi k fotooxidaci a tvorbé nestabilnich
volnych radikdli semichinonového typu (pfedevSim vlivem UVA zdfenim v oblasti
315-340 nm) — okamZit4 reakce.

Pozdni reakce je stimulovédna ptredev§im UVB zéifenim v oblasti 280 - 315 nm,
méné¢ vlnovymi délkami v oblasti 315 - 500 nm. Zahrnuje syntézu novych
melanonosomtl a proliferaci melanocytli. Reakce probihd i v kiiZi neozéifené, coz se
vysvétluje uvolilovanim a cirkulaci dosud neidentifikovaného mitogenniho faktoru pro
melanocyty.

K melanogenezi vedou i dalSi fyzikdlni a chemické dCinitele ptirozeného i
arteficidlntho pivodu. Ruzné 1éky i fada onemocnéni, zejména zdnétlivych a
endokrinnich, se projevuje hyperpigmentaci kize.

Fotoprotektivni plisobeni melaninu spocivd ve fyzikdlnim kryti bun€k stratum
basale a cév horniho koria a ddle v rozptylu paprski ultrafialového zaieni. Melanin také
parcidlni absorpci UV zéfeni brani vzniku cytotoxickych chemickych substanci a pfti
reakci s dal$imi molekulami zachycuje volné radikdly vyvoldvajici jinak dekompozici
buné¢nych organel nebo membran [1].

Eumelanin pfevliddajici v kizi jedinci s cernymi nebo hnédymi vlasy, plisobi
jako filtr UV zéafeni a také ma schopnost zhaset volné radikdly. Feomelanin ptevlada u
jedinci se svétlou pleti a zrzavymi nebo svétlymi vlasy, byl prokdzdn jako
fotosenzitizér, protoze zvysuje tvorbu kyslikovych radikéli po UV ozéfeni.

Sarna ale tvrdi, Ze melaninové radikdly jsou relativné nereaktivni a nebyl
pfedstaven jasny dikaz interakce mezi melaninovymi radikdly a exogennimi
molekulami. Superoxidovy aniont, na druhou stranu, reaguje rychle s melaninovymi
funkénimi skupinami nebo sdm se sebou aby se vytvotil HyO; nebo O,.

Je spiSe nepravdépodobné, Ze melanin v ocich chrdni bunky zhiSenim
reaktivnich molekul, které mohou byt ndhodné tvofeny v okoli bunky. Pokud
hydroxylové radikdly, singletovy kyslik a nebo superoxidovy aniont nebyly vytvofeny
v melaninovych granulech nebo v jejich tésné blizkosti, je enormné vysokd
pravdépodobnost, Ze tyto reaktivni druhy budou zhdSeny néjakou jinou bunécnou
sloZkou a ne melaninem. Toto nastdvd z divodu vysoké chemické reaktivity téchto
radikdli s mnoha molekulami jako jsou komponenty cytoplazmy, membriany a
subceluldrni organely. Jen pokud jsou tvofeny v melanosomu, mohou byt zhidSeny

melaninem [9].

10



Zda je eumelanin fotoprotektivni nebo neni, zdvisi na ¢istém ucinku absorpce
zafeni (jeho screeningové schopnosti jsou urceny optickou hustotou); jeho tendenci
poskytnout elektron kysliku (autooxidace) produkci superoxidového radikdlu; a jeho
schopnosti reagovat s oxidujicimi radikély (ptisobit jako zhaSe¢ radik4li).

Je mozné, 7Ze melanin existuje v nerozpustné formé¢ v nezivych keratinocytech,
které tvofi stratum corneum, a opticky screening ve stratum corenum, Siroce zasazeny
mnoZzstvim eumelaninového pigmentu, je vyznamny faktor ve fotoprotekci. Vysledky
Haywood et al. ukazaly, Ze toto miZe byt dosazeno nad 1 mg/ml koncentrace
eumelaninu [10].

Data studie Maresca et al. ukazuji, Ze feomelanin po UVA expozici indukuje
epidermdlni modifikace ndboje kataldzy zprostiedkované singletovym kyslikem. Tato
zména by mohla byt povazovana jako Casny a specificky marker pro akutni oxidativni

poskozeni zprostfedkované UVA ovliviiujici svétlou pokozku [11].

11



2 Fotochemie sigletového kysliku

Singletovy kyslik 'O,, energeticky bohati a vysoce reaktivni forma molekuldrniho
kysliku, hraje vyznamnou roli v mnoha chemickych a biologicky relevantnich
procesech. Zvlastni vyznam pro vznik 'O, maji fotosenzitizované reakce — svétlem
iniciované reakce sloucenin obsahujicich chromofory, po jejich. excitaci se piendsi
absorbovand energie na kyslik za vzniku 'O,. Senzitizitory jsou G&inné jiz pii velmi
nizkych koncentracich, protoZze jedna molekula senzitizitoru miZe opakovanym
prenosem energie produkovat mnoho molekul 'O, [2].

Terminem singletovy kyslik 'O, je oznacovana molekula kysliku v elektronicky
excitovaném stavu, v némz jsou vSechny elektrony sparovany, takZze multiplicita spinu
je 1 (singlet).
antivazebném orbitalu dva nepdrové elektrony s paralelnimi spiny a tedy multiplicitu
spinu 3 (triplet). Naprostd vétSina latek, napf. organické slouceniny, anorganické
anionty, obecné plyny, slouceniny hlavnich podskupin a nepfechodné kovy maji v
zdkladnim stavu vSechny elektrony sparovany. Jsou tedy v singletovém stavu a pro
jejich reakce s tripletovou molekulou kysliku na singletové produkty plati, podle
pravidla zachovéni spinu, spinovy zdkaz. Disledkem je, Ze vSechny reakce kysliku v
zdkladnim stavu se singletovymi molekulami maji velmi vysokou aktivacni energii a
probihaji méfitelnou rychlosti pouze tehdy, podafi-li se vytvotfit podminky pro obejiti
spinového zédkazu.

Podstatou vysoké reaktivity 'O, je skutetnost, Ze jeho reakce s vétsinou
chemickych latek jsou spinové dovolené. Singletovy kyslik vznikd fadou fyzikdlnich,
chemickych, fotochemickych nebo biologickych reakci. Piikladem vzniku 'O,
fyzikalnim procesem je mikrovinny vyboj v kyslikové atmosféfe. Chemickou cestou je
napt. klasickd reakce chlornanu s peroxidem vodiku, tepelny rozklad endoperoxidii,
reakce ozonu a ozonidi s rdznymi latkami a rozklad peroxochromanu nebo
peroxomolybdenanu, piipadné dosud diskutovand dismutace superoxidu na kyslik a
peroxid vodiku. V biologickych systémech produkuji 'O, n&které peroxidasy. K
pifimym fotochemickym reakcim patii fotolyza ozonu, probihajici zejména ve vysSich
vrstvach atmosféry, fotolyza komplexii s pienosem niboje kyslik-organickd molekula

(CT prechody) a fotoexcitace molekuldrniho kysliku [4].
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2.1 Fotosenzitizované reakce kysliku

Podle Grotthusova-Draperova teorému vyvoldvd chemickou zménu pouze svételné
kvantum absorbované molekulou. JelikoZ molekula kysliku nemd v béZzné& piistupné
oblasti UV-Vis zéifeni vyraznéjSi absorpci, nejcastéji se excituje nepiimo
prostfednictvim senzitizéru.

Senzitizér se absorpci svételného kvanta dostdvd do excitovaného singletového
stavu, ktery rychlou relaxaci prechazi na nejnizsi excitovany singletovy stav S;. Stav S;
se spontdnné deaktivuje vnitini konverzi, vyzafenim piebytecné energie ve formé
fluorescence nebo mezisystémovym piechodem do tripletového stavu. Deaktivace
tripletového stavu mezisystémovym piechodem nebo fosforescenci jsou zakédzané
pfechody, a proto maji tripletové stavy senzitizatori pomérné dlouhou dobu Zivota a
mohou se zucastiiovat fady bimolekuldrnich interakci. Jejich zhdSeni rozpuSténym
kyslikem probihd pifenosem energie z excitovaného senzitizatoru na kyslik a vede ke
vzniku 'O, ve dvou singletovych stavech oznaovanych jako Oz(lAg) a 02(‘2g). Zhaseni
senzitizéru kyslikem mlZe rovnéZz probihat pfenosem elektronu za vzniku
superoxidového anionradikdlu O,. Pfenos energie nebo elektronu na kyslik jsou
kompetitivni reakéni cesty a zdlezi na fyzikdlné-chemickych a fotofyzikdlnich
vlastnostech senzitizéru, kterd z nich prevazi.

Deaktivace excitovanych stavil je fyzikdlni monomolekuldrni proces, kdeZto
zhaSeni kyslikem piipadné jinou molekulou je bimolekularni reakce.

Utinnost fotochemické reakce charakterizuje kvantovy vytézek, ktery je
definovdn zlomkem (pocet preménénych molekul)/(pocet absorbovanych svételnych
kvant). Z definice je zfejmé, Ze jeho hodnoty jsou < 1. Muze vSak nabyvat i hodnot > 1
v piipadech, kdy je pocet pfeménénych molekul zvySovan ndslednymi reakcemi, napf.

fetézovou nebo fotokatalytickou reakci [4].

2.2 Singletovy kyslik

Ve vét§ing literatury pojedndvajici o 'O, v roztoku, zejména v kontextu s
fotodynamickym efektem, je terminem singletovy kyslik oznaovana stabilnéjsi forma
singletového kysliku Oz(lAg). V poslednich letech vyznamné vzrostl zdjem o generaci a
reakce energeticky bohat$i, ale mén¢ stabilni formy 02(‘zg) v roztoku 1 v plynné fazi.
ZhéaSeni tripletovych stavil senzitizérti v nékterych organickych rozpoustédlech

produkuje v primarnim kroku pfenosu energie jak Oz(lAg) tak 1 02(‘2g). Pomér mezi
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produkci obou forem singletového kysliku 'S/'A zdvisi na povaze senzitizéru i
rozpoustédla. Experimentdlni doba Zivota Oz(lAg), tA, je vyznamné zdavisld na
rozpoustédle a nabyva hodnot od pfiblizn€ 4 ps ve vodé az po 100 ms v nékterych slabé
interagujicich halogenovanych uhlovodicich.

Singletovy kyslik v roztoku zanikd tfemi cestami: fosforescenci, srdzkami s
molekulami rozpoustédla nebo zhdsenim. ZhdSeni znamend interakci s okolnimi
molekulami a nemusi vzdy vést k chemické zméné. MiliZe nastdvat pfenosem energie na
molekulu zhiSeCe, kterd ji ndsledn¢ rozptyluje do okolniho rozpoustédla. Tento
mechanismus se oznacuje jako fyzikdlni zh4Seni a takto pusobi napf. B-karoten ¢i
nékteré komplexy prechodnych kovill. ZhaSeni miiZze probihat také chemickou reakci -
oxidaci reaktantu (chemické zhaSeni). Vzhledem k vysoké reaktivité 'O, existuje
mnoZzstvi jeho oxida¢nich reakci, které vSak maji jisté selektivni rysy. Typickou reakci
je adice na dvojné vazby C=C, izolované nebo konjugované, jako jsou oxidace olefinii
(en-reakce, [2+2] cykloadice), 1,3-dient ([4+2] cykloadice), aromatickych slou¢enin a
heterocykli. Meziprodukty, ptipadné produkty, jsou dioxetany, endoperoxidy a

peroxoslouceniny. Reakce nenasycenych lipidia jsou typicky en-reakce [4].
2.3 Praktickeé aplikace singletového kysliku

2.3.1 Organicka syntéza

Singletovy kyslik je pouzivan v organické syntéze jako silné a ptitom selektivné
pusobici oxida¢ni ¢inidlo. Zakladnimi reakcemi jsou adice na vazbu C=C a to en -
reakce, 2+2 cykloadice, 4+2 cykloadice, a ddle oxidace sulfidu.

Typickym piikladem je fotooxygenace 4-methylpent-3-en-2-olu na -
hydroperoxyalkohol, ktery po konverzi poskytuje 1,2,4-trioxan vykazujici
antimalarickou aktivitu. Primyslové provozovand fotooxidace (—)-citronellolu
senzitizovand bengdlskou cCerveni poskytuje za redukcénich podminek odpovidajici
allylalkohol, nasledn¢ po konverzi v kyselém prostiedi cyklicky terpenoid, ktery je

vyznamnou komponentou pouZzivanou pii vyrob¢ parfémii.

2.3.2 Fotomedicina

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT) je neinvazivni metodou

1é€by nejriiznéjSich typt rakoviny kombinovanym uZitim viditelného ¢i blizkého

infracerveného svétla a senzitizéru. Senzitizér je zaveden do krevniho fecisté a postupné
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se akumuluje v neoplastickych tkdnich. Tumorova tkan s akumulovanym senzitizérem
je ozafena svétlem s vinovou délkou 600-900 nm (oblast tzv. terapeutického okna),
které prochédzi tkani do vétsi hloubky a excituje senzitizator.

PDT se pouzivd pii 1é¢bé koZnich melanomd, rakoviny plic, mozku, ustni
dutiny, jicnu, peritonedlni dutiny, zaludku, stfev, jater, moc¢ového méchyte, prostaty a
d€lozniho ¢ipku. Fotodynamickd metoda naSla také vyuziti pti 1éCbé degenerativnich
zmén na sitnici (Visudyne, Purlytin), nemoci koronarnich cév, chronického zanétu dasni
a mikrobidlnich infekci.

S 4

Podrobnéjsi informace v kapitole o fotodynamické terapii.

2.3.3 Desinfekce

Fotodynamickd inaktivace bakterif, virt, kvasinek a prvokd (photodynamic
antimicrobial chemotherapy, PACT) je zaloZena na stejném principu jako PDT.
Vlastnost senzitizérti zpusobujicich fotoinaktivaci in vitro i in vivo se souhrnné
oznacuje jako fototoxicita nebo fotocytotoxicita.

Celkovy fototoxicky efekt je zpravidla zpasoben 'O,, ale mohou k nému
ptispivat superoxidovy anion-radikdl O,"—, hydroxylové radikdly OH’, piipadn¢ dalsi
radikdly senzitizéru nebo jinych pfitomnych molekul. Zatimco pii PDT se pouzivaji
témef vyhradné porfyrinoidni senzitizéry, pro fotodynamickou dezinfekci se pouZzivaji i
fenothiazinovd barviva (methylenovd modf), aminoakridinovd barviva a xanthenova
barviva (bengdlska Cervern).

Perspektivni vyuZiti 'O, se objevuje v oblasti dezinfekce krve a krevnich
derivati pro transfuze. Pfi soucasné potieb& transfuzi a nebezpe¢i infekce musi
dezinfek¢ni proces splnovat naro¢né standardy. PiedevSim je tfeba, aby byly cilené
zasazeny patogeny ruzné povahy - viry (HIV), bakterie, kvasinky, prvoci (Plasmodium
malariae) a ptitom nebyly ohroZeny krevni komponenty jako napf. Cervené krvinky.
Fotodynamickd metoda je zaloZena na skute¢nosti, Ze krevni plasma a ¢ervené krvinky
neobsahuji nukleové kyseliny, kdeZto bilé krvinky a infikujici mikroorganismy
nukleové kyseliny obsahuji. Lze proto pouZit selektivn¢ plisobici kationtové senzitizéry
s plandrni strukturou, které se interkaluji do DNA mezi pary bdzi. Dal§im poZzadavkem
je, aby senzitizéry absorbovaly zafeni v oblasti mimo absorpci hemovych pigmentd,
tedy vinové délky vétsi nez 600 nm. Tomu vyhovuji modrd barviva jako jsou kationtové

ftalocyaniny Zn nebo Si a fenothiazinova barviva.

15



2.3.4 Uprava a éisténi vody

Pouziti 'O, k dpravé a &isténi odpadnich vod umoZiiuje odstrandni mikrobidlniho
znecisténi 1 oxidativni degradaci organickych polutantl napt. barviv nebo fenolickych
latek. Optimdlniho vysledku pii inaktivaci Gram-pozitivnich i Gram-negativnich
bakterii bylo dosaZzeno pii pouziti kationtovych porfyrini nebo kationtovych
ftalocyanin. K odstranovani koliformnich bakterii z fekdlnich vod ur¢enych k recyklaci
byla pouzita kombinace kationtového porfyrinu, bengdlské Cerveni a methylenové
modfi. Pro velké objemy cisténé vody jsou z diivodu snadnéjsi regenerace vyhodnéjsi
imobilizované senzitizatory zakotvené na tuhém nosi¢i. K detoxifikaci (také od
chemickych pesticidi) a k dezinfekci vody byly pouzity porfyrinové senzitizatory

zakotvené na poly(methylmetakrylatu).

2.3.5 Pesticidy

Narozdil od konven¢nich chemickych pesticidi, jejichz vedlejsSim ucinkem je
kontaminace plidy a povrchovych vod, jsou fotodynamické pesticidy netoxické a
nezatéZuji Zivotni prostiedi, protoZe jsou G¢inné v mnohondsobné niz8i koncentraci a
vlivem slune¢niho zéafeni se rozklddaji vétSinou b&hem nékolika hodin. Jako
fotodynamické pesticidy se pouZzivaji xanthenova barviva (floxin B, bengalska Cerven,
uranin), furokumariny (psoraleny) a porfyriny, zejména endogenni, akumulované v
tkdni v dasledku vysokych ddvek ALA. Tyto pesticidy mohou zaroven pusobit jako
detoxifikacni ¢inidla pti odstrafiovani zamofeni chemickymi pesticidy. Fotoinsekticidni
aktivitu vykazuji xanthenovd, fenothiazinovd, akridinovd barviva, furokumariny,
porfyriny a nékteré dalsi latky. PouZiti porfyrinl jako fotodynamickych insekticidl je
vyhodné pro jejich piibuznost s biologicky aktivnimi latkami, pro kterou jsou dobie
piijimany organismy, vysoké kvantové vytézky 'O, a absorpci svétla v irokém pasmu

blizkého UV a VIS zéfeni, tedy v pdsmu slune¢niho zafeni.

2.3.6 Chemicky kysliko-jodovy laser

Kysliko-jodovy laser je chemickym laserem (chemical oxygen-iodine laser, COIL),
ktery prevadi energii chemické reakce na fotony. Je zaloZen na elektronickém pfechodu
mezi prvnim elektronovym a zdkladnim stavem atoméarniho jodu I(2P1/2) — I(2P3/2) a
protoZe kontinudlni laserova oscilace probihd v blizké infracervené oblasti na vlnové
délce 1,315 pum, je COIL chemickym laserem s nejkrat$i vinovou délkou. Diky vhodné

vlnové délce pro vldknovou optiku, dostupnosti zdkladnich chemikalii a moZnosti ziskat
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vysokoenergetické svazky byla vyvoji technologie COIL vénovdna velkd pozornost.
Uvadi se, ze COIL je vhodny pro primyslové aplikace jako je vysokorychlostni fezadni

nebo vrtani [2].
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3 Negativni ucinky UV zareni na organismus

3.1 Negativni ucinky UV zareni na kuzi

UV zifeni hraje hlavni roli v patogeneze spéleni sluncem, rakoviny kiize a solarni
elastozy (photoageing) lidské klize a klize experimentélnich zvirat [12].

UV transformuje bunky v kiazi, které jsou obvykle eliminovdny imunitnim
dozorem, ale UV zafeni zplsobuje také imunosupresi, kterd dovoluje rakovinnym
bunikkdm uniknout a vyvijet se. PoSkozeni DNA v kiizi mize hrat dilezitou roli pii
vytvafeni imunosuprese, protoZe tyto mechanismy, které experimentdlné usnadiiuji
odstranéni cyklobutanovych pyrimidinovych dimerti indukovanych UV, =zacinaji
kaskddou d€ji vedouci k uvolnéni cytokinli. UV zafeni indukuje produkci mnoha
rozpustnych faktorii epidermélnich bun€k a nckteré byly ukdzany jako imunosupresivni
(schéma 1) [13].

UVB zéfeni je zndmo tim, Ze vyvoldva erytém, karcinom a zmény ve starnuti
ktze jako disledek piimé absorpce fotonu DNA v kiZi savcl. Naproti tomu bunééné
poskozeni zpisobené UV A zafenim, zahrnujici zCervendni kiiZe a pigmentaci, je silné
zavisla na pfitomnosti kysliku, indikujici nepfimou senzitizacni rekci (tak zvany typ II
nebo fotodynamickd reakce). Ta zahrnuje tvorbu reaktivnich druhi kysliku jako je
singletovy kyslik ('05), superoxidovy anion (O,"") nebo hydroxylovy radikal (‘OH)
[12].

UV indukovany zdnét a erytém, produkované aktivnimi kyslikovymi radikély,
urychluji nddorové bujeni. Také hyperplazie znamend zvySeni mitotické aktivity a toto

samotné je d¢j urychlujici vznik nddoru [13].
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Schéma 1. Pisobeni UV zareni na buriku [13].

UV zifeni vyvoldvd na kazi dvoji typ ucinkl, a to Casné a pozdni spojené
s opakovanou expozici slunci a vedouci k aktinickym zméndm. K prvnim lze fadit
radiacné podminény zanét a imunologické zmény. K druhym se pocita starnuti kize,

soldrni kerat6za a fotokancerogeneze [12].

3.1.1 Radia¢né podminény zanét

Absorpce ultrafialového zareni bilkovinami a DNA kize md za néasledek vznik
molekuldrniho bunééného poskozeni, spojeného s poruchou tkanovych funkci a
zanétem. Pfiznaky zadnétu nastdvaji spolu s poruchami funkce v pribéhu nékolika hodin,
nejvy$s dnl. V histologickém obraze se projevuje spongidézou epidermis, vazodilataci
v dermis, edémem, neutrofilni a mononukledrni infiltraci, pozdéji tvorbou zvlastniho
typu aktinicky poSkozenych bungk, tzv. ,,sunburn cells. SoubéZn¢ s vyvinem zanétlivé
reakce lze pozorovat uvolnéni medidtora typu prostaglandint a cytokind. Jde-li o reakci
na UVB ozéfeni (erytemogenni je pifevdzné UVB zifeni o vlnové délce 300 nm), pak
dochdzi k zvySeni koncentrace interleukinu 1 a TNF (tumor necrosis factor). K tomu se

ptidava i zvySend exprese interceluldrnich adhezivnich molekul 1 ICAM-1) [1].
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3.1.2 Imunologické zmény
Vsechna tfi pdsma UV zifeni vyvoldvaji na kazi i pfi nizkych davkach radiace
poskozeni Langerhansovych bunék a ovlivnéni jejich funkce.

Histologickym vySetfenim lze prokdzat morfologické zmény a sniZeni poctu
epidermdlnich Langerhansovych bunék v ozdfeném misté. Toto zjiSténi podpoftilo
hypotézu, Ze UVB zafeni ovliviiuje funkce bunék prezentujicich antigen, a tak méni typ
vzniklé imunitni odpovédi.

Existuji i poznatky o tom, Ze téZ buiky infiltritu, které se dostaly do kiZe
v ramci zanétlivé odpovédi na UV ozafeni, se mohou chovat jako buiiky prezentujici
antigen, a mohou tak pfispivat k zméndm imunitni odpovédi.

Poskozeni DNA navozené UVB zafenim spousti kaskddu procesi, vedoucich ve
svém disledku k antigen-specifické, systémové, T-lymfocyty podminéné imunosupresi
[1]. Pfitom hraje hlavni roli uvolnéni inhibi¢nich mediitora (IL-10, TNFa, IL-1a, cis-
urokanové kyselina, a-melanocyty stimulujici hormon) z epidermis exponované UV.
Tyto medidtory mohou ptisobit nejen lokdlné v kazi, nybrz, pokud se dostanou do
krevniho ob¢hu, také modulovat systémové funkce antigen prezentujicich bunék a také
T-bungk. Dulezity funkéni model pro hodnoceni lokdlni a systémové imunosuprese
vyvolané indukované UV je reakce kontaktnim ekzémem [14].

UV zéfeni musi byt v rdmci imunitnich déji nejprve absorbovdno piisluSnym
fotoreceptorem, v tomto piipadé buiikou kiize, a jeho fyzikdlni energie transformovédna
v biochemicky stav. UV ziafeni muize pak piimo aktivovat geny s vyvoldnim
strukturdlnich zmén DNA, nebo poskozovat DNA nepiimo prostfednictvim pusobeni
kyslikovych radikdlti. UV zéfeni je schopno pusobit lipidickou peroxidaci bunécnych
membrdn a tak aktivovat geny pomoci intraceluldrnich signdlnich procesti. Muze
kone¢n¢ izomerizovat molekuly urokanové kyseliny nachdzejici se ve stratum corneum
a majici imunosupresivni vlastnosti. Ty spo€ivaji v supresi kontaktn¢ alergické i pozdni
precitlivélosti  organismu, sovliviovinim Thl lymfocytl, systém cytokind,
Langerhansovych bun€k a nékterych neuropeptidii [1].

UV zéifenim indukované poSkozeni DNA a uvolnéni cytokind z kuze,
neopravené poskozeni DNA u lidskych genetickych nemoci muze vést k chronické
nadprodukci cytokini. Vysoké hladiny cytokini, které reaguji s elementy imunitniho i
nervového systému mohou zhorSit funkci pfiliSnou stimulaci cilovych bunék nebo

provokovat autoimunitni odpovédi [13].
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3.1.3 Starnuti kuze (photoageing)

Starnuti je multifaktoridlni komplexni proces, ale existuji vyznamné dikazy, Ze
akumulace oxidativniho poskozeni DNA a zmény v genové regulaci jsou dva zdkladni
rysy tohoto fenoménu [15].

Photoageing ptedstavuje souhrn morfologickych, biochemickych a funkcnich
zmén, které jsou manifestovany v kiizi obvykle vystavené slunci.

Po vzhledové strance se jednd o vyskyt vrasek, zdrsnéni a ochabnuti tonu kiiZe,
skvrnité hyperpigmentace, lentig, aktinickych kerat6z, hrubého ztlusténi, vzniku
fibrotické depigmentace, suchého olupovani, zazloutnuti, atrofie a teleangiektazii.

V histologickém obraze je ndpadné ztluSténi epidermis, zejména jeji rohové
vrstvy, s akantézou provdzenou piitomnosti bunécnych atypii, ztrdtou polarity a
vyznacnou variabilitou velikosti bunék a jejich tinkénich vlastnosti. Zmény postihuji i
cévy, z nichZ mnohé jsou obliterované, zbylé v rtizné mitfe dilatované ¢i vinuté. Také
dochdazi k degradaci horizontdlniho plexu [1].

Lopez et al. zjistili, Ze vysokd expozice (= 2,8 minimdlni erytémové divky,
MED) zptisobila 10-30% zvySeni v sile vrstvy dermis-epidermis. Odezva nebyla vzdy
piimo dmérnd ddvce UV zdfeni a maximdlni zesileni nastalo 48 h po ozaifeni.
V nékterych ptipadech se vyskytlo rozsitfeni zesileni do okoln{ oblasti vzdalené az 4 cm
od ozareného mista [16].

Expozice kize UV zéafeni indukuje aktivitu metaloproteindz, z cehoz vyplyva
pomald degradace kolagenu a dalSich slozek extraceluldrni matrix. Ten je rozpoustén
enzymy produkovanymi zdnétlivymi bunikami, takZe se ve vyznamné poSkozenych
oblastech kiize viibec nevyskytuje. Na jeho mist¢ se nachdzi elastotickd vldkna a
glykosaminoglykany.

Carbonare a Pathak véfi, Ze patogeneza dermatoheliozy (photoageing) je spojena
s pifimym uc¢inkem fotonti na bunécnou DNA a nepiimym tc¢inkem volnych radikalt a
reaktivnich druhti kysliku (102, 0,", "OH), které jsou tvofeny pii UVB a UV A zéfeni.
Endogenni chromofory jako riboflavin, n€které chinony (ubichinon), NADPH, porfyrity
a dal§i molekuly (napf. keton, acetoacetdat) s karbonylovymi skupinami pfispivaji
k tvorbé reaktivnich druhti kysliku mechanismem fotosenzitizace II typu, ktery zahrnuje
pienos energie z chromoforu na molekulu kysliku. Tyto volné radikdly a reaktivni druhy

kysliku indukuji tvorbu pfi¢nych vazeb mezi fetézci proteinu.
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Kolagen stakovymi vazbami v fetézci je vZdy mdlo rozpustny, rezistentni
k plisobeni pepsinu a ztraci své kontraktilni vlastnosti. S opakovanymi expozicemi
vysokym davkdm UVA zéfeni roste mnozstvi pficnych vazeb mezi fetézci, coZ vede
k zvySeni nerozpustnosti kolagenu a jeho denaturaci a ¢asem k starnuti kiize [1].

Hazane et al zjistili, Ze MMP3 a MMP1 se zvySily s vékem v zdkladnim stavu a
po ozédfeni. MMP3, také zndmy jako stromelysin 1, degraduje fibronektin, laminin,
kolageny III, IV (zdkladni komponenty bazdlni membriny) IX a X. MMPI1, také
nazyvany intersticidlni kolagen6za je zapojena v rozkladu kolagenu I, II a III. Bylo
demonstrovdno, Ze mRNA kddujici MMPI1 byla zvySena b&hem starnuti. MMP1 byla
zvySena také v kizi exponované slunci, po ozdfeni 1 MED a vkizi kufdkd. To
znamena, Ze je pozorovan stejny trend u vnitiniho starnuti a fotoageingu.

Bunééné odezvy ndsledujici po oxidaénim stresu se pravdépodobné méni
s vékem. Opravdu bylo navrZeno, Ze starnuti by mohlo vyplyvat z dlouhodobé bunécné
redoxni nerovnovéhy.

Hazane ef al také ukazali, Zze geny TXN, GSS a APEX, coZ jsou dileZité geny
ptispivajici k regulaci redoxniho stavu buiiky, jsou indukovdny v mens$i mife u starSich
jedinct a po oxida¢nim stresu vyvolaném UV A [15].

Béhem starnuti se také kumuluji mutace mitochondridlni DNA. Nejcastéjsi
mutace je vypusténi 4,977 paru bazi, také zvané spolecnd delece (common deletion),
které je zvySeno v kiiZi zestarlé vlivem svétla.

Kyslikové radikdly mohou posSkodit mtDNA a poSkozeni peroxidem vodiku je
rozséhlej$i v mtDNA nez v nukledrni DNA. Navic bylo ukdzano, Ze zvyseni oxidacniho
stresu je spojeno s pozménénou funkci mitochondrie in vivo.

Berneburg et al. demonstrovali, Ze oxidativni stres je opravdu zodpovédny za
tvorbu Siroké Skdly deleci mitochondridlni DNA v lidskych buiikdch vystavenych UVA

zateni, které indukuje starnuti tkani za normalnich podminek [17].

3.1.4 Fotokarcinogeneze

Bunky poSkozené UV zafenim funk¢én€ postrddaji reparacni systémy, které jinak
zabezpeCuji jejich integritu. Z toho vyplyva vznik mutaci DNA v oblasti onkogennich a
tumor-supresivnich genli a tvorba malignich bunécnych klont. Geny podilejici se na
maligni transformaci UV zédfenim poskozenych epidermdlnich buné€k jsou napfi. ras-
onkogeny inaktivujici tumorsupresorovy gen p53, ktery za normdlnich podminek

navozuje v buiikdch poSkozenych UV zifenim apaptotické zmény. Jestlize je vlivem
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mutace funkce takovéhoto genu vyfazena, vznikaji mutované buiiky a nastava nddorovy
rust. Kromé mutace genu p53 mize mutace postihovat i dal§i tumor suprimujici gen, a
to tak zvany patched (PTCH) gen, zicastiujici se napt. pfi vzniku bazaliomd.

K poruse apoptotickych pochodli dochdzi vsak také na p53 nezdvislym
procesem, a to radiacni poruchou integrind, které za normdlnich okolnosti odstranuji
transformované buiiky adhezivnimi mechanismy fizené buné¢né smrti.

Na vzniku karcinomil spoluptisobi také imunosuprese navozena UV zafenim.

Za tyto pozdni néasledky solarni expozice je ptevdzné zodpovédnd UVB oblast
[1].

MnoZstvi studii demonstrovalo piiliSnou expresi cyklooxygenazy 2 (COX-2)
v kliZi chronicky ozafené UVB, stejné jako v premalignich poskozenich a skvaméznich
bunécnych karcinomech indukovanych UVB. Jeden z produktii COX-2, prostaglandin
E, (PGE»), byl ukdzan jako kriticky hrd¢ zprostfedkujici ptispivani drahy COX-2
k vyvoji rakoviny. PGE, hraje klicovou roli v normdlni koZni homeostaze, ale miize
také plisobit jako promotor nddoru, kontrolujici mnoho reakci typickych pro nadorové
buiikky. PGE, muize stimulovat zvySenou proliferaci, zménénou adhezi, zvySenou
migraci a zvySenou invazivnost nddorovych bunék.

Utinek PGE, na rizné typy bunék zdvisi na repertodru E prostanoidnich (EP)
bunécnych receptori. Nové zpravy ukazuji zvySené hladiny EP; v mySich nddorovych
koZnich buiikdch a demonstruji, Ze tento receptor je kriticky pro mitogenni ic¢inek PGE,
na tyto burky in vitro.

Tober et al. shledali, Ze blokovani EP; receptoru topickou aplikaci specifického
antagonisty EP;, ONO-8713, uspesn¢ snizilo infiltraci neutrofily do kize v odezvé na
akutni UVB expozici. Také demonstrovali, Ze blokovani signalizace EP; receptoru
pouzitim ONO-8713 vyznamné redukovalo vyvoj nddoru indukovany UVB.

Ovsem kombinace inhibitoru COX-2 a specifického blokatoru EP; nebyla
ucinngj$i nez samostatné podani téchto latek. To poukazuje na to, Ze také ostatni EP

receptory se mohou podilet na procesu koZni karcinogeneze [18].

3.1.5 Indukce viru
N¢ékolik lidskych vird, obzvlasté HIV-1, herpes simplex virus (HSV-1) a virus

Epstein-Barrové (EBV), latentné¢ hostuji v téle, dokud extracelularni stimulace
neindukuje plnou genovou expresi viru. V piipadé HIV-1, je jeho DNA i RNA

nachdzena v pokoZce pacientii a UV je silny stimuldtor pro indukci HIV v infikovanych
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bunikdch v kultute a v kiizi transgennich mysi. Indukce je zapocata poskozenim DNA,
protoze exprese z promotéru HIV je indukovédna pii nizSich davkdch UV zifeni v XP
burikidch s defektni opravou DNA nez v buiikdch s dokonalou opravou. Exprese z HIV
promotéru navozend UV je zprostiedkovand rozpustnymi faktory (schéma 1) a
nepiekvapivé mnoha stejnymi cytokiny, které vyvolavaji transkripci z HIV promotéru a

jsou také imunosupresivnimi faktory indukovanymi UV [13].

3.1.6 Poskozeni viasu
Je dobfe zndmo, Ze expozice UV zifeni poSkozuje vlasové vladkno. Suchost, redukovana

sila, hrubd struktura povrchu, ztrita barvy, sniZeni lesku, tvrdost a kiehkost vlasii jsou
zpisobeny slunecni expozici. Fotochemickd degradace vlasii je disledek ataku na
proteiny a melaniny vlast. Degradace vlasovych proteinit je indukovdna vIinovymi
délkami 254-400 nm. Chemicky jsou tyto zmény ziejm¢ zpusobeny UV zidfenim
vyvolanou oxidaci molekul obsahujicich siru ve stfedni Casti vlasu. Také se vyskytuje
oxidace amidového uhliku polypeptidového fetézce.

Ve vétSin¢ piipadid jsou pozménény aminokyseliny v kutikule ve vice nez
v kortexu, protoze vnéjsi vrstva vldkna pfijima v vysSsi intenzity zafeni. Tato expozice
muze zpusobit rupturu a oddé€leni externich vrstev vyplyvajici v ttepeni koneck.

Santos Nogueira a Joekes tvrdi, Ze viditelné zafeni je vétSinou zodpovédné za
zmény barvy vlasl, a uvadéji, Ze jen blond vlasy jsou zesvétlené UV A zéfenim, tmavé
vlasy jsou zasazeny jen viditelnym svétlem. Také podotykaji, Ze poSkozeni
aminokyselin kutikuly je podobné u obou typi vlast z divodu absence pigmentu v této
oblasti.

Ve své studii Santos Nogueira a Joekes ukdzali, Ze UVB zéifeni je hlavné
zodpovédné za ztratu proteind ve vlasech a Ze barevné zmény jsou zplsobeny pievazné

UVA zarenim [19].

3.2 Fotodermatozy

Jsou to nemoci vyvolané zvySenou citlivosti na svétlo. Lze je klasifikovat do péti
skupin:

* idiopatické (primarni)

* sekundédrni vyvolané zevnim Cinitelem (fototoxické a fotoalergické),

* sekunddrni vyvolané vnitfnim Cinitelem (nejcastéji porfyrie)
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* fotoexacerbované dermatézy (autoimunitni, infekéni nemoci, poruchy vyzivy, a
primarné nefotosensitivni choroby)

* genodermatézy [20]
3.2.1 Idiopatické fotodermatozy

3.2.1.1 Chronicka polymorfni fotodermatoza

Je nejcastéjsi z téchto fotodermatdz, s tim, Ze se jeji prevalence v obyvatelstvu odhaduje
na 10-20% podle geografické oblasti. Je autozomaln€¢ dominantn€¢ dédi€nd s penetraci
ve 3% u nezatiZenych a aZ 50% u geneticky ohroZenych osob.

Vyznamnym faktorem je u této choroby vliv Zivotniho prostfedi z hlediska
radiacni intenzity — lidé Zijici v oblastech s intenzivnim slune¢nim zafenim onemocni
mén¢ Casto, i kdyZ jsou svétlé pleti.

Klinicky obraz se miZe u jednotlivych osob i vyznamné liSit. KoZni vysev
nastane Casto jiZ po n€kolika hodindch, jindy vSak i dnech po expozici slunci. Expozici
pfitom miZe byt jak prvni jarni oslunéni, tak i pfileZitostnd vydatnd insolace v pribéhu
sezony, zejména v tropickych oblastech nebo hordch. Objektivné lze pozorovat formy
papulézni, papulovezikuldrni, vezikulézni aZ bulézni, ekzematézni, loZiskové
infiltrativni, vyjimec¢né i purpurdzni nebo charakteru erythema exsudativum multiforme.

Léze, které svédi, se lokalizuji s vyjimkou ¢isté pruriginézni formy na slunci
vystavenych mistech koZniho povrchu, a to nejcastéji ve vystiihu a na extenzorovych
plochich pazi. Kozni zmény se spontdnné hoji pfiblizné za 24 hodin az tyden, pokud
mezitim nedojde k dal§Simu oslunéni.

UV spektrum vyvolavajici zmény na kizi se naléza asi u dvou tietin nemocnych
v UVA oblasti, pouze jedna CcCtvrtina reaguje pozitivné na ozifeni kombinaci
UVA+UVB radiace. Jen vzacné se popisuji pozitivni reakce po provokaci samotnym

UVB zarenim [1].

3.2.1.2 Hydroa vacciniforme

Nemoc je vzicnd a projevuje se vznikem hluboko uloZenych puchyika rizné velikosti
na slunci exponovanych mistech koZniho povrchu, pfevazné na obli€eji, usnich boltcich,
dorzech rukou a na pfedloktich. Tyto eflorescence, provdzené pii svém vzniku
intenzivnim svédénim, jsou zpravidla pifitomny na povrchu vétSich edemat6znich

makulopapuléznich lozZisek. Obsah puchyii, které mohou byt i multilokularni, je
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zkaleny. Léze se pomalu hoji a postupné¢ se méni v odlucujici se impetiginizované
krusty a pak v trvalé jizvicky, pfipominajici zmény po probéhlém onemocnéni planymi
nestovicemi nebo po vakcinaci.

Vysevy nastdvaji po pobytu na slunci v jarnim a letnim obdobi, vzicné i po
zimnim slunéni. U vétSiny nemocnych se po dovrSeni véku 20 let vysevy spontdnné
zastavi, zcela mimofddné pretrvavaji i pozdéji.

Vyjimecné¢ dochdzi soubézné i1 k vzniku oc€nich zmén, a to ponejvice
keratokonjunktivitid, mén¢ Casto vesikuldrnich erupci na spojivce a rohovce, infiltraci
rohovky s vaskularizaci a keratouveitid.

Histologicky 1ze mnalézt loZiskovou epidermdlni nekrézu se vznikem
intraepidermdlnich vehikul ¢i bul, obsahujicich polymorfonukledrni infiltrat a zbytky
nekrotické tkdné. V prilehlém koriu se nachdzi nevyraznd lymfocytarni a
polymorfonuklarni infiltrace, ulozend z¢asti perivaskularné [21].

Modeste et al. zjistili, Ze 3 omega polynenasycené mastné kyseliny obsazené
vrybim tuku redukuji lokdlni zdnét vyvolany expozici slune¢nimu zifeni tim, Ze
zvySuje hladinu 3-omega nenasycenych mastnych kyselin v epidermis a sniZuje hladinu

prostaglandinil v kizi [22].

3.2.1.3 Urticaria solaris
Mize jit o primérni (idiopaticky) typ nebo sekundérni typ, kdy se jednd o ndsledek
fotosenzibilizace riznymi zevnimi prostfedky, nejobvykleji 1€ky.

Klinicky projev je ndsledkem alergické reakce casného typu na piitomnost
fotoalergenu nachdzejictho se bud’ v kizi, nebo cirkulujictho v krevnim obé&hu. Na
akénim spektru zéafeni vyvoldvajicim vysev zdvisi molekulovd hmotnost tohoto
alergenu. Pokud jde o nespecifické cirkulujici protilatky, patii podle dosavadnich
zjisténi do tfidy IgE imunoglobulini. Specifické protilitky se vyskytuji jen u
idiopatickych forem nemoci. Pfedpokldda se soucasnég, Ze erupce u sekundérni soldrni
urtikarie jsou neimunologického plivodu, akéni spektrum odpovidd struktuie
fotosenzibilizatoru a alergen miiZe byt pfitomen u kterékoliv osoby.

Vlastni mechanismus fotoreakce spocivd v uvolnéni medidtor, zejména
histaminu, a degranulaci Zirnych bunék, za ucasti eozinofilnich leukocytl a
neutrofilnich, chemotakticky pusobicich faktorG. Vyznamnou tu ma byt i tuloha

bazickych proteini, ptivodem z eozinofilnich leukocyt
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Tkanové zmény jsou kratkodobé a spocivaji ve vzniku edému v koriu
s roztlacenim kolagennich svazkil, degranulaci Zirnych bunék, eozinofilni a neutrofilni
perivaskuldrn{ infiltraci.

Vysevy nastdvaji na slunci vystavenych plochach klize po expozici trvajici
n¢kolik milo minut. Erupce obvykle ustoupi do hodiny ¢i dvou. Spocivd ve vzniku
jednotlivych nebo navzdjem splyvajicich mnohotnych koptivkovych ostfe ohranicenych
pupent porceldnovité rizové barvy, subjektivné svédicich ¢i palicich. Tyto mistni
zmény jsou neziidka provdzeny celkovymi pfiznaky — bolestmi hlavy, nauzeou,
bronchospasmy i mdlobou.

Sekundérni, znacné Castéji pozorovany typ soldrni urtikarie byva diagnostikovan
po senzibilizaci n€kterymi zevné aplikovanymi slo¢eninami, nejobvykleji pouzivanymi
terapeuticky, jako jsou naptiklad dehet, anilinova barviva, z 1é¢iv pro vnitini pouZiti pak

ponejvice po nesteroidnich antirevmaticich [1].

3.2.1.4 Chronicka aktinicka dermatitida

Je to imunitn¢ zprostiedkovana fotodermatéza, sestdvajici z perzistentni reaktivity na
svétlo, aktinického retikuloidu, fotosenzitivniho ekzému a fotosenzitivni dermatitidy.

Klinicky se projevuje chronickymi prurigindznimi ekzematoznimi zménami
s lichenizaci, lokalizujicimi se s pfevahou na slunci exponovanych mistech koZniho
povrchu, které u vétsi ¢asti pacientii postupné piejdou v erytrodermii.

Miize ale dojit k vyskytu postiZzeni i na stinénych Castech téla, napt. o¢ni vicka,
coZ muZe mit pficinu v asociované alergické kontaktni dermatitidé.

Pfi epikutannich testech se u n€kterych pacientli zjist'uje pozitivita na rostlinné
antigeny, zejména druhu Compositae.

Histologicky se v postizené kiZi nachdzi epidermdlni spongidza a akantdza,
n¢kdy s hyperplazii. Charakteristickym nédlezem jsou husté, ptrevazné perivasculdrni

lymfocytdrni infiltraty v hornim koriu a epidermis, s predominanci CD8+ lymfocytl

nad CD4+ buiikami, zejména v epidermis [23].

3.2.2 Sekundarni fotodermatoézy

Velka skupina zcela nepiibuznych koznich onemocnéni md vlastnost ménit vlivem
slune¢niho zéteni riznych vlnovych délek sviij klinicky vzhled nebo laboratorni

charakteristiky. U jinych chorob je moZno pozorovat provokacni vliv této radiace na
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klinickou manifestaci onemocnéni, napiiklad ucasti ve vzniku protilitek nebo

uvoliiovani cytokind.

Prehled sekundarnich fotodermatéz:

Psoridza — kromé podraZdéni navozeného zafenim a zhorSeni akutniho vysevového
stadia muze byt tato choroba vyvoldvana piimo UV zafenim.

Atopickd dermatitida — jde nejcastéji o vznik pruriginéznich uzliki nebo loZisek
typu ekzemat6zni formy chronické polymorfni fotodermatézy

Seborrhoicka dermatitida

Lichen planus — klinicky se manifestuje modrohnédymi okrouhlymi skvrnami
s ostrym ohrani¢enim, nichZ se postupné vyzdvihuji blednouci okraje a zbyva
zanotené hnédavé centrum. Vyskytuje se nejcastéji jiz v mlad$im véku, pfevazné u
Zen s tmavsi kiizi v oblastech zvySené UV-radiacni aktivity.

KoZni T-bunéény lymfom — je €asto pfitomen v slunci exponovanych oblastech
klze, zejména na obliceji, kde miZe vyt solitdrni nebo existovat mnohotné jako
milidrni typ nemoci. V fedé sd€leni byl konstatovén jeji spolecny vznik s nékterou
ryzi fotodermatézou, ponejvice se solarni urtikarii, PMLE, ¢i aktinickym
retikuloidem.

Karcinoidni syndrom

Lymfocytarni infiltrace Jessnera-Kanofové — ptichdzi Castéji u muzi jako solitarni
nebo viceCetnd erytematoinfiltrativni loZiska. Histologicky se jednd o
perivaskuldrni a perifolikularni lymfocytdrni infiltrace v dermis preferencné ve
fotosenzitivnich lokalizacich na obli¢eji, mén¢ Casto na krku a vzacné na trupu.
Diseminovand povrchni aktinickd porokeratéza — jde o hereditarni onemocnéni
s autozomaln¢ dominantni dédi¢nosti s nizkou penetraci genu. Klinické zmény tu
maji byt ndsledkem expozici mutovanych klon epidermdlnich bunék slunci. U
postizenych mize dochédzet i k maligni transformaci koZnich zmén.

Erythema exsudativum multiforme

Pelagra — dnes jiz fidkd nemoc zpiisobend deficitem niacinu nebo jeho prekurzoru
tryptofanu. Kromé& nedostatku v diet¢ miZe byt vyvoldna nékterymi Iéky
(izonikotinylhydrazin), karcinoidnimi nddory, piipadné¢ podminénou poruchou
metabolizmu aminokyselin s aminoacidurii. Projevuje se erytémovymi,
deskvamativnimi dermatitickymi a pigmentacnimi zmé&nami, nékdy puchyii na

slunci exponovanych mistech obli¢eje, krku, hornich a dolnich koncetin.
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* Herpes simplex

* Erythematodes akutni a chronicky — vznik klasického motylovitého erytému na
obliceji s palmdrnim erytémem, lézemi udstni sliznice, cheilitidou a urtikarii u
systémového erythematodu (SLE); papuloskvaméznich 1€zi s erytémem a infiltraci,
pfechdzejicich v pigmentovand jizvici loZiska u chronického diskoidniho
erythematodu (DLE). Diivod zvySené fotosenzitivity se shleddvd bud’ v reakci na
uvolilovéni cytokinti, navozené UV zdfenim, nebo vici translokaci vyvolané UV
zafenim sekvestrovanych antigeni v epidermis a koriu, ¢i kone¢né ve zménéném
specifickém imunologickém efektorovém mechanismu.

* Deramtomyozitida — zvlas$tni forma myozitidy, u niZ se pracidelné¢ nachdzi
ruzovofialové erytematdzni kozni zmény v obliceji.

* Pemphigus vulgaris

* Pemphigus foliaceus

* Pemphigus erathematosus

* Familidrni chronicky pemfigus Hailey-Hailey

* Bul6zni pemfigoid

* Transientni akantolytickd dermat6za (Groverova choroba)

* Pityriasis rubra pilaris

* Darierova choroba

* Acne vulgaris

* Rosacea [1]

* Aktinické prurigo — chronickd patologie kiize zplGsobend abnormdlni reakci na
slune¢ni svétlo, pii kterém je UV svétlo soucdsti nezndmého mechanismu, pro
ktery byl navrZzen hereditdrni model. Omezeni lidskych leukocytarnich antigenti
(HLA) u aktinického pruriga naznaCuje selektivni prezentaci patogennich peptida
imunitnimu systému zasazenych jedincli, coZ indukuje bunécnou odpoveéd’, kterd
zhorSuje patologii [24].

* Syndrom retikuldrni erytemat6zni mucinézy (REM) - ptedstavuje retikuldrni
erytém na trupu, mucinézu a kulatobunécny infiltrat v dermis. Histologicky obraz
zahrnuje perivaskuldrni, nékdy periadnexdlni husty kulatobunéCny infiltrét
v papildich a hornim koriu, ktery neni tvoifen T-lymfocyty. Patrné jsou tu téz
regresivni zmény kolagennich a elastickych vldken. Histochemicky lze prokézat

zmnoZeni mucinu, odpovidajiciho hyaluronové kyselin€, v dermis [1].
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3.2.2.1 Lékové vyvolana fotosenzitivita

Fotosenzibiliza¢ni reakce jsou vesmés zdvislé na kysliku. Fotosenzitizérem mulZze byt
chemickd sloucenina rtizného sloZeni, kterd absorbuje elektrony ve formé specifickych
fotond.

Fotosenzibiliza¢ni reakce mohou byt i na kysliku nezdvislé, pficemz jde vétSinou
o vznik kovalentnich vazeb senzibilizéru a DNA, vyvolany UVA zédifenim.

P4sma vilnovych délek uplatiiujicich se fotosenzibilizacné se nachdzeji v UV a
viditelné oblasti. UVB zafeni vyvoldva erytémové fototoxické reakce, zatimco UVA
vesmes pozdni fotoalergické reakce.

Lékoveé vyvolané fotosenzitivni reakce mohou byt kategorizovany jako bud’
fotoiritacni, fotogenotoxické nebo fotoalergické a nékterd léCiva mohou zpusobit

vSechny tfi typy reakei [25].

Ttida Lécivo Fototoxicka | Fotoalergicka
reakce reakce

Antibiotika Fluorochinolony (ciprofloxacin, + -
ofloxacin, levofloxacin)

Sulfonamidy + -

+
1

Tetracykliny (doxycyklin,
tetracyklin)

Antihistaminika Promethazin

Cyproheptadin

Difenhydramin

Hydroxyzin

Antifungdlni latky Itrakonazol

Vorikonazol

Antiarytmika Amiodaron

Diltiazem

Chinidin

Diuretika Furosemid

o o e B B o o R o R
1

Hydrochlorothiazid

Hypoglykemika Der. sulfonylurey (glipizid,
glyburid)

1
+

Neuroleptika Fenothiaziny (chlorpromazin, + +
flufenazin, perazin, perfenazin,
thioridazin)

Thioxanteny (chlorprotixen)

+
1

NSAID Celekoxib - +

Ibuprofen

Ketoprofen

Naproxen

+ [+ [+ |+

Retinoidy Acitretin
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[zotretinoin + -

Opalovaci krémy a | Benzofenony - +
jejich ucinné latky Cinamity - +
PABA + +
Salicylaty - +
Vonné esence Ambra - +
6-methylkumarin - +

Tabulka 1. Fotosenzitizujici 1é¢iva [20]

3.2.2.1.1 Fototoxické reakce

Je to nejobvyklejsi reakce. Muze byt navozena u kteréhokoliv jedince za
predpokladu, Ze klize je exponovéana dostatecné ddvce fotosenzibilizujiciho xenobiotika
a dostatecné davce zareni ptislusné vinové délky. Jde o akutni reakci, kterd se objevuje
jJiz pii prvni expozici [20, 26]. Je pro ni typické, Ze se omezuje pouze na oblasti pifimo
zafeni exponované jako je obliCej, oblast vystfihu, oblast Sije, hibety rukou, ptfedlokti a
predni Cast Iytka. Pfipomind pfehnané oslunéni v podobé erytému, edému, olupovéani
kize a tvorbou puchyii ve véazinych piipadech. Pacienti mohou popisovat bolest,
citlivost na dotek, paleni nebo pichdni. Pfitomny mohou byt aZ zmény vezikul6zni ci
bul6zni.

Byly rozliSeny tii typy fototoxickych odpovédi:

* Siln¢ opoZdény erytém a edém s prudkym zacatkem 8-24 h po slune¢ni expozici a
pretrvavajici 2-4 dny typicky zplisobend psoraleny.

* Rychlejsi, ptechodny erytém s okamzitym ndstupem (30 minut), pretrvavajici 1-2
dny. Zde neni edém, ale péleni a svédéni je evidentni. Tento typ odpovedi je spojen
s demeklocyklinem a derivaty kamenouhelného dehtu.

* Rychlé, ptfechodné podlitiny a zarudnuti s pocitem paleni. Tento typ ustupuje rychleji
a je charakteristicky zpisobeny porfyriny.

Akutni fototoxicita je charakterizovdna nekrotickymi keratinocyty, epidermalni
spongidzou, edémem, vazodilataci a infiltratem sestdvajicim z neutrofili, lymfocytl a
makrofagli. Fototoxické reakce vytvafené topickymi fotosenzitizéry jsou obvykle
zavazn&jsi nez ty vyvolané systémovymi latkami.

Hyperpigmentace je Casty ndsledek, ktery mlZe pfetrvdvat po n€kolik mésich
poté, co akutni reakce vymizela. Hyperpigmentace miZe vzniknout z indukce

proliferace melanocytu a jejich migrace nebo z depozice latky nebo jejich fotoprodukta
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v kizi. Mezi dal$i mén¢ Casté projevy fototoxicity, které byly popsdny, patii bfidlicové
Sedd pigmentace, lichenoidni vyrdzka, fotoonycholyza a pseudoporfyrie [27].

Fotoonycholyza, obvykle zahrnujici dolni tfetinu nehtu a doprovazena citlivosti
na dotek, byla pozorovdna u tetracyklinu, fluorochinolonli, benoxaprofenu, orilnich
kontraceptiv, chlorazepéatu draselného a chininu. Fotoonycholyza obvykle nastivd po
vice nez 2 tydnech po zasaZzeni 1éCivem, Casto po typické koZni fototoxické reakci.

Bylo nabidnuto nékolik vysvétleni pro zapojeni nehtti do fototoxicity. Za prvé
nehty ptisobi jako konvexni ¢ocka pro zaméfeni UV zdafeni. Za druhé je zde maélo
melaninu a proto mald ochrana nehtového lizka pred svétlem. Za tteti oblast neobsahuje
Zadné potni 714zy a proto zadné lipidy, které mohou redukovat UV transmisi. Nakonec
je mozné, Ze UV penetruje normalni nehty snadnéji nez kiizi.

Pseudoporfyrie. Lékoveé indukovand porfyrie se podobd pozdni koZni porfyrii
(porphyria cutanea tarda) klinicky a histologicky. Pseudoporfyrie se 1iSi od dédicné
formy porfyrie, ve které vyvoldvajici agens neni spojeno se zvySenymi hladinami nebo
abnormalitami v porfyrinovém metabolismu. Lécba spojend s timto procesem zahrnuje
naproxen, kyselinu nalidixovou, tetracykliny, sulfonylmocoviny, furosemid, bumetanid,
dapson, pyridoxin, benosaprofen, tiaprofenova kyselina a amiodaron.

Nemoc je charakterizovdna svétlem indukovanymi puchyfii, zvySenou fragilitou
klize a snadnym poranénim nasledovanym tvorbou jizev a milii. Histologické zkouSeni
ukazuje tvorbu subepidermdlnich puchyii a rozptylenym zanétlivym infiltrdtem velkou
mérou sloZzenym z lymfocyti. IgM, IgG a periodicky kyselina-Schiff-pozitivni diastaza
rezistentni materidl byl zaznamendn na zdkladu membriany a okolo cév v né€kterych
piipadech. Tyto podminky obvykle vyfesi zastavenim fototoxinu, ale plné vymizeni
muze trvat tydny az mésice [28].

Mechanismus fototoxicity spo¢ivd ve schopnosti fotoaktivnich latek selektivné
absorbovat urcité vinové délky, nejcastéji dlouhovinné ultrafialové zareni UVA (320 —

400 nm), vzacnéji viditelné svétlo nebo UVB (280 — 320 nm) [20].
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viditelné ¢éi UV zareni

. + .
FOTOTOXICKA REAKCE FOTOALERGICKA REAKCE
fotosenzibilizator
* tvorba
haptenu
excitovany stav (singletovy, tripletovy,volny radikal) i
pfenos energie pfenos energie na kovalentni vazba tvorba toxického vazba na protein
na molekularni biomolekuly (DNA, na biomolekulu fotoproduktu kuze
kvslik bilkovinu. éi linid)
l l \A l kompletni
antigen
excitovany oxidace molekularni
singletovy excitovaného zmény
kyslik stavu molekul *
\ senzibilizace
v senzibilizovana
oxidace, kuze
peroxidace bunééna
niomoleukul, T léze
zejm. membran
bb.
kozni reakce

Obr. 3. Mechanismus fototoxicity a fotoalergie [1]

Bud’ dochéazi k pfenosu elektronu, nebo vodiku za vzniku volného radikdlu

(reakce typu I), nebo k pfenosu energie na molekulu kysliku za vzniku excitovaného

singletového kysliku (reakce typu II). V jakém poméru budou obé reakce zastoupeny

zavisi na chemické povaze fotosenzibilizujici latky i1 substritu a déle na podminkach, za

kterych reakce probihd (napf. koncentrace latky, substratu a kysliku, charakter

rozpoustédla, pH). O tom, zda bude pievazovat reakce typu volnych radikdli nebo

singletového kysliku trvale, rozhoduje soupefeni mezi substritem a kyslikem o

tripletovy fotosenzibilizétor.

Biologickym cilem fotosenzitizovanych reakci je plazmatickd membrana,

cytoplazmatické organely a jadro, v zdvislosti na lokalizaci fotosenzibilizdtoru v buiice

v Case fotoaktivace.

Cilovymi bunkami fototoxické reakce jsou predev§im poSkozeni keratinocytl,

zatimco latky podané celkové navozuji prednostné poskozeni mastocyti a endotelii.
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Nésledné uvolnéni solubilnich medidtori, zejména eikosanoidl, protedz a histaminu,
vede k rozvoji zanétlivé kozni reakce [26].

Bunéény cil fototoxinii zdvisi na jeho biodistribuci. Topicky aplikované latky
jaou pravdépodobnéjsi poskozeni keratinocytll, protoZe se koncentruji ve vétSi mife
v této oblasti. Ordln¢ a parenterdln¢ podané komponenty jsou Skodlivéjsi pro Zirné nebo
endotelidlni buiiky kiize. Subceluldrni cile fotosenzitizujicich latek zdvisi na jejich
fyzikdlné chemickych vlastnostech obzvlasté na rozpustnosti v tucich. Hydrofiln{ latky
poskozuji bunéénou membranu, zatimco hydrofobni difunduji do bunck a poSkozuji
cytoplazmatické nebo jaderné komponenty.

Fototoxické reakce vyzaduji relativné¢ vysokou davku Ilé¢iva ve srovnani
s fotoalergickymi reakcemi a vznikaji, pokud je nejprve doddno 1é¢ivo nebo chemikalie.

Aby mohla probéhnout jakdkoli fotochemickd reakce, musi byt radiacni energie
absorbovdna molekulou. Molekuly, které absorbuji svétlo, se nazyvaji chromofory a
v kiZi mohou byt pfitomné endogenni (napi. DNA a melanin) nebo exogenni (napf.
fotosenzitizujici 1éCiva nebo chemikalie). Absorp¢ni spektrum pro urc¢ity chromofor se
vztahuje k vinové délce, kterou absorbuje. Absorp¢ni spektrum je charakteristické pro
jednotlivé molekuly a je ur€ovano usporddanim atomti.

Absorpcni spektrum se liSi od akcniho spektra. Ak¢ni spektrum molekuly se
sklada ze schopnosti dodané vinové délky zafeni vyvolat biologickou odezvu. V mnoha
ptipadech je absorp¢ni a akéni spektrum stejné. Nicméné neplati to v kazdém ptipade.
Na piiklad DNA, kterd je predpoklddand jako chromofor zptsobujici erytém v lidské
k071, ma absorpéni macimum pii 260 nm a akéni spektrum ma maximum pii 250 a 295
nm. To je zpiisobeno epidermdlnimi proteiny, které odfiltrovavaji vinové délky okolo
280 nm.

VInové délky, které zpiisobuji aktivaci nejvice fotoalergenti, leZi v oblasti UVA.
UVA miiZze byt zodpovédné za tyto ucinky, protoZe penetruje hloub&ji do kize nez
UVB, coZz umoziiuje jeho interakci s léCivy a chemikdliemi, jejichZ biodistribuce je
v hlubsich vrstvach koZnich tkéni. Nicméné akéni spektrum pro nckteré fotoalergeny
(napt. halogenované salicylanilidy) se rozSifuje do UVB oblasti.

Hostitelské a okolni faktory vysvétluji, pro¢ se fototoxické reakce nevyskytuji u
100% lidi. Na piiklad mnoZzstvi 1éCiva pfitomného v klizi zavisi na cesté¢ podéani a na
individudlnich rozdilech v gastrointestindlni absorpci, distribuci lé¢iva a metabolismu.
Kvantum zafeni, které dosdhne pokoZzky bude rizné podle pigmentu, vlasi a sily

stratum corneum. Navic poskozeni zafenim zvySuje okolni vlhkost, teplota a sila vétru.
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Ptfenesend energie zplisobuje poSkozeni bunécnych makromolekul a organel a
stejné¢ tak i tvorbu zanétlivych medidtorti. Nefotodynamické chemikdlie zpiisobuji
poskozeni bez pozadavku kysliku. Ptiklad tohoto je fotoadice 8-methoxypsoralenu na
pyrimidinové baze v DNA.

KozZni fotosenzitivita miZe byt inhibovdna rlznymi inhibitory, které blokuji
tvorbu kyslikovych radikdla. Napiiklad alopurinol i verapamil jsou farmakologické
latky zndmé tim, Ze zabranuji tvorbé superoxidového anionu prostiednictvim drahy

xantinoxiddzy, jsou t¢inné pfi inhibici fotosenzitivni odezvy u zvitat [28].

3.2.2.1.2 Fotoalergické reakce

Jsou pomérné vzicné, maji vSak téz§i prubéh a jsou zdvaznéjsi. Na rozdil od
fototoxickych reakci, kde dochdzi k ptimé fototraumatizaci kize, fotoalergie zahrnuje
imunitni mechanismus, vétSinou pozdni typ, zprostiedkovany T-lymfocyty a cytokiny.
Fotochemickd reakce vznikld po absorpci zédfeni fotosenzibilizérem vede k produkci
kompletniho fotoantigenu vazbou na proteiny, pravdépodobné na HLA-DR molekulu
[26].

Jednou vytvofeny kompletni antigen je vychytdn, degradovan a znovu vyjadien
na povrchu Langerhansovych bunck. Langerhansovy buiikky potom migruji do
regiondlnich lymfatickych uzlikd, kde aktivuji T-lymfocyty, které potom proliferuji,
diferencuji se a opét recirkuluji do kize, kde jsou fotosenzitizujici komponenty
vystaveny svétlu [27]. V této oblasti tvoii zanétlivou odezvu konstruovanou, aby se
eradikovaly buiiky konjugované s fotohaptenem [28].

Jednd se o obdobu alergické kontaktni dermatitidy, takze odpoveéd’ se objevuje
pouze u geneticky predisponované ¢asti populace a vyZaduje urcitou dobu senzibilizace,
po niZz nastupuje béhem 24-48 hodin [26]. Na rozdil od fototoxickych reakci
fotoalergické reakce nejsou zdvislé na koncentraci fotoagens nebo trvani expozice [27].

Fotoalergie se mohou vyskytnout u pacientli jakéhokoli v€éku, ale muzi se zdaji
byt postizeni Castéji neZ Zeny, moznd proto, Ze nabizi vétsi expozici chemickym latkam.
Prevazujici klinicky obraz je ekzemat6ézni alergickd reakce. Tato reakce je obvykle
omezena na exponovand mista, ale po opakovanych poskozenich fotoalergickou reakci
se mohou vyvijet celkovéjsi kozni komplikace i v oblastech mimo expozici. Pti akutni
reakci jsou poskozeni erytemat6zni a vezikuldrni. Pokracujici expozice nicméné miize
mit za nasledek subakutni nebo chronickou fazi, pti které prevazuje erytém, olupovani a

lichenizace. Ackoli vétSina piipadli se znormalizuje po odstranéni Skodlivého agens
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nebo svétla, miiZze se vyvinout chronickd fotodermatitida (pfetrvavajici reakce na svétlo,
PLR), pfti které pretrvava fotosenzitivita, i kdyZ bylo agens staZeno [28].

Histopatologické zmény pii fotoalergii jsou identické tém u Kkontaktni
dermatitidy s epidermdlni spongiézou spojenou s intenzivni perivaskuldrni infiltraci
mononuklearnich bunék v kuzi [27].

Ekzémové reakce jsou zaznamendvdny casto v souvislosti s uzivdnim
halogenovanych salicylanilidi jako dezinfek¢nich piisad do kosmetiky, mydel,
Sampont, apod. Novéji se uplatiiuji ingredience parfémt, zejména éterické oleje a
chemické slunecni filtry v kosmetickych ptipravcich aplikovanych na kizi [26].

Diagnéza. Procedura fototestovani zahrnuje epikutdnni testy (photopatch testing)
stejné jako urceni minimdlni erytemat6zni divky (MED) pro UVA a UVB. Epikutdnni
testovani je hodnotnéjsi, pokud je podezieni na fotoalergii, a stanoveni MED je
pouzitelngjsi test pro diagnézu fototoxickych reakci. Nicméné je doporuceno provadét
oba testy pro komplexni hodnoceni fotosenzitivnich pacientt.

Fototestovani systémové fototoxicity zahrnuje ozafeni kiize nevystavené slunci,
obvykle na zddech, aby se postupné zvySovalo mnoZstvi UVB (5-100 mJ/cm?) a UVA
(1-15 J/em?) zéteni pro uréeni MED pro stejnd vinovd pasma. Erytemat6zni odezva pti
niz$i nez piedpoklddané davce pro urcitou vlnovou délku je dukaz fototoxicity.
Testovani by mélo byt opakovdno dva tydny nebo vice po odstranéni poskouzujici

latky, a tehdy by méla byt MED normalizovand [27].

3.2.2.1.3 Identifikace fotosenzibilizujicich latek

Jiz od devadesitych let minulého stoleti formulovala vefejnost prostfednictvim
nevladdnich organizaci poZadavek omezit aZ zastavit pokusy na zvifatech nejen pfi
zkouSeni kosmetickych prostiedkll a nahradit je alternativnimi metodami bez pouZiti
pokusnych zvitat [29].

Nékolik studii navrhlo mnoZstvi screeningovych metod pro rozpozndni
fotosenzitizujicich 1é¢iv: meéfeni UV absorpce, fotohemolyticky model, méfeni spotieby
kysliku  Bacillus subtilis, model koZni fototoxické reakce pouZivajici lidskou
rekonstituovanou epidermis Episkin a test fototoxicity 3T3 vychytdvani neutrdlni
cervené (3T3 NRU). Ackoli fototoxické odezvy byly velmi komplikované, vétSina
fototoxicitnich in vitro testli spo¢ivd na jednoduchém parametru cytotoxicity (obvykle
NRU nebo MTT testy). Predeviim 3T3 NRU fototoxicitni test byl akceptovin

EU/COLIPA valida¢nim programem pro ,.fotoiritace in vitro*. Nicmén¢ tyto bunécné
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testy na monovrstvé maji ndsledujici hlavni omezeni: nizkd produktivita zptisobena
screeningovym systémem a test neni vhodny pro rozliSeni fotoalergeni a fotoiritanti.
Jako alternativni metoda k 3T3 NRU testu fototoxicity bylo nékdy zkoumédno absorpéni
spektrum komponentu, protoZe fotochemické reakce se nemohou vyskytnout, dokud
neni absorbovano elektromagnetické zéfeni.

Pro ptfedpovidani potencidlu fototoxickych odpovédi a fotochemickych reakci
byla vyvinuta efektivni metodologie k hodnoceni fotochemickych/biologickych
vlastnosti s cilem nahradit metody provadéné na zvitatech nebo lidech.

Ovsem néekteré fotosenzitivni/fototoxické komponenty vykazuji nizkou absorpci
UVA/UVB, zatimco podle klinickych zprav byly identifikovany jako fototoxické.
UVA/UVB absorpce chemikdlii nemiize vzdy piimo korelovat s jejich fototoxickym
potencidlem. Né&které komponenty by byly chybné pokldddny za fototoxické nebo
nefototoxické jenom na zdklad¢ spektralni UV analyzy. Proto by méla byt aplikovdna
dopliikova screeningovd metoda pro hodnoceni fotoreaktivity.

Nov¢éji byla pouzita jako test fotooxida¢nich schopnosti fotooxidace histidinu.
ProtoZe histidin reaguje se singletovym kyslikem, test indikuje schopnost ozafenych
komponentli vytvéiet singletovy kyslik. Nékteré fotosenzitizéry jako chlorpromazin,
indometacin, sulfamethoxazol, tamoxifen a omeprazol neprodukovaly detekovatelné
mnoZzstvi singletového kysliku, nicméné byla pozorovana vyznamna tvorba superoxidu
u téchto komponentt [25].

Pro usmérnéni vyvoje a pro validaci alternativnich metod byl ziizen specificky
institut, a to Evropské centrum pro validaci alternativnich metod (ECVAM) jako
soucast Spolecného vyzkumného stfediska Evropského spolecenstvi se sidlem Ispra,
Itdlie. Cleny jeho védeckého vyboru jsou experti nominovani pro oblast alternativnich

metod ¢lenskymi stity ES.

3.2.2.1.3.1 Test cytotoxicity 3T3 NRU

Vychozi metodou pro stanoveni lokdlni tolerance je screeningovy test v kultufe
fibroblast. Tato metoda je vSeobecné pouzivina 1 k hodnoceni bezpec€nosti
zdravotnickych prostfedkt. Buiikky 3T3 Balb/c se nasadi do mikrotitra¢nich desti¢ek
s 96 jamkami, prekultivuji se 24 hodin a poté se kultivaéni médium nahradi sérif fedéni
testovaného materidlu. Bunécna kultura se poté inkubuje 24 hodin, obarvi se neutrdlni

Cerveni a fluorimetricky se stanovi inkorporace tohoto vitdlniho barviva v Zivych
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buiikdch. Porovndnim s hodnotami kontrolnimi, kultivovanymi pouze v médiu, se
stanovi Zivotnost kultury vyjadiend v procentech kontroly.

Testem cytotoxicity se stanovi u chemickych litek ECsy neboli hrani¢ni
koncentrace, pfi niZ dochdzi ke sniZeni Zivotnosti buné¢né kultury na 50%.

Testy in vitro vyuZivajici linii 3T3 fibroblastii jsou pro svou spolehlivost
v soucasné dobé preferoviany v fad¢ oblasti experimentdlni toxikologie. Jsou zdkladem
pro mezindrodni standardni metodiky zkouSeni chemickych latek, metody OECD nebo

ISO.

3.2.2.1.3.2 Trojrozmérné modely lidské kuze

Nova a progresivni metoda testovani lokdlni tolerance je zaloZena na
trojrozmérnych modelech lidské klize. Nahrazuje testy na zvitatech pii zkouskéach
leptavych t¢inkl na kizi, koZni drazdivosti a fototoxicity.

Model lidské kiize EpiDerm™ je zaloZen na normdlnich lidskych keratinocytech
pochézejicich z tkané predkozky od jednoho darce. Skldda se z bazdlnich, spinéznich a
granul6znich bunéénych vrstev a 10-15 vrstev bunck stratum corneum, které do jisté
miry simuluji funkci koZni bariéry. Po hodinové preinkubaci v cerstvém médiu, kterd
umozni odstranéni toxickych metaboliti vznikajicich vlivem stresu pfi transportu, lze
aplikovat vzorky pevné i rozpusténé ve vodé ¢i v oleji. Po ukonceni aplikace jsou
vzorky opldchnuty a tkdné dale inkubovany. Na zdvér pokusu se pfenesou do média
obsahujictho MTT a Zluté barvivo MTT je redukovdno plsobenim mitochondii na
modré krystaly formazanu. Formazan se extrahuje isopropanolem a vyslednd intenzita,

odpovidajici Zivotnosti tkang, se méii spektrofotometicky pti 540 nm [29].

3.2.2.1.3.3 Test fototoxicity

Informace ziskané ze zkouSky fototoxicity 3T3 in vitro slouzi k identifikaci
fototoxického potencidlu zkousSené latky, tj. existence nebo neexistence moZného
nebezpeci, které mize plynout ze zkousené latky ve spojeni s expozici UV zafeni nebo
viditelnému svétlu.

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro byla vyvinuta a validovdna v ramci
spojeného projektu EU/COLIPA v letech 1992-1997 s cilem vytvofit platnou alternativu
in vitro k riznym pouZivanym zkouSkdm in vivo.

Vysledky ze zkouSek fototoxicity 3T3 NRU in vitro byly porovnany s akutnimi

fototoxickymi nebo fotoiritaénimi G¢inky in vivo u zvifat a u ¢lovéka a zkouska se
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ukdzala pro predpovéd’ téchto ucCinkt jako vynikajici. ZkouSka neni urcena pro
pfedpovéd’ jinych nepfiznivych tcinkd, které mohou plynout z kombinovaného
pusobeni chemické latky a svétla, napt. fotogenotoxicity, fotoalergie a
fotokarcinogenity, tfebaZze mnoho chemickych latek, které vykazuji tyto specifické
vlastnosti, bude ve zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro pozitivné reagovat. Zkouska
déle neni vyvinuta k tomu, aby umoZnila hodnoceni stupné fototoxicity.

Fototoxické ucinky byly zaznamendny u mnoha typli chemickych latek. Jejich
jedinym spoleCnym rysem je schopnost absorbovat svételnou energii v oblasti
slune¢niho svétla. Podle prvniho zdkona fotochemie (Grorrhaus-Draperiiv zdkon)
vyzaduje fotoreakce dostateCnou absorpci svételnych kvant. Pred zvazenim
biologického zkouSeni podle pfedloZzené metodiky by tedy mélo byt stanoveno UV/VIS
absorp¢ni spektrum zkouSené chemické latky. Je-li molarni absorpcni koeficient mensi
nez 10 I-mol™-cm™, chemick4 litka nemd fotoreaktivni potencidl a nemusi byt zkousena
zkouskou fototoxicity 3T3 NRU in vitro nebo jakoukoli jinou biologickou zkouskou na
nepiiznivé fotochemické tic¢inky.

Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro je zaloZena na srovnini cytotoxicity
chemické latky pti zkouSeni s expozici necytotoxické davce UVA/VIS svétla a bez této
expozice. Cytotoxicita je pii této zkouSce vyjadiena jako koncentracné zdvislé sniZzeni
pif{jmu vitdlnitho barviva neutrdlni ¢ervené¢ 24 hodin po piisobeni zkouSené chemické
latky a ozéftend.

Buiiky Balb/c 3T3 se 24 hodin kultivuji, aby vytvofily monovrstvu. Dvé
96jamkové desticky na jednu zkouSenou chemickou latku se poté 1 hodinu preinkubuji
osmi riznymi koncentracemi chemickych latek. Poté je jedna ze dvou destiCek
exponovéna necytotoxickou davkou UVA/VIS svétla 5 J/em® UVA (+UV experiment),
zatimco druhd destiCka se udrzuje v temnu (-UV experiment). U obou desticek se poté
aplika¢ni médium nahradi kultivatnim médiem a po dalSich 24 hodinich inkubace je
bunécnd Zivotaschopnost stanovena 3hodinovym pi{jmem neutrdlni cervené (NRU).
Relativni buné¢na Zivotaschopnost vyjadiena v procentech vzhledem k neexponované
negativni kontrole se vypocte pro kaZzdou zosmi zkuSebnich koncentraci. Pro
piedpovéd’ fototoxického potencidlu se porovnaji koncentracné zavislé odezvy ziskané

pti ozéatreni (+UV) a bez ozafeni (-UV), obvykle pti hodnoté ECsy.
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3.2.2.1.3.3.1 Kritéria jakosti

Citlivost bunék na UVA: citlivost bunék na UVA by méla byt pravidelné

kontrolovdna. Bunky se nasadi pfi intenzité¢ pouzité pii zkouSce, pfiSti den se ozafi
davkou UVA zdfeni 1-9 J/cm® a bun&¢nd Zivotaschopnost se stanovi o den pozd&ji
zkouskou NRU. Buiky spliuji kritérium jakosti, neni-li jejich Zivotaschopnost po
ozéfeni 5 J/cm® men3i nez 80% Zivotaschopnosti kontroly udrzované v temnu. Tato
kontrola by méla byt opakovédna vzdy po deseti pasaZich bunék.

Citlivost bunék negativni kontroly na UVA pfi samotné zkouSce: zkouSka

spliiuje kritéria jakosti, jestlize negativni kontroly (bunky v EBSS (Earliv fyziologicky
roztok) s 1% dimethylsulfoxidem (DMSO) nebo 1% ethanolem) nebo bez nich vykazuji
pii +UVA experimentu Zivotaschopnost alespoii 80% vzhledem k Zivotaschopnosti
neozafenych bunck v tomtéZ rozpoustédle pii soubézZném experimentu v temnu (-UVA).

Zivotaschopnost negativni kontroly: absolutni absorbance méfend v extraktu

neutrlni Gervend negativnich kontrol naznaéi, zda 1x10* bun&k nasazenych na jednu
jamku zachovalo pfi rastu béhem dvou dni zkouSky obvyklou dobu zdvojndsobeni
(doubling time). Zkouska spliiuje kritérium pfijatelnosti, jestlize stfedni hodnota

absolutni absorbance neexponovanych kontrol je > 0,2.

Pozitivni kontrola: pti kazdé zkousce fototoxicity 3T3 NRU in vitro musi byt
soubéZné zkouSena zndmd fototoxickd chemicka latka. Pfi valida¢ni studii EU/COLIPA
byl pouZit jako pozitivni kontrola chlorpromazin, a je tedy doporucen.

Namisto chlorpromazinu mohou byt pouZity jako soubéZné pozitivni kontroly
jiné zndmé fototoxické chemické latky vhodné z hlediska typu nebo rozpustnosti
hodnocené zkouSené chemické latky. V takovém piipadé by mély byt na zdkladé
dosavadnich udaji jako kritéria pfijatelnosti zkousky pfiméfenym zplsobem definovéany

rozsahy hodnot ECsy a PIF nebo MPE.

Ovéteni jasn€ pozitivniho vysledku opakovanym experimentem se nepozaduje.
Negativni vysledky nemusi byt ddle ovéfovany, jestlize byla zkouSena chemicka latka
zkouSena za dostatecné vysokych koncentraci. V takovych ptipadech staci jeden hlavni
experiment podpofeny jednim nebo vice predbéZnymi experimenty pro zjisténi rozmezi
koncentraci.

Zkousky s vysledky blizko hrani¢nich hodnot pifedpovédniho modelu by mély

byt pro kontrolu opakovany.
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Je-li to moZné, stanovi se koncentrace zkouSené chemické latky odpovidajici

[ 4

50% inhibici bunécného piijmu neutrdlni cervené (ECso).

3.2.2.1.3.3.2 Ptedpovedni model — fotoiritacni faktor

Jestlize jsou v obou piipadech jak pfi ozafeni, tak bez ozéafeni ziskdny uplné
kfivky zavislosti odezvy na koncentraci, lze vypocitat fotoiritaéni faktor podle tohoto
vzorce:

| EC4,(-UV)

PIF =
EC,,(+UV)

Hodnota PIF <5 ptfedpovidd neexistenci fototoxického potencidlu, zatimco
hodnota PIF > 5 ptedpovida existenci fototoxického potencidlu.

Jestlize je chemicka latka cytotoxickd pouze pifi +UVA a neni cytotoxickd pii
zkousce —UVA, nelze hodnotu PIF vypocitat, tiebaze jde o vysledek, ktery svéd¢i o
fototoxickém potencidlu. V takovych piipadech Ize vypocitat hodnotu ,,> PIF*, jestlize
se provede —UV zkouska aZ po nejvyssi zkuSebni koncentrace (Cpax) a tato hodnota se

pouZzije pro vypocet:

_ C L (=UV)

> PIF =
EC,, (+UV)

Existenci fototoxického potencidlu ptedpovidd hodnota >PIF >1.

Jestlize nelze v dusledku toho, Ze chemickd latka nevykazuje az do nejvyssi
zkuSebni koncentrace Zadnou fototoxicitu, vypocitat ani hodnotu ECsy (-UV), ani
hodnotu ECsp (+UV), svéd¢i to o neexistenci fototoxického potencidlu. V takovych
piipadech se pro charakterizaci vysledku pouZzivd hodnota ,,PIF = *1:

c_.(=UV)

PIF =] = —m
C oo (+UV)

max

3.2.2.1.3.3.3 Ptedpoveédni model — sttedni svételny ucinek (MPE)

Alternativné lze pouZzit novou verzi modelu pro predpovidani fototoxického
potencidlu, ktery byl vyvinut s pouzitim ddaji z valida¢ni studie EU/COLIPA a byl
testovan naslepo v ndsledné studii fototoxicity in vitro u chemickych latek, které se
chovaji jako UV filtry. Tento model nema omezeni jako model PIF v ptipadech, kdy
nelze ziskat hodnotu ECsy. Tento model vyuZziva stfedni svételny ucinek, veliCinu, kterd

je zaloZena na srovnani celych kiivek zavislosti odezvy na koncentraci. Pro pouZiti
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modelu byl na Humboldtové univerzité vyvinut specidlni pocitacovy software, ktery je
volné k dispozici.

Pozitivni vysledek zkousky fototoxicity 3T3 NRU in vitro (PIF > 5 nebo MPE
>0,1) znamend, Ze latka m4 fototoxicky potencidl. Jestlize bylo vysledku dosazeno pfti
koncentracich pod 10 pg/ml, je také pravdépodobné, Ze latka bude plsobit za riiznych
expoziCnich jako fototoxin in vivo. Je-li pozitivniho vysledku dosaZeno pouze pfi
nejvyssi zkuSebni koncentraci 100 pg/ml, mohou byt pro posouzeni nebezpecnosti nebo
intenzity fototoxicity nezbytné dalS$i dvahy. Ty se mohou tykat ddaji o penetraci,
absorpci a mozné akumulaci chemické litky v kiZzi nebo zkouSeni chemické latky
alternativni potvrzujici zkouskou, napt. za pouziti modelu lidské kiiZe in vitro.

Negativni vysledek znamend, Ze latka nebyla pro sav¢i buiiky za pouZitych
podminek fototoxicka.

Neni-li naproti tomu toxicita prokdzdna (+UV a-UV) a jsou-li koncentrace
omezeny rozpustnosti ve vod¢ na hodnoty mensi nez 100ug/ml, neni patrné zkouska pro
zkouSenou latku vhodnd a méla by byt zvdZena potvrzujici zkouSka (napt. za pouZiti
modelu lidské kiiZe in vitro nebo zkouskou in vivo) [30].

Zkouska fototoxicity na modelech klize by se mohla po tddné validaci stéit
uzite¢nym doplitkem testu fototoxicity na bunkdch 3T Balb/c, protoZze 1épe simuluje
reakci kiize sloZzené z fady vrstev bun€k a chrdnéné stratum corneum neZz monovrstva
vysoce citlivych fibroblastli a identifikuje tak faleSn€ pozitivni vysledky testu na
bunécné kultufe. V neposledni fadé je vyhodou testu na modelech kiize i moZnost
testovani pevnych nebo ve vod¢ nerozpustnych latek, které nelze na bunécné kultute

testovat [29].

3.2.2.2 Fytofotodermatitidy

Jsou to fototoxické reakce, které vznikaji, kdyz kize ptijde do styku s fotosenzitizérem
a je nasledné¢ vystavena zéafeni. Fytofotodermatitidy se casto vyskytuji u lidi
manipulujicich s vyrobky obsahujicimi furokumariny jako jsou zeméd¢€lci, barmani,
floristi a zahradnici a také u plazovi béZci, atleti a déti. NejCastéji jsou zasaZena Usta a
ruce, coZ je zpusobeno manipulaci nebo jedenim poskozujicich agens obsahujicich
furokumariny.

Castym fotosenzitizérem byl pigment furokumarin, 8-methoxypsoralen
rozpustny v tucich. Tento pigment se nachdzi v riznych rostlindch a zeleniné jako je

celer (Apium graveolens), limetky a citrony (Citrus limon), fiky (Ficus carica),
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citrusové plody, petrzel (Petroselinum crispum), pelyn€k (Artemisia absinthium),
zlatobyl (Solidago virgaurea), chryzantéma (Chrysanthemum spp.), ambrozie

(Ambrosia artemisiifolia) a fepen trnitd (Xanthium strumarium) [31].

vvvvv

Vv s M

sriznou substituci. K nejcastéjSim pfi¢indm psoraleny zplsobenych fototoxickych
dermatitid patii zastupci z Celedi Apiaceae jako Heracleum spp., Angelica archangelica,
Pastinaca sativa a Ammi majus. Psoraleny jsou ale také v Celedi Rutaceae Siroce
rozSifené. Vedle citrusit v uzSim smyslu mohou vyvoldvat fototoxické reakce také
rostliny pouzivané jako koteni, Ruta graveolens a Dictamnus albus. Rutaceae obsahuji
jako zvlastnost vedle psoralent rovnéZz fototoxicky pusobici furochinolinové alkaloidy
obsahujici dusik.

Dalsi dilezitd skupina fotosenzibilizujicich rostlinnych obsahovych latek jsou
naftodiantrony, ke kterym patii fagopyrin pyru (Fagopyrum esculentum) a hypericin
tfezalky teckované (Hypericum perforatum) [32].

Pigment musi byt pfitomen v dostate¢ném mnoZstvi a vlnova délka nédsledného
ozafeni musi byt ve spektru plsobeni fotosenzitizujici latky, typicky v UVA oblasti
320-400 nm.

V akutni fazi se fytofotodermatitidy projevuji palenim, edémem a puchyfi
béhem 24 hodin po kontaktu a projevy zdviseji na stupni expozice. Muze nésledovat
pozanétlivd hyperpigmentace, obzvlast¢ po opakovanych expozicich, ale obvykle
vybledne po 2-3 mésicich. Systémovd manifestace je vzdcnd. Nicméné jeden piipad byl
spojen s hemolytickou anémii a retindlni hemoragii [31].

Fototoxické kontaktni dermatitidy vyvolané rostlinami se vyvijeji po pfimém
kontaktu nebo po systémovém podani fototoxické substance a ndsledném ozéareni
dlouhovinnym UV svétlem popiipadé slune€nim zafenim. Ptredurcujici faktory jsou
svétly typ kize, vlhka kiZe a slune¢ni ozafeni.

Klinické formy fototoxickych dermatitid vyvolanych psoraleny jsou berloque
dermatitida, dermatitida lu¢nich trav a buldézni fototoxicka dermatitida. Fototoxické
dermatitidy nemusi byt zplisobeny jen piimym kontaktem s rostlinami, nybrz také
produkty, které obsahuji rostliny, napft. éterické oleje (bergamotovy olej) [32].

Placzek et al také zjistili, Ze tabdkovy kouf je fototoxicky. Testovan byl
kondenzat cigaretového koute fotohemolytickym testem. Kondenzat cigaretového koute

zpisobil fotohemolyzu zdvislou na koncentraci a aplikované davce UV. Tabdkovy kouf
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obsahuje vice nez 1000 riznych komponentt, hlavné aromatickych sloucenin, z nichz
nékteré jsou zndmé jako fototoxické.

Vzhledem kzndmé korelaci mezi riznymi fototoxickymi uCinky a
fotokarcinogenezi bychom méli vzit u dvahu moznost, Ze fototoxicky efekt kondenzatu

cigaretového koute miZe také usnadiiovat fotokarcinogenezi [33].

3.2.3 Porfyrie

Porfyrie ptedstavuji skupinu onemocnéni vznikajicich z ditvodu poruchy syntézy hemu
na raznych drovnich metabolismu. Jsou charakterizovany hromadénim porfyrinti nebo
jejich prekursor v nékterych tkanich, zvySenou hladinou v plasmé i v erytrocytech a
zvySenym vylu€ovanim porfyrinli nebo jejich prekursort stolici nebo mo¢i.

Jednd se o onemocnéni zplsobend pievdzné vrozenou, vzdcnéji ziskanou
poruchou (pouze sporadickd forma porphyria cutanea tarda, PCT). Akutni porfyrie jsou
vSechny jaterni a jsou pfendSeny autosomdlné¢ dominantng. Chronické porfyrie jsou
typické fotodermatdzy a nelze u nich navodit akutni porfyrickou ataku. PrestoZe jsou
akutni porfyrie fazeny k raritnim onemocnénim, nositeli mutovaného genu mize byt v
populaci vice nez klinicky nemocnych. Klinickd manifestace zdlezi na fad¢ faktorq,
jejichZz pfesny vycet neni zdaleka dplny. Jsou to predevSim urcité 1€ky (nejcastéji
barbituraty a sulfonamidy, seznam 1€kt se stdle dopliiuje a upfesiiuje), stres, hormondlni
vlivy a dal$i. U chronickych porfyrii nejsou restrikce urcitych 1€ki jako u porfyrii
akutnich. Nicméné u PCT alkohol muZe vést k manifestaci onemocnéni [34].

Tti nejCastéj$i porfyrie jsou porphyria cutanea tarda, akutni intermitentni
porfyrie a erytropoetickd protoporfyrie. Méné CcCasté formy (zahrnujici deficit
dehydratdazy delta-aminolevulinové kyseliny) jsou kongenitdlni erytropoetickd porfyrie,
hepatoerytropoetickd porfyrie, hereditarni koproporfyrie a porphyria variegata.

Porfyrie mohou byt klasifikovany n€kolika zpiisoby. Klasifikace podle deficitu
specifického enzymu je nejpiesnéjsi. Jiny klasifikacni systém rozliSuje porfyrie, které
zpusobuji neurologické symptomy (akutni porfyrie) od téch zpusobujicich
fotosenzitivitu (koZni porfyrie). Tteti klasifikaéni systém je zaloZen na tom, zda
nadbytek prekurzorti vznikd piedevSim v jatrech (hepatické porfyrie) nebo v kostni
dfeni (erytropoetické porfyrie). Nekteré porfyrie jsou zafazeny ve vice neZ jedné

z téchto kategorii.
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3.2.3.1 Akutni intermitentni porfyrie

Akutni intermitentn{ porfyrie je zptisobena deficitem enzymu porfobilinogen deamindzy
(také zndmého jako hydroxymethylbilansyntdza), ktery vede ke kumulaci hemovych
prekurzorii delta-aminolevulinové kyseliny a porfobilinogenu nejprve v jatrech.
Onemocnéni je dédi¢né, autosomdlné dominantni, zpiisobené abnormalnim genem od
jednoho rodice.

U vétSiny lidi s deficitem porfobilinogenu deamindzy se nikdy neobjevi
symptomy. Nicméné u nékterych pacienti mohou urcité faktory, jako IéCiva
(barbiturdty, antikonvulziva, sulfonamidova antibiotika), hormony (progesteron a
odvozené hormony) nebo dieta (nizkokalorickd, nizkosacharidové dieta, velké mnozstvi
alkoholu, koufeni) urychlit nadstup onemocnéni.

Nejcastéjsi symptom je bolest bficha, gastrointestindlni symptomy jako nauzea,
vomitus, zdcpa nebo prijem a nadmuti bficha. Vysoka tepova frekvence, vysoky krevni
tlak, poceni a neklid jsou také ¢asté béhem ataky [35].

Pti akutni atace muze postihnout neurologickd dysfunkce jakoukoli cast
nervového systému. Také se mohou objevit dysfunkce centrdlniho nervového systému
jako halucinace, zachvaty, koma, hypotalamickd dysfunkce nebo postizeni

cerebeldrniho a bazdlniho ganglionu [36].

3.2.3.2 Erytropoeticka protopofyrie

U erytropoetické protoporfyrie vede deficit enzymu ferrochelatdzy ke kumulaci
prekurzoru hemu - protoporfyrinu v kostni dfeni, ¢ervenych krvinkach, plazmé, kizi a
jatrech. Enzymovy deficit je obvykle dédicny. Kumulace protoporfyrinu v jatrech mtize
zpusobit jaterni poskozeni. Protoporfyrin ve Zlu¢i mize vést ke ZluCcovym kamenim.

e, e

slune¢ni expozici. Vyskytuji se puchyte a malokdy jizvy.

3.2.3.3 Porphyria cutanea tarda

Je to nejcastéjsi porfyrie. Vznikd jako ndsledek niz$i aktivity enzymu uroporfyrinogen
dekarboxylazy, coz vede ke kumulaci porfyrinti v jatrech. Nastdvd poSkozeni kiiZe,
protoze porfyriny produkované v jatrech jsou transportovany do plazmy v kiizi.

S PCT jsou spojeny né&které znadmé urychlujici faktory: nadbytek Zeleza

v tkdnich, mirné nebo silné uzivani alkoholu, pouzivani estrogent, infekce virem
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hepatitidy C a moznd koufeni. Uvazuje se, Ze tyto faktory interaguji s Zelezem a
kyslikem v jatrech a tim inhibuji nebo poSkozuji uroporfyrinogen dekarboxylazu.

Pacienti s PCT prodélavaji chronické, recidivujici puchyfe rtzné velikosti na
oblastech vystavenych slunci jako jsou paze, oblicej a obzvlasté hibety rukou. Po
puchytich se vyvijeji strupy a zjizveni a hojeni trvd dlouho. KiZe, obzvlasté na rukou, je
citlivd na drobnd poranéni [35].

U pacientii s neléCenou chorobou se po del§i dobu muze vyvinout cirhdza a

hepatoceluldrni rakovina.

3.2.3.4 Kongenitalni erytropoeticka porfyrie (Glintherova choroba)

Fotosenzitivita u této velmi vzdcné autosomdlné recesivni choroby muze zalit uz
v détstvi. Klinickd manifestace predstavuje koZni poskozeni jako puchyfe na kizi
exponované svétlu, které po Case ulcerace a eroze zpusobi jizvy. Zjizveni miize zptisobit
zavazné deformity ¢asti obliCeje a prsti. Dalsi komplikace jsou hypertrichdza, alopecie,
konjunktivitida, keratitida a zmény pigmentace.

Diagndza je stanovena diky tmavé moci (barva jako portské vino), erytrodoncii a
hemolytické anémii. Porucha je ndsledkem deficitni aktivity uroporfyrinogen III

kosyntédzy, zvySeny uroporfyrin je patrny v moci.

3.2.3.5 Hepatoerytropoeticka porfyrie

Tato forma je docela vzacnd a je zplisobena deficitem uropofyrinogen dekarboxylazy.
PfevdZzné¢ kozni manifestace je patrnd v prvnim roce Zivota a podoba se PCT.
Eventudlné jsou pacienti vazné poskozeni hirsutismem, zjizvenim, sklerodermoidnimi
zménami a akroskler6zou. Abnormality v porfyrinovém metabolismu jsou stejné jako u

PCT navic se zvysenou hladinou Zn-protoporfyrinu v erytrocytech.

3.2.3.6 Koproporfyrie

Je to autosomdlné dominantni choroba, kterd ma stejné urychlujici faktory jako akutni
intermitentni porfyrie. Pii akutnim ataku se vyskytuji neurologické i kozni manifestace.
Nemoc je zpiisobena sniZenou aktivitou koproporfyrinogen oxiddzy, ktera

zpisobuje zvySenou exkreci fekalntho koproporfyrinu.
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3.2.3.7 Porphyria variegata

Je to autosomdln¢ dominantni choroba, kterd se mulZe projevovat kozni nebo
neurologickou manifestaci nebo jejich kombinaci. V oblastech vystavenych slunci
dochdzi ke zvySené fragilit¢ klUize stvorbou puchyil, erozi a jizev. Také se mulze
vyskytnout ztlusténi klize a hypertrich6za v oblic¢eji. Akutni ataka ptedstavuje stejné

neurologické dysfunkce jaké byly popsany u AIP [36].

3.2.4 Genofotodermatozy

Genofotodermat6zy mohou vyplyvat z defektu v syntéze melaninu, defektu v oprave

DNA nebo z kongenitalni fotosenzibility.

3.2.4.1 Xeroderma pigmentosum

Je to dé&di¢né, autosomdlné recesivni onemocnéni charakterizované patologickou
senzitivitou na UV zdfeni, spojenou s defektem enzymatického systému pro opravu
DNA. Zikladni biochemicky mechanismus je absence opravy mutaci typu CC —TT.
Tyto mutace, vyskytujici se ndhodn¢, se mohou dotknout genového kli¢e bunécnych
operaci v oblasti protoonkogent, ale také genovych supresorii nddoru jako je protein
pS53. Nicméné anomdlie v opravném systému nejsou pravdépodobné jedinym
mechanismem zplisobujicim karcinogenezi, protoze u Cockayne syndromu a
trichodystrofie nejsou doprovdzeny nddory kiiZe. Proto ziejmé existuji dalsi faktory
v oblasti imunizace spojené s funkci NK (natural killer) lymfocytl nebo se zm&nami
detoxikace genotoxickych kyslikovych radikal snizenim aktivity superoxid dismutdzy.

Nemoc se objevuje v prvnich letech Zivota a projevuje se vesikulo-bul6znimi
lézemi v oblastech vystavenych slunci, zanechdvajici mista s opakovanou expozici ve
stavu poikilodermie. Mnohocetnd lentiga a kerat6zy se objevuji v prvnich letech Zivota.
Poté se objevuji prvni bazo- a spinoceluldrni karcinomy a Cetnost se zvySuje. Také se
mohou vyskytnou melanomy.

Interni patologické demonstrace se dotykaji predevSim centrdlniho nervového
systému a projevuji se kieCemi a mentdlni retardaci u syndromu Sanctis-Cacchione.
Vnitini neoplazie jsou mnohem vzacnéjsi a zasahuji CNS a hematopoeitické tkang.

Klinicky obraz mlize mit rizné varianty podle skupin komplementace xeroderma
pigmentosum. Fotosensitivita je nejzavaznéjsi u skupin A a B, zatimco neoplazie jsou

obzvlasté agresivni a Casné u skupiny A.
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3.2.4.2 Cockayneho syndrom

Jednd se o kongenitdlni poikilodermii s autosomdlné recesivnim pirenosem. Klinické
znaky se objevuji nejcastéji do 6 mésicti véku a jsou charakterizovany koZnimi, o¢nimi,
neurologickymi a skeletdlnimi anomdliemi spojenymi se staturo-ponderdlni a psycho-
intelektudlni retardaci. Kozni znaky pifedstavuje fotosenzitivita pravidelné nevedouci
k tvorbé koznich nddorii. Pfipojuje se progresivni degenerace pigmentu v reting,
eventudln¢ spojend s kataraktou, hluchotou a spasticitou s ataxii.

Syndrom vyplyva z defektu opravy DNA, kterd se voliteln¢ pfendsi do aktivné
transkribovanych genli. Tento syndrom je heterogenni na genetické trovni a byly
definovany tfi skupiny komplementace. Skupina A zdvisi na anomadliich genu SCA
lokalizovaného na chromozomu 5 a kdédujiciho protein obsahujici oblast opakovéni
motivu WD (tryptofan-arginin), kterd interaguje s ERCC-2,3 a 6 v transkripénim
komplexu TFIIH. Skupina B z4visi na mutaci genu ERCC-6 lokalizovaném v 10q11-21.
Skupina C je zpisobena mutacemi stejného genu obsazeného ve skupiné B xeroderma
pigmentosum (ERCC-3), ale s muta¢nim profilem patrné odliSnym, tykajicim se jiné

oblasti genu.

3.2.4.3 Trichothiodystrofie

Oznaceni trichothiodystrofie spojuje klinicky a biologicky heterogenni choroby
s pfenosem autosomdlné recesivnim, které jsou spojeny s anomdliemi neuro-
ektodermdlnich struktur, pfedev§im vlast. Spolecnd charakteristika v§ech téchto nemoci
je papilarni dystrofie s ldmavymi vlasy, které s vékem fidnou. Obsah aminokyselin se
sfrou je zna¢né sniZzeny v porostu na povrchu téla, hlavné ve vlasech. N&kdy jsou
pfitomné dalSi rizné anomdlie pievdzné fotosenzitivita, ichtyosiformni vzhled,
intelektudlni a psychomotorickd retardace, snizend fertilita a staturo-ponderdlni
zaostalost.

U pacientl trpicich abnormdlni fotosenzitivitou se vyskytuji anomalie v opravé

poskozeni DNA indukovaného UV.

3.2.4.4 Bloomuav syndrom

Bloomiiv syndrom je vzdcnd kongenitdlni poikilodermie s autosomdlné recesivnim
pfenosem, spojend s opozdénim pocatku intrauterinniho riistu, Casnou fotosenzitivitou a
zdvaznym  poSkozenim obliceje, které je erytemato-strupovité, postupné

teleangiektasické, a imunitnim deficitem pocinajicim opakovanymi respira¢nimi
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infekcemi. Kozni poskozeni se zmirfiuje s vékem. Nicméné témét u 20% pacientl se
objevi maligni nddory, zejména hemopatie a niddory GIT.

Bloomtlv syndrom vykazuje mutace genu BLM, ktery kdduje skupinu helikaz
RecQ. To je charakterizovdno nestabilitou a kiehkosti chromozomovych protéjski
ucinkem velkého poctu genotoxickych agens, pravdépodobné v disledku nedostatku

opravy DNA a vysokou rychlosti vymény sesterskych chromatid v dobé meidzy.

3.2.4.5 Syndrom Rothmund-Thomson

Tento syndrom je jednou z kongenitdlnich poikilodermii, kterd se projevuje velmi
casnym vyskytem teleangiektazického erytému s atrofii tvari a obliceje. Projevy se
potom rozSifuji ztvafre na krk, horni koncetiny, stehna a hyzdé. Obvykld je
fotosenzitivita. Soldrni expozice miiZe zplsobit vznik puchyiid a podporuje rozsiteni
dermatézy. Dal§i anomdlie zahrnuji kataraktu, onychodystrofie, opozdény rlst a

anomdlie kosti. Onemocnéni se s vékem zmirfuje a ponechdvd dobrou Zivotni prognézu

[37].

3.3 Vliv UV na ¢ervené krvinky

UVB zifeni je pozorovdno jako Skodlivé pro cervené krvinky a modifikace v jejich
bunééné membrané mohou byt indukovdny malym zvySenim UVB zéteni zplisobenym
nedostatkem stratosférického ozonu.

Pozorovédni R.B. Misra et al. také ukazalo, Ze hemoglobin uvolnény pfi expozici
UVB zifeni, je konvertovdn na methemoglobin v zavislosti na ddvce zafeni.

Navic byla u Cervenych krvinek popsdna spontdnni generace superoxidovych,
peroxidovych a hydroxylovych radikdli. Toto sd€leni indikuje inhibici enzymu
navdzanych na membrdnu, jako ATPdza a acetylchlinesterdza, indukovanou UVB.
Nové bylo pozorovano vyznamné snizeni téchto aktivit v membrané ¢ervenych krvinek
singletovym kyslikem, produkovanym ozafenym riboflavinem. Erytrocytarni ATPéza je
popsdna jako potencidlné nachylnd k oxidativni modifikaci, coZ je moZna zplisobeno
jeji tésnou blizkosti u membranovych lipida.

Také bylo pozorovdno vyznamné zvySeni lipidovych peroxidii v membrané
cervenych krvinek pti UVB zéfeni.

Normdlni struktura a funkce membrany byla poSkozena UVB pravdépodobné

inhibici ATPdzy navdzané na membrané, acetylcholinesterdzy a gluk6za-6-fosfat
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dehydrogendzy, pozménénim obsahu redukovaného glutathionu a usnadnénim lipidové
peroxidace [38].

Na druhou stranu X.Q. Mi et al. béhem své studie zjistili, Ze pti ozareni laserem
absorbuje hemoglobin vdzany na membrian¢ (Hbm) erytrocytu ndhodné fotony, zvysi se
jeho vibra¢ni energie a slaba vazebnd interakce muze byt ptferuSena. Tim by se mohla
zlepsit mald deformovatelnost erytrocyti, protoZe ¢im vice Hbm erytrocyt obsahuje, tim

je jeho derfomovatelnost horsi [39].

3.4 Vliv UV na oci

Zatimco kozni melanin je neustéle syntetizovan epidermédlnimi melanocyty, prenaSen do
keratinocyttli, rozkldddn lysozomy a vyluovan z téla olupovanim mrtvych keratinocyta
na drovni stratum corneum, melanin v retindlnim pigmentovaném epitelu (RPE) a
pravdépodobné v dalSich pigmentovanych oc¢nich tkdnich, vykazuje velmi malou,
obménu. Proto biologicky vyznam jakékoli strukturdlni modifikace, kterd se mulze
vyskytnout vocnim melaninu jako ndsledek okolnich poSkozeni nebo jednoduse
starnutim, jsou potencidln¢ mnohem zdvaznéjsi neZ modifikace melaninu v kizi.

Existuje hypotéza, Ze oxidativni poSkozeni RPE melaninu by se mohlo stat pro-
oxidantem a tim potencidlné cytotoxickym.

RPE a choroidélni melanin vykazuji trend sniZzeného obsahu s vékem. Nejvyssi
koncentrace rozpustného melaninu byla v RPE na vzdileném okraji a klesala s vékem,
zatimco nejniz$i byla v makule a nevykazovala zmény spojené s vékem.

Poskozeni korneédlniho epitelu a endotelidlnich bunék mizZe vést ke keratitidé.
Nicméné diky velmi G¢innému opravnému mechanismu v buiikdch je poSkozeni vzicné
permanentni. Bylo pfedpokldddno, Ze tvorba katarakty mize byt indukovédna chronickou
expozici UV zafeni. Soldrni retinopatie je pravdépodobné jedna z nejCastéjSich
poskozujicich reakci, vyvolanych svétlem, v lidském oku s tim, Ze poSkozeni byva
nejveétsi ve stiedu retiny nebo v jeho blizkosti.

Bylo pozorovadno, Ze béhem akutni faze fototoxického poranéni se objevila
porucha bariéry mezi krvi a retinou, coZz je ¢asny a senzitivni indikator poSkozeni RPE a
retiny.

O¢ni choroby, které mohou mit fototoxicky komponent, pfedstavuji makuldrni

degeneraci spojenou s vékem, uvedlni melanomy a piedcasna retinopatie.
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Expozice slune¢nimu zarfeni byla také zkoumdna jako potencidlni vné&jsi faktor
pro melanomy uvedlniho traktu. Tyto vzdcné maligni nddory jsou charakteristické
vysokou pravdépodobnosti metastaz.

Retindlni poskozeni produkované svétlem je nejzdvazné€jsi v urcité oblasti, ktera
nejrychleji upadd v makuldrni degeneraci spojenou s vékem (ARMD). Miuze byt
predpoklddano, Ze dlouhodobé zmény vyplyvaji ze svételnych poskozeni, kterd mohou
byt indukovédna fotochemickymi a fotooxidativnimi procesy.

Zda se vSak, 7Ze individudlni expozice o¢i UV zdfeni ma maly efekt na zvySeni
rizika ARMD, coz mize byt vysvétleno, pokud jsou vzaty v tivahu poskozujici Gicinek
svétla i transmisni kiivka o¢nitho média. Je zndmo, Ze u normélnich dospélych jedinct
kornea a Cocka filtruji nejvice svétlo pod 400 nm. Proto vysledné akéni spektrum
poskozeni retiny neni zpiisobeno normalnim akénim spektrem poskozujicim tkané.

Byla ukdzédna inverzni souvislost mezi stupném oc¢ni pigmentace a ARMD, coz
je také shodné s klinickym dojmem oftalmologli, Ze u pigmentovanéjsi rasy je méné
pravdépodobny vyvoj ARMD neZ u bilé. Protektivni efekt o¢niho melaninu pted
ARMD muze byt vysvétlen jeho schopnosti chrdnit pfed poSkozenim slune¢nim

zafenim snizenim ozéfeni retiny [9].
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4 Pozitivni ucéinky UV zafreni na organismus

4.1 Syntéza vitaminu D

UVB fotony, které zasdhnou epidermis mohou byt také absorboviany 7-
dehydrocholesterolem (pro-vitaminem Ds), a vytvofit pre-vitamin Ds, ktery je ddle
termoizomerizovan na vitamin D3. Ten pak vyZaduje dvé ndsledujici hydroxylace, aby
se vytvofil 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-(OH),Ds), aktivni metabolit, ktery vykazuje
efekt pfi navdzani nareceptor pro vitamin D (VDR). Klasické ucinky 1,25-(OH),D3
predstavuji regulaci kalcia a homeostdzy kosti. 1,25-(OH),D; vSak také vykazuje
pleiotropni efekt na tkané a buiiky, které se nepodileji na metabolismu véapniku.
V epidermélnich keratinocytech indukuje 1,25-(OH),Ds; zastaveni rdstu a stimuluje
diferenciaci. Tyto vlastnosti vedly k dspéSnému vyuziti aktivnich slozek vitaminu D
v 1é¢beé hyperproliferativni koZni poruchy — psoridzy.

Pfi pohledu na tizkou souhru mezi expozici UVB zateni a produkci vit. D v ktzi,
muzeme vytuSit vzdjemny vliv. Bylo skutecné popsdno, ze UVB potlacuje genovou
expresi VDR a naopak, Ze 1,25-(OH),Ds a jeho analogy inhibuji apoptézu indukovanou
UVB zafenim a produkci interleukinu-6 v keratinocytech. Pozd¢jsi data evokovala
moZznost, Ze aktivni sloZky vit. D mohou chranit keratinocyty ptfed poskozenim
zpusobenym UVB zafenim. Tento pfedpoklad byl potvrzen ve studii De Haes et al., kde
prokézali, ze 1,25-(OH),D3 a dva jeho analogy s nizkym vlivem na kalcémii vyznamné
redukuji poSkozeni DNA v primdrnich lidskych keratinocytech vyvolané UVB zafenim.
Kromé& toho poskytli argumenty ukazujici, ze antiproliferativni efekt 1,25-(OH),Ds
podporuje ochranny efekt 1,25-(OH),Ds3 proti poskozenim DNA indukovanym UVB.
To ¢ini aktivni sloZky vit.D velmi atraktivnimi kandidaty pro chemoprevenci rakoviny

kiaze indukované UVB [40].
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5 Vyuziti UV zareni v mediciné

Fototerapie obsahuje postupy, kdy fotochemicky jev indukovany svétlem je vyuzit
k 1é¢bé nemoci. Fotochemoterapie je forma fototerapie, ve které je pouZzita chemicka
latka a navic jesté svétlo. Ve fotodynamické terapii je pouzita kombinace O,, svétla a

fotosenzitizujici latky.

5.1 Fotodynamicka terapie (PDT)

Fotodynamicka terapie je relativné novd metoda 1é¢by malignich nddort, pfi které se
pouziva senzitizér, svétlo a kyslik k vyvolani fotochemické smrti bun¢k. Fotosenzitizér
se koncentruje piedevsim v nddorové tkdni, ale také v organech retikuloendotelidrniho
systému, aterosklerotickych placich, v zanétlivych oblastech a v kiizi. Po aktivaci
svétlem o vinové délce odpovidajici aborbanci skupin fotosenzitizéru se tvoii volné
radikély a singletovy kyslik. To vede k poskozeni nddoru. ProtoZe 'O, difunduje b&hem
své doby Zivota intraceluldrné jen asi 20 nm, jsou znieny piedevS§im bunécné struktury
obsahujici vysokou koncentraci senzitizéru [41]. Svétlo, které je normdlné pouZzivano
v PDT neprostupuje hluboko do tkdné€, ale je rozptyleno a absorbovdno endogennimi
chromofory, proto mtize byt PDT pouZita k 1é¢eni naddort, které jsou nejvice 2 cm silné,
pfesnd tlouStka zdvisi na pouZitém fotosenzitizéru. Nador je selektivné odstranén bez
poskozeni okolni tkdné¢ [42].

V sérii preklinickych studii pouzivajicich naddory rostouci ortotopicky v mozku
krdlika nebo potkana, bylo shleddno, Ze PDT Photofrinem je schopnd znicit velky
objem intrakranidlntho nddoru hemoragickou nekrézou. Navzdory velmi malému
objemu vychytaného 1éCiva je normdlni mozkovd tkan silné citlivi na PDT
Photofrinem, pravdépodobné¢ z ditvodu poskozeni vaskuldrniho endotelu v intaktni
hematoencefalické bariére [41].

Nejcastéji se takto 1é¢i kozni nddory a ¢asnd stadia rtiznych dalSich nddora. PDT
nemiZe byt pouzita, pokud by destrukce nddoru vedla k zdvazné 1écebné krizi, jako
kdyZ néador tvoii ¢ast hrudni stény. PDT muaze byt kombinovana s operaci; nidor mtize
byt odstranén do velikosti 1écitelné PDT nebo PDT mize byt aplikovdna k odstranéni
moZznych mikroskopickych pozistatkli po operaci. MiZe byt také kombinovana
s chemoterapii, ozafovdnim nebo hypertermii. Mlze byt pouZzita jako paliativni 1é¢ba

tam, kde je cil redukovat velikost niddoru a tim zmirnit symptomy a prodlouZit Zivot
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pacienta. Vhodnost PDT jako 1éCby je vétSinou zdvisld na tom, jestli mize dostatek
svétla dosdhnout do oblasti nddoru. ProtoZe vétSina tetrapyrolovych fotosenzitizért jsou
fluorofory, mizou byt také pouZity k detekci nddoru a ke stanoveni velikosti nddoru
pred PDT [42].

Jedna z vyhod této terapie je fakt, Ze pfi ni nebyly pozoroviny vazné vedlejsi
ucinky. Jediny klinicky vyznamny nezddouci ucinek je koZni fotosenzitivita. Pacienti se
proto musi vyvarovat piimého silného svétla nékolik tydni po terapii [41].

A. Misra et al. popsali pozdni erytém, ktery se objevil tfi dny po PDT tvére.
Nevyskytovaly se Zadné dals$i symptomy a byla vylouena moznd interakce 1éCiv i
fotosenzitivita. Erytém byl ziejmé zplsoben nepifimymi ucinky PDT, které maji
pomalejSi néstup. Jeden takovy ucinek je vazokonstrikce arteriol v postiZeném misté,
které zptisobuje hypoxii a zlepSuje uc¢inek fotodynamické terapie. Dalsi nepiimé ucinky
zpisobuji zpomaleni rychlosti toku erytrocytli, coZ vede k méstndni krve a
shromazd’ovini v dermdlnim plexu. Ackoli mechanismus neni jasny, uvazuje se, Ze roli
zde hraje vazokonstrikce, tvorba destickového trombu a embolizace v mikrocirkulaci
[43].

Bylo zjisténo, Ze PDT je méné ucinnd, kdyZz je svétlo doddvané s velkou
rychlosti osvitu, protoze tkanovy kyslik je kompletné¢ vyuzit a nemiiZze byt
mikrocirkulaci doddvan dost rychle, aby se udrzel krok s fotochemickou spottebou.
PDT s nizkou rychlosti osvitu pii vysoké energii svétla na jednotku plochy zachovéava
rovnovdhu mezi potiebou a dostupnosti kysliku a vysledkem je 70-80% odstranéni
niddoru, zatimco stejnd energie svétla na jednotku plochy pii vysoké rychlosti osvitu
odstranila jen 10-15% néadora. Vysokd energie svétla pti nizké rychlosti osvitu vedla
k ablaci cév. Byla pozorovdna vysoka hladina zdnétlivych cytokinll a infiltrovanych
neutrofili, pokud byla pouZita nizka energie svétla pti nizké rychlost osvitu. Optimalni
lé¢ebny rezim PDT (vysokd energie pii nizké rychlosti osvitu) produkuje minimalni
zanétlivou reakci [41].

Hlavni faktory, které maji nejvétsi vliv na terapeutickou ucinnost PDT jsou
intraceluldrni akumulace senzitizéru, energie svétla a okysliceni nddoru. Znalost
intraceluldrni koncentrace fotosenzitizéru v nddoru nebo tkdni mize byt povaZzovany za
prognosticky faktor urCeni terapeutickych vysledki. Navic ddvka senzitizéru je
nezbytnd pro zhodnoceni optimdlni doby Iécby, proto aby se maximalizoval

v

terapeuticky u¢inek PDT a minimalizovala toxicita [44].
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Dalsi faktor ovliviiujici vysledek PDT je cCasovy interval mezi podanim
fotosenzitizéru a expozici svétla neboli drug-light interval DLI.

Zatimco PDT s jednotlivou nizkou ddvkovou frakci neocekava dobry lécebny
vysledek, miZze byt opakovdnim zvySena na cilenou davku. Pfi tomto alternativnim
ptistupu multifrakéni PDT miZe byt tumor vystaven mnohondsobnym nizkym davkam

PDT frakci, aby se dosdhlo kompletni odpovédi nddoru [45].

5.1.1 Lécba nadoru PDT

Maligni nadory jsou béhem PDT odstranoviny nékolika cestami — piima
destrukce bun€k, poskozeni mikrocirkulace a imunitnimy mechanismy.

Pfi pfimém ni¢eni nddorovych bunék se vyuziva toho, Ze tyto buiiky akumuluji
mnohem vice fotosenzitizéru neZz buiiky v normdlni tkéni. Kriatce po podani je
fotosenzitizér pfitomen témét ve vSech tkanich, ale pozdéji je zadrZovan predevSim
v nddoru, RES a kazi. Kone¢nd lokalizace fotosenzitizéru zavisi na jeho chemickych
vlastnostech, zptisobu podani, ase uplynulém po injikovani a typu nadoru [46].

Buiika vystavend singletovému kysliku vykazuje nestejnomérnéj$i bunécnou
sténu, bublinkovaténi a zvySeni cytoplasmatické granulace, které patrné¢ ukazuje zvyseni
vakuolizace. Na chromozomové trovni dochdzi k subjektivnimu zvySeni aberaci
chromatid a ur€ité zvyseni endoreduplikace, coZ ma efekt na d¢lici vieténko [47].

Po ozéfeni jsou endotelidlni bunky zniceny, tok krve stagnuje, mikrocirkulace je
pozménéna, neutrofily a trombocyty adheruji k subendotelidlni matrix a uvoliuji obsah
svych granul. Tromboxany uvolnéné z desti¢ek zpiisobuji vasokonstrikci a agregaci
desti¢ek a aktivuji kaskddu hemokoagulace. To nakonec vede k ischemické nekréze
nadoru. Hemolyza erytrocytii mize podpofit ischemicky efekt PDT [46].

Terapie cilené proti cévnimu zdsobeni nddoru nabizi efektivni strategii pro
kontrolu rlstu nddoru. V kombinaci s lécbou zamétenou na piimé zabijeni bunky
zajistuji veétsi piilezitosti zdokonalit klinicky vysledek. Behem PDT dochdzi k uvolnéni
vazoaktivnich molekul, zlepSeni priniku a agregaci desti¢ek nasledované okluzi.

Seshadri et al. popsali, Ze protinddorové 1é¢ivo kyselina 5,6-dimethylxanthenon-
4-octovda (DMXAA) zlepSuje aktivitu PDT fotosenzitizovanou Photofrinem proti
experimentdlnim RIF-1 nddorim bez zvySeni systémové toxicity nebo lokalni
fototoxicity.

O latkdch zaméfenych na cévy jako DMXAA se predpokladd, Ze jsou

efektivnéj$i proti cévdm uvnitf nddoru a jsou asociovdny s okrajem bunék v periferii
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nddoru, ktery pieZije lécbu. Fotodynamické tcinky v hlubSich oblastech nddoru mohou
byt omezeny neefektivni penetraci svétla a/nebo neadekvatnim okysli¢enim. Toto mtize
byt vysvétleno zlepSenim protinddorové aktivity kombinaci PDT s DMXAA.
Kombinace terapii navic vykazuje zlepSeni antitumorové aktivity také zlepSenim
selektivity odpovédi ve srovndni se samotnou PDT [48].

Krammer et al popsali, Ze fotodynamicka 1é¢ba plisobi na transmembranovy
transportni systém ve fibroblastu, ovliviiuje lipidovou dvouvrstvu membrany,
pozméiuje membranovy potencidl v rendlnich buinikdch a zplsobuje depolarizaci
myS$ich myelomovych bunék.

Jejich studie odhalila pfevdZné zbarveni centra jaderného obalu, které muze
indikovat, Ze matrix mezi jadernou membréanou je primarni cil pro barvivo. Redistribuce
molekul porfyrinu z plazmatické membrdny do jaderné membréany, popsand v n¢kterych
difvéjSich studiich, nebyla zpozorovana. V kontrastu s plazmatickou a jadernou
membréanou byla jadernd matrix slabé zbarvena riznymi deriviaty hematoporfyrinu a jen
po prolongované inkubaci.

Protiklad mezi rychlym vychytdvdnim senzitizéru a zfejmou fyziologickou
stabilitou jaderného obalu mlze byt vysvétlen nedostateCnosti iontového transportniho
systému. Proto nemuze fotodynamickd 1éc¢ba zptlisobit velké zmény v potencidlu jaderné
membrany. Nicmén¢ existence potencidlu jaderné membrany ukazuje rozdily v iontové
distribuci mezi cytoplazmou a jadrem. Iontovy transportni systém v jaderné membrané
proto nemuiZze byt hlavni cil senzitizujictho barviva [49].

Néadorové buiiky zni¢ené pii PDT zlstdvaji v téle pacienta. Mohou se stit
zdrojem nemaskovanych nddorovych antigenti, které mohou stimulovat imunitni
odpoveéd’ proti nadoru.

Bunéénd populace lidskych solidnich nadort obvykle obsahuje 20-50%
makrofagli. Makrofagy akumuluji fotosenzitizér pii fagocytéze porfyrinovych agregatii
nebo v souvislosti s plasmatickymi lipoproteiny prostiednictvim apoB/E LDL receptort
nebo makrofagovych receptori. Aktivace makrofagii je nepiimd, zprostfedkovand
pusobenim PDT na T a B lymfocyty. PDT pravdépodobné zplisobi peroxidaci
nenasycenych mastnych kyselin v membrdanich lymfocyti a to zvy$i fluiditu
membranovych lipida. Lymfocyty jsou aktivované timto procesem a stimuluji
makrofagy. Ty jsou kromé toho stimulovdny pravdépodobné také lipidovymi fragmenty

vznikajicimi béhem PDT z membran nddorovych bunék [46].
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Lymfocyty jsou obvykle snadno zabijeny PDT a aktivované lymfocyty jsou
obzvlaste citlivé. Tento ndlez vedl k tomu, aby byla PDT navrZzena jako lé¢ba odvrZeni
Stépu pifjemcem, nékterych forem autoimunitnich onemocnéni a kozniho T-bunécéného
lymfomu.

PDT zpisobuje akutni zanétlivou odpovéd’ kterd je vysildna do normdlni tkdné
nebo niddorové. Zvyseni hladiny IL18, IL6, IL8 a IL.10 bylo detekovdno u pacienti po
operaci a PDT mesoteliomu. Zdroj téchto zanétlivych medidtori mize byt mnoho
ruznych typt bunék, které jsou pfitomné v nddorech. Na piiklad maligni buiiky,
endotelidlni buiky nddoru a leukocyty infiltrované v nddoru, ale ne fibroblasty, byly
ukdzany jako producenti zdnétlivych medidtori — prostaglandinii. Uvoliiovani
tromboxanu z endotelidlnich bun¢k po PDT je ¢4ste¢né odpoveédné za preruseni cév.

Podobny pftistup, ktery vyuzivd imunostimula¢niho efektu PDT je piiprava
vakcin proti rakoviné pouZzitim PDT in vitro na bunéfnych kulturdch. Vakciny
generované PDT jsou nddorové specifické, indukované cytotoxickou odpovédi T-bun€k
a, na rozdil od ostatnich metod, nepotiebuji souasné podani pomocné litky, aby byly
efektivni. Lyzéity generované PDT byly schopné vyvolat fenotypické dozravani
dendritickych bunék a expresi IL12 [41].

PDT celého mocového méchyie zelenym svétlem a nizkymi ddvkami 1éCiva i
svétla zlstava atraktivni volbou 1é¢by rakoviny in situ. MlZe pfi ni byt dosaZzeno dobré
odpovédi povrchového nddoru bez transmurdlnich zranéni nebo morbidity spojené
s 1écbou.

Nejnovéji byla pro 1éCbu recidivy povrchové rakoviny mocového méchyie
pouzita ALA. ALA PDT jako samostatnd 1é¢ba nebo v kombinaci s mitomycinem C ma
ve vysledku miru kompletni odpovédi 40-52% za 18-24 mésicti bez pretrvavajici
redukce kapacity mo¢ového méchyte.

Rakovina kize je idedln¢ vhodnd pro PDT. Mnoho studii potvrdilo, Ze PDT
dosahuje miry odpovédi pro povrchovou rakovinu kuze, kterd je ekvivalentni tém
dosazenym konven¢nimi metodami (kryoterapie, chirurgické odstranéni), ale s mensim
zjizvenim.

Pro 1é¢bu jen nékolika lokalizovanych poskozeni je nejvhodné;jsi pouZiti topické
aplikace ALA nebo jejtho methylesteru (Metvix®). ALA PDT miZe byt také pouZita
k dspésnému 1éceni Bowenovy choroby, kde je mira celkové odpovédi nadoru
vyznamné vyssi (75-88%) nez u 1écby S-fluorouracilem (50%) nebo kryoterapii (48%),

pokud je ozéfeni pronikajicim Cervenym svétlem. Jedna nevyhoda ALA PDT je, Ze
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prvnich par minut ozafovdni muiiZze byt velmi bolestivé. Tento problém miZe byt
zmirnovan lokalni anestezii nebo studenym vzduchem.

PDT systémovym fotosenzitizérem (porfimer sodny nebo mTHPC) je vhodné;jsi
pro lécbu mnohocetnych poskozeni, zejména velkych povrchli s mnohocetnymi malymi
poskozenimi.

Casné stavy rakoviny v oblasti hlavy a krku jsou obvykle 1éeny chirurgicky
a/nebo radioterapii, zatimco pokrocild choroba je standardné 1écena chemoradiaci. Mira
vyléCeni je dobrd obzvlasté vranych stidiich, ale mutze byt spojena s vysokou
morbiditou. Radioterapie je spojena srizikem xerostomie, trismu a dokonce
osteonekrézy. PDT je stejné efektivni jako 1é€ebnd chirurgie nebo radioterapie pro malé
povrchové nddory, ale ma vyhodu, Ze je Setrnd k tkdni v okoli nddoru a poskytuje
vyborné dlouhodobé funk¢ni a kosmetické vysledky.

PDT také maze byt efektivni jako zdchrannd 1é¢ba recidivujici rakoviny hlavy a
krku pacient, u kterych selhala konvenéni terapie.

Standardni 1é¢ba rakoviny jicnu je chirurgické odstranéni, ale vysokd morbidita
a mortalita spojend s touto procedurou vedla k vyvinuti mén¢ invazivnich netod jako je
endoskopickd resekce mukdzy, koagulace a PDT. Ziteni je doddvdno pouZitim
flexibilnitho cylindrického difuzéru, ktery je umistén pomoci endoskopu do blizkosti
nadoru. Nejcastéji je kolem difuzéru nafouknuty balének, ktery je ¢asteCnym stinitkem
pro ochranu okolni normdlni tkdné a usnadiiuje stejnomérné ozateni.

Pti pouziti mTHPC jako fotosenzitizéru a zeleného svétla nedochdzi k jinak
¢astym nezddoucim ucinkitim jako je piStél a perforace.

PDT je také obzvlasté¢ vhodna k 1é¢b¢ premalignich stavii Baretova jicnu.
omezenim toxicita spojend s lécbou, popsand v 10-50% piipada 1écby systémovym
fotosenzitizérem a Cervenym svétlem. ProtoZe mukéza neni o mnoho hloubéji nez u
normdlniho jicnu, pouZiti ALA PDT potencidlné nabizi efektivni a méné toxickou
alternativu [50].

Transdermdlni PDT vyuziva fotosenzitizér druhé generace Verteporfin, ktery ma
maximum absorpce pii 690 nm a biodistribu¢ni vlastnosti, které dovoli aktivaci 1éCiva
v kapildrach kiize bez zplisobeni koZni fotosenzitivity.

Imunosuprese pfi transdermélni PDT byla pouZita pro lé€bu experimentdlnich

autoimunitnich chorob, u kterych jsou aktivované lymfocyty zodpovédné za zdkladni
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patologii. Studie ukdzaly potencidlni pisobeni fotosenzitizéri na tlumeni imunity, takze
by mohly byt aplikovédny v klinické 1é€bé autoimunitnich chorob [46].

PDT se také mlze kombinovat s dal§imi imunostimula¢nimi latkami nebo
strategiemi, které mohou byt rozdéleny do tf{ skupin.

PDT a mikrobidlni pomocnd latka. Latky odvozené od mikrobidlniho
stimuldtoru vlastni imunity mohou byt injikovidny do nddoru nebo okolni tkdné pted,
béhem nebo po PDT. Jejich role je aktivovat Toll-like receptory (iniciuji signalizaci,
kterd pfitahuje a aktivuje imunitni buniky, TLR) nebo podobné molekuly k rozpoznavani
antigenti, které jsou pfitomné na makrofizich a dendritickych buiikich. Bylo
identifikovdno 13 c¢lent rodiny TLR na momocytech a makrofdzich, dendritickych
bunikdch, zirnych buiikkdch a n¢kterych epitelidlnich bunkach. Princip jejich funkce je
uvazovan jako detektory nebezpecnych signdli; varovny systém hrozici infekce.
Aktivaci drah TLR mutze indukovat NFxB a nésledné expresi nékterych geni
zapojenych do aktivace imunitniho systému, které jsou také dileZité pro imunitni
odpovéd’ proti nddoru. Tyto ndlezy daliy vzniknout hypotéze, Ze kombinace terapii,
které spojuji podani pomocné latky stimulujici imunitu (¢asto potencidlni ligandy TLR)
a rizné reZimy PDT se mohou projevit jako efektivni.

PDT a terapie cytokiny. Jind skupina kombinovanych terapii se tykd podani
cytokin jako je TNFa, aby potencovaly PDT provadénou s Fotofrinem. Lécba
lokalizovaného nadoru 1é¢eného GCSF (granulocyte colony-stimulating factor)
v kombinaci s PDT provddénou Fotofrinem méla za nasledek vyznamnou redukci riistu
nadoru a prodlouZeni délky piezivani u BALB/c mysi nesoucich dva typy nddora: naddor
colonu 26 a Lewistv nddor plic. Vice neZ 33% mysi s ndidorem colonu 26 bylo zcela
vyléceno kombinovanou terapii a vyvinula se u nich specificka a dlouhodoba imunita.

Terapie regulacnimi T bunkami a adoptivhimi bunkami. Tfeti skupina
kombinac¢nich terapii PDT obsahuje zdsahy, které jsou navrzeny, aby pozménily nebo
roz$itily bunécnou vyzbroj o imunitni odpovéd’ proti nddoru. Je zde rostouci poznani, Ze
CD4"CD25" T-regula¢ni buiiky maji dileZitou roli v potlaeni imunitni odpovédi proti
rozmanitym cilim, a tyto buiiky jsou vycerpané pii nizké davce cyklofosfamidu, ¢imz
je potencovana imunita, stejn¢ jako vysoka ddvka cyklofosfamidu je imunosupresivni.
Nizkd davka cyklofosfamidu kombinovand s PDT provddénou BPD vyuZzivd kréitky
interval mezi podanim léCiva a pouzitim svétla, ktery nejdiive mifi do nadorovych

krevnich cév. To vede k vyznamnému poctu dlouhodobé vyléceni retikuldrnich bun¢k
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J774 sarkomu a odolnost proti novému nadorovému bujeni, stejn¢ jako vzdjemnd 1éCba

samotnd vede k 100% smrti progresivnich nddori nebo metastdz [41].

5.1.1.1 Metronomicka PDT

Termin ,,metronomickd‘ byl nové zavedeny k popsani kontinudlntho podavéni nizkych
davek chemoterapeutické latky po objeveni, Ze nizkoddvkovd chemoterie je podstatné
vice antiangiogenickd neZ konvenéni vysokoddvkové rezimy a m4 minimdlni vedlej$i
ucinky. Metronomickd chemoterapie je ve vyvoji jako metoda k minimalizaci toxicity a
zamezeni relapsu. Hlavni princip metronomické PDT (mPDT) je zdokonalit niddorové
specifickou odpovéd..

My definujeme mPDT jako 1éCbu, pii které jsou poddvany fotosenzitizér a svétlo
béhem prodlouZené periody, bud’ kontinudlné pti nizké rychlosti nebo v mnoha malych
vysokofrekvencnich frakcich. Kritické faktory v tomto piistupu jsou: frakce zbyvajiciho
nddoru zabitého vkazdém casovém piiristku musi byt dostatecnd, aby ptekonala
rychlost dortstani nddoru a obzvlast¢ u nddoru mozku, smrt nddorovych buné¢k je
selektivni a predevSim apoptézou, aby se zabrdnilo fotodynamickému poskozeni a
sekundarni zénétlivé odpovédi na nekrézu. Proto predpokladdme, Ze mPDT by mohla
byt bezpecnéjsi a selektivnéjsi neZ akutni vysokoddvkova PDT.

V sérii preklinickych studii pouzivajicich naddory rostouci ortotopicky v mozku
krdlika nebo potkana, bylo shleddno, Ze PDT Photofrinem je schopnd znicit velky
objem intrakranidlntho nddoru hemoragickou nekrézou. Navzdory velmi malému
objemu vychytaného 1éCiva, je normdlni mozkova tkan siln¢ citlivd na PDT
s Photofrinem, pravdépodobné z diivodu poSkozeni vaskuldrniho endotelu v intaktni
hematoencefalické bariéry. Akutni vysokoddvkova PDT provddénd Photofrinem nebo
5-aminolevulinovou kyselinou (ALA) indukuje apoptdzu v intrakranidlnim nddoru i
v normdlni mozkové tkdni. Nizkoddvkovd Photofrin-PDT pod prahem nekrézy mize
také zpusobovat apoptézu v nddoru i normdlni mozkové tkdni. Aktudlni studie vSak
ukdzaly, 7Ze podprahovd nizkoddvkovd ALA-PDT mize indukovat selektivni apoptézu
intrakranidlnich nddorovych bunck, bez detekovatelného posSkozeni (apoptotického
nebo nekrotického) v normdlnim mozku. Toto poskytuje mozZnost 1éCit pacienty
nizkoddvkovou ALA-PDT po resekci nddoru jako zplsob dosazeni selektivni redukce
residudlntho makroskopického nddoru stejné¢ dobie jako mikroskopickych zdrodkl

nadorovych bungk, které jsou odpovédné za vysokou miru recidiv po standardni 1€Cbe.
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ALA je mald ve vodé¢ rozpustnd molekula, kterd mizZe byt rychle absorbovédna
pfes hematoencefalickou bariéru analogickym mechanismem jako aminokyseliny - pH
dependentni iontovou pumpou. Ddle je pusobeni protoporfyrinu IX (PpIX)
zprostiedkované ALA pievazné bunécné, proto redukuje potencidl pro PDT poSkozeni
hematoencefalické bariéry.

Uvazuje se, Ze v selektivit¢ ALA zprostfedkované PpIX-PDT se odrdzi zvySeny
metabolismus rychlého déleni nddorovych bun€k oproti pomérné zestarlym
neurondlnim buiikdm normdlnitho mozku. To mé za nésledek vysokou hladinu syntézy
PpIX v nadorovych bunkdch pii poddvani ALA. Terapeuticky profit v jednotkdch
preziti nebo kvality Zivota by mél byt s mPDT dostupny, poskytnuty vhodnym
davkovanim, aby mohla byt dosaZena trvald hladina zabitych nddorovych bunék a
pfekondna rychlost zdvojeni nddorovych buncék a v disledku toho pfedchidzen nebo
zpozd'ovén rist nddoru.

7Zda se nepravdépodobné, 7ze by jednotlivd divka ALA-PDT poskytla
odpovidajici droven selektivni apoptézy nadoru, aby zajistila kontrolu nad nddorem.

Proto je vyZadovdna mnohondsobnd 1écba [51].

5.1.2 Neonkologické vyuziti PDT

Ackoli byla zavedena jako léCba rakoviny, nejispéSnéjsi aplikace PDT byla
v oftalmologii, jako 1é¢ba vékove zavislé makularni degerace [52].

VE&kové  zdvisla makularni degenerace (ARMD), stav  zplsobeny
neovaskularizaci cévnatky (CNV), je nejCastéjsi pfiCina slepoty v rozvinutych zemich.
Nedavno bylo ptedvedeno v Siroce randomizované kontrolované studii, ze PDT
Visudynem, liposomdlni formulaci verteporfinu, pfedchdzi tézké ztraté¢ zraku a byla
schvédlena ke klinickému pouzivani. Z divodu zatvrzelosti ARMD, vétSina pacientl
potiebuje opakovat lécbu kazdé tii mésice, coz snizuje kvalitu jejich Zivota. M¢lo by
také byt poznamendno, Ze zdroven s opakovdnim 1éCby vétSina pacienti skonéi se
ztratou zraku z dlivodu obnoveni neovaskularizace cévnatky, a to podnécuje k hledani
alternativniho fotosenzitizéru s vétsi efektivnosti. Pro efektivni PDT proti ARMD je
nezbytné selektivni doddvdni fotosenzitizéru do mista poSkozeni neovaskularizaci
v cévnatce a efektivni fotochemickd reakce. Jako nosice fotosenzitizéru jsou pouZiviny
lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) a protildtky proti markerim endotelidlnich bunék;
nicméng se fotosenzitizér v urcitém rozsahu distribuuje také do normalnich cév, protoze

také obsahuji takové markery
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Ideta et al. neddvno popsali dendrimericky fotosenzitizér, dendrimer porfyrin
(DP), kde je ve stfedu umistén porfyrin obklopeny poly(benzyl ether)dendrony tfeti
generace. Na rozdil od konvencnich fotosenzitizérii DP zajiStuje uc¢innost produkci
singletového kysliku v extrémné vysoké koncentraci, protoZe dendriticky obal DP
dokéze ptedchazet agregaci centrdlniho porfyrinu.

V pokusu podat fotosenzitizér do oblasti neovaskularizace byly zkouSeny volné
DP i DP uloZzeny v PIC micele. Vysledky pokusu ukdzaly selektivni a efektivni
akumulaci micel v CNV posSkozenich, coz dokladd, Ze CNV poskozeni maji
charakteristické rysy podobné vaskulatute solidniho nddoru, jako je hyperpermeabilita a
snizend lymfatickd drendz.

Pti podani DP uloZenych v miceldch, byla pozorovdna akumulace DP do CNV
posSkozeni asi za 15 min po injikovdni, vrcholu dosdhla za 4 hodiny a byla stile
evidentni 24 hodin po injikovani. Imunohistochemickd analyza demonstrovala, Zze DP
bylo pfitomno v endotelidlnich bunikdch s pozitivnim faktorem VIII. Naopak po
injikovani volného DP se DP koncentroval v poskozeni CNV az po 4 hodinich, ale
zmizel za 24 hodin. Imunochemickd analyza ukdzala, Ze DP byl pfitomen nejen
v bunikdch s pozitivnim faktorem VIII, ale také mimo tyto buiiky. Bylo pozorovéano, Ze
volny DP vykazuje nizsi vychytavani buiikami, protoZze ma negativni ndboj na periferii.

Zlepseni akumulace DP enkapsulovaného v miscelich do CNV poskozeni
vyplynulo v prokazateln¢ zietelny fotodynamicky efekt, ktery byl stanoven pouZitim
fluoresceinové angiografie.

Choroidélni neovaskularizace endotelidlnich bun€k byla zni¢ena pifi PDT
laserem ve srovndni s nelé¢enym kontrolnim poSkozenim. Transmisni elektronova
mikroskopie odhalila, Ze cévy v CNV poskozeni ustoupily kolagenovym vldknim bez
indotelidlnich buné€k nebo byly uzavieny erytrocyty. Endotelidlni bunky leZici
v normdlnich céviach vretiné a cévnatce v 1écené oblasti nebyly znieny po stejné
aplikaci DP ulozeného v miceldch a laseru pfi maximdlni energii pravdépodobné proto,
Zze ani PIC micely, ani volny DP nebyl vychytdvin do endotelidlnich bunck
v normdlnich cévich. Navic nebyla makroskopicky pozorovédna fototoxicita kize, kdyz
byli potkani vystaveni Sirokopdsmovému viditelnému svétlu. 'V kontrastu
k supresivnimu ucinku po poddni DP v miceldch, téméi vSechna CNV poskozeni
vykazovala silnou hyperfluorescenci a CNV endotelidlnich bun¢k se jevily normélni,

kdyz byl aplikovdan volny DP za stejnych podminek. ProtoZze o DP v misceldch se
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predpoklada, ze postupné disociuje na DP a kopolymer v téle pii rozpousténi, vyhne se
dlouhodobé fototoxicité po PDT pfi pouZiti této micely.

DP v micele dosihl vysoce selektivni akumulace v CNV posSkozeni a nizsi
energie svétla byla dostacujici k uzavieni CNV poskozeni. To miiZze byt pfisuzovano
jedine¢né charakteristice DP; agregace porfyrinového jadra je stericky zamezena i
v pozoruhodné vysokych koncentracich [53].

Topickd PDT selektivné ni¢i cilové buiiky, zatimco zachovava zdravé struktury.
Topicky prekurzor fotosenzitizujici litky (aminolevulinovd kyselina nebo krém
s methylaminolevulindtem) je metabolizovdna na protoporfyrin IX, ktery se akumuluje
pifedev§im v cilovych buinikdch. Naslednd aktivace protoporfyrinu IX ozafenim
viditelnym svétlem ma za nasledek tvorbu singletového kysliku a kyslikovych radikala,
které maji Skodlivé Gcinky na lipidovou membranu bunék a struktury mitochondrii, coz
bezpodmine¢né konci apoptotickou nebo nekrotickou smrti bunék.

Topickd PDT byla popsédna jako lé¢ba tukové hyperplazie imunokompetentnich
individui. Potencidlni mechanismus pro pouziti topické PDT u tukové hyperplazie a
acne vulgaris miZe zdviset na preferencnim vychytdvdni fotosenzitivnitho porfyrinu
mazovymi zldzami a jejich nasledné destrukci [54].

Dalsi neonkologickd aplikace PDT zahrnuje 1é¢bu méné vyvinutych stava
psoridzy, artritidy, ateroskler6zy a restendzy artérii a vén [52], benigni hyperplazie
prostaty, akné a hirsutismu [42].

Manjunath et al identifikovali nékteré endogenni fluorofory ve tkdnich a zmény
koncentraci téchto flouroforti navrhli pro rozliSeni normdlnich a malignich tkéni.
Nékteré z dobfe zndmych tkdnovych fluorofori jsou proteiny (tryptofan), NAD(P)H,
kolagen, elastin, flaviny, lipopigmenty a porfyriny. V nyné&jSim vyzkumu byly pouZity
rozdilné excita¢ni vlnové délky zamétujici rizné druhy molekul. Byly to: 275 nm pro
proteiny; 325 nm pro kolagen, elastin, NAD(P)H, flaviny, lipopigmenty; 375 nm pro
NAD(P)H, flaviny, lipopigmenty; 425 nm pro porfyriny, flaviny a lipopigmenty. V této
studii byla prozkoumdna excitace, kterd ma za vysledek maximdlni rozdil mezi
normdlni a maligni tkani. Zd4 se, Ze 325 nm vytvaii lepsi spektrdlni rozdil pro normalni
a maligni tkan.

Kolagen a NAD(P)H se ukdzaly jako markery cervikdlni malignity. Také byly
prozkoumdny jako rozliSovaci parametr poméry intenzity vdzaného a volného
NAD(P)H. Intenzita vizaného NAD(P)H je vétsi v maligni tkdni ve srovndni s volnym.

To mizZe byt zpusobeno zvysSenou expresi proteini v malignité¢ a zvySenym kvantovym
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vytézkem fluorescence NAD(P)H vazaného na proteiny. ZvySeni koncentrace
NAD(P)H v maligni tkéni je pfisuzovany posunu metabolismu z aerobniho na anaerobni

a snizeni metabolismu mitochondrif [55].

5.1.3 Antibakterialni PDT

Vyvoj rezistence na antibiotika mezi patogennimi bakteriemi vede k vétSimu usili, aby
se nalezly alternativni antibakteridlni terapeutika, ke kterym by nebyl snadny vyvoj
rezistence. Ptiklad téchto relativné novych terapii jsou bakteriofagy, ptirodné ziskdvané
nebo syntetické antimikrobidlni peptidy a PDT.

Dodavéani svétla je témef lokalizovany proces, je vhodné aplikovat PDT
pfedevSim na lokalizované infekce. V kontrastu k PDT rakoviny, kde je fotosenzitizér
obvykle injikovdn do krevniho obéhu a akumulovédn v nddoru, je PDT lokalizovanych
infekci provddéna lokdlnim poddnim fotosenzitizéru do infikované oblasti topickou
aplikaci, nakapédnim, intersticidlni injekci nebo poddnim v aerosolu. Je potiebnd
efektivni selektivita fotosenzitizéru k mikrobu, aby se vyvarovalo neakceptovatelnému
stupni poSkozeni velkého mnoZstvi tkdn¢ v oblasti infekce a zabrdnilo se obnoveni rstu
patogentl z bun¢k, které by prezily 1écbu [52].

Obzvlasté nastup kationtovych fotosenzitizéri (fenothiaziny-methylenovd modf
a toluidinova modf, meso-substituované porfyriny, chloriny vdzané na polylyzin), které
pfedev§im interaguji s vnéjSi membrdnou na povrchu nckterych typl bakterii a
kvasinek, zvySuje jejich permabilitu a umoZiuje akumulovat vyznamné mnoZstvi
fotosenzitizéru na drovni cytoplazmatické membrany.

Fotoinaktivace Gram+ a Gram- bakterii je zaloZzena na konceptu, Ze urcity
fotosenzitizér se miize akumulovat v nebo na cytoplazmatické membrané, rozhodujicim
cili pro indukci ireverzibilntho poSkozeni bakterie. Zd4 se, Ze kladny néboj
fotosenzitizéru podporuje pevné elektrostatické interakce s negativné nabitymi sténami
na vnéjSim povrchu bakteridlni bunky [56].

Studie vztahu mezi strukturou a aktivitou ukdzala, Ze amfifilni derivaty (napf. di-
nebo tetrakationické porfyriny nebo ftalocyaniny) vykazuji nejvétsi afinitu ke G+
bakteriim a kvasinkdm, zatimco hydrofilng;jsi latky jako oktasubstituovany ftalocynin,
majici rozd€lovaci koeficient n-oktanol/voda niz$i neZ okolo 10, se vdZou nejochotnéji
s Gram- bakteriemi. Stejné elektricky neutrdlni fotosenzitizéry jako chlorin e mohou
efektivn¢ indukovat inaktivaci G- bakterii s podminkou, Ze jsou kombinované

s polykationtovymi dopliiky jako je polylysin [57].
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Byl pozorovédn zdkladni rozdil mezi G+ a G- bakteriemi v citlivosti k PDT.
Neutrédlni nebo aniontové molekuly fotosenzitizéru jsou G¢inn¢ vdzané k fotodynamicky
aktivnim G+ bakteriim, stejné¢ tak jsou vazany ve véEtsi ¢i mensi mite pouze k vnéjsi
membrdan¢ G- bakteridlnich bunék, které nejsou inaktivovdny po ozafeni. Vysoka
citlivost G+ druhti je vysvétlovdna jejich fyziologii, protoZe jejich cytoplasmaticka
membrdna je obklopend relativné propustnou vrstvou peptidoglykanu a lipoteichoové
kyseliny, kterd je prostupnd pro fotosenzitizér. Bunécny obal G- bakterii sestdva
z vnitini cytoplasmatické membrany a vnéj$i membrany, kterd je odd€lena periplasmou
obsahujici peptidoglykany. Vn¢j$i membrana vytvaii fyzikdlni a funk¢ni bariéru mezi
buriikou a jejim okolim [52].

Fotosenzitivita Gram- bakterii mize byt zvySena ptiddnim biologickych nebo
chemickych molekul, napf. nonapeptid polymixin nebo Tris-EDTA, které jsou zndmé
tim, Ze pozménuji nativni konzistenci vnéj$i membrany a tim zlepSuji jeji permeabilitu a
usnadiiuji penetraci fototoxickych molekul do cytoplazmatické membrény.

Hlavné fotosenzitizéry s celkovym kladnym ndbojem stejné¢ dobie jako meso-
substituované kationické porfyriny a ve vod¢ rozpustné kationické ftalocyaniny se
zinkem mohou efektivné zabijet Gram- bakterie fotosenzitizaci dokonce bez ptitomnosti
aditiv. Vysvétleni pro fotoinaktivaci Gram- bakterii porfyriny miZe byt poSkozeni
bunécné funkce diky lokalizaci molekul z divodu jejich pozitivniho niboje, protoze
meso-substituované, ale negativné¢ nabité porfyriny nevykazovaly toxicitu proti G-
bakteriim navzdory generaci singletového kysliku obéma porfyriny.

V souladu s tim neni dostatecné narusit jen strukturu vnéj$i membrany, ale musi
byt poruSena cytoplazmatickd membrana jak pro zabiti G- bakterii tak i G+ patogenli
[56].

Hamblin a Hasan vytvofili hypotézu, Ze fotosenzitizér, ktery plsobi pirevdzné
reakci typu I potiebuje penetrovat vnéj$i membrianou G- bakterie, zatimco ty, které
pusobi predev§Sim reakci typu II nemusi, a proto muze byt PDI (fotodynamicka
inaktivace) ucinngéjsi.

Existuji dva zdkladni mechanismy vysvétlujici letdlni poSkozeni bakterii
zpusobené PDI - poskozeni DNA a poskozeni cytoplazmatické membrany, dovolujici
unikdni bunécného obsahu nebo inaktivaci membranovych transportnich systémi a
enzymu. Plsobeni riznymi fotosenzitizéry a svétlem na bakterie vede k poskozeni

DNA. Zlomy v jedno- i dvoufetezcové DNA a dbytek plazmidové frakce byl detekovan

v G+ 1 G- bakteriich po PDI Sirokopdsmovym typem fotosenzitizéru. PoSkozeni vSak
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muze byt opraveno rtiznymi reparacnimy systémy. Proto riizni autofi uvedli, ze i kdyZz
dojde k poskozeni DN A, nemuze to byt hlavni pfiina smrti bakteridlni buniky [52].

Béhem poslednich deseti let byly uc¢inény zdsadni kroky na poli antimikrobidlni
PDT, které jsou charakterizovany nasledujicimi body:

* Celkové kritky cas antibakteridlni PDT je diky velmi rychlému vychytdvani
fotosenzitizéru bakteriemi (nékolik minut) ndsledované relativné nizkou intenzitou
vytézku vyznamné redukce patogend.

* Vhodnost Sirokého spektra fotosenzitizérli, napf. fenothiazinii, ftalodyaninli nebo
porfyrind, které vykazuji vyznamnou antibakteridlni aktivitu proti G+ stejné¢ dobie
jako G- bakteriim.

* Aplikovatelnost proti bakteriim rezistentnim nezdvisle na typu jejich rezistence na
antibiotika. Tato vlastnost je dileZitd s ohledem na opakovanou lécbu chronickych
a/nebo recidivujicich infekci.

* Absence indukce rezistence po opakované 1écbé. Pokracujici studie ukdzaly, Ze
nejméné u patndcti generaci S. aureus a E. coli fotosenzitizovanych porfyceny se
neobjevila Zadnd rezistence k PDT.

* Absence mutagenicity. Potencidlni vyhoda PDT pted UVA Iécbou, protoze PDT
nemuZe byt skutecné karcinogenni.

* Demonstrace, Zze PDT muze také znicit virulentni faktory spojené s bakteridlnimi
infekcemi.

Problém v antimikrobidlni PDT je nalézt terapeutické okno in vivo, které muize
zabit bakterie bez cytotoxickych ucinkii na okolni tkdn. MIC hodnoty vhodnych
fotoreaktivnich barviv musi indukovat tfi zdkladni kroky redukce riistu in vivo, aby
zabily bakterii (>99,9%) a musi byt nizsi nez ty stanovené pro koZni typy bunck.

KdyZ jsou splnéné vsSechny body, antimikrobidlni PDT bude poskytovat
bezpecnou alternativu ke konven¢ni antimikrobidlni 1é¢b¢ in vivo [56].

Bylo prokdzdno, 7ze mohou byt uspésné inaktivovdny jak kmeny citlivé
k antibiotikiim tak i rezistentni, a zatim opakovand fotosenzitizace bakteridlnich bun¢k
neindukovala selekci rezistentnich kment. Kromé toho md PDI vyhodu dvoji
selektivity, miZe byt zaméfen fotosenzitizér i zafeni. Kombinace vSech téchto kvalit
¢ini PDI zajimavou alternativou antimikrobidlni 1écby infekci povrchnich ran, které jsou
snadno dosazitelné svétlem.

Svou roli v 1é¢bé PDI ma inhibi¢ni efekt albuminu na PDI mikroorganisma,

ktery ve své studii popsali Lambrechts et al. Albumin se vdZe na porfyrin a zhasi a
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odstranuje kyslikové radikdly a siln€ redukuje citlivost zejména C. albicans k PDI. Tato
redukovand senzitivita C. albicans k PDI v ptitomnosti vysoké koncentrace albuminu
vyjimecné neni omezenim vyuZiti v mozné budouci 1€cbé orofaryngedlni kandidézy
PDI, protoZze obsah proteinu ve slindch je nizky, pohybuje se okolo 0,1-0,3% a PDI C.
albicans suspendované v 1% HSA suspenzi nebyla vyznamné odliSnd od PDI v PBS
[58].

Nejdiive byla antibakteridlni fotodynamickd terapie pouzita k desinfekci plné
krve a krevnich produktd. Zaznamenané vyhody doporucuji pouziti a-PDT pro
lokalizovanou bakteridlni nebo parazitickou infekci, napt. atopickd dermatitida. Byla
objevena nové technika jak zabit bakterie bez potencidlu nespecifického poskozeni
normdlni tkdné zprostiedkovanou kombinaci specifickych protilatek a fotodynamické
aktivity fotosenzitizéru. Protilitkové zacilend fotolyza bakterii in vivo proti P.
aeruginosa méla za vysledek vice neZ 75% snizeni pocCtu Zivych bakterii, zatimco po
1é€beé konjugitem byl detekovan bud’ normdlni rist bakterii nebo Zadné pulsobeni.
Vyhoda protilatkoveé zacilené fotolyzy bude specifita protildtek proti bakterii spole¢né
s nulovou toxicitou proti okolni tkdni. Nicmén¢ vysokd molekulovd hmotnost takovych
komplextu bude inhibovat penetraci do ktize [56].

PDI miiZe byt klinicky aplikovana u dalSich riznych typi infekénich nemoci.

Papilomatosis, zptisobend lidskym papilomavirem (HPV), byla lécend
systémovou a topickou PDT v né€kolika anatomickych lokalizacich. Konvencni terapie
nemiZze predejit mnohondsobnym opakovinim. Systémovd PDT eterem
dihematoporfyrinu byla testovdna na 48 pacientech, ktefi byly ozafeni laserem (50 J pfi
630 nm) 48h po aplikaci 1éCiva. Doslo k vyraznému zlepSeni a podstatnému sniZeni
rustu papilomu v porovnani s kontrolni skupinou pacient. Lécba epidermodysplasia
verruciformis PDT byla provedena za pouziti masti s 20% ALA aplikovand na 6 hodin
na poSkozeni a ozifend svétlem o 580-740 nm. Nasledujici PDT zptisobila na
vyskytujicim se poskozeni puchyie a strupovitost, ale ty byly kompletné vyléceny za 2-
3 tydny bez jizev a kosmeticky vysledek byl excelentni. Ackoli trvalé vyléceni
epidermodysplasie veruciformis nemiZe byt dosazeno, topickd PDT muze poskytnout
lepsi kontrolu poskozeni zpiisobenych HPV.

Bakterie odpovédnd za akné (P. acnes) byla dlouho zndma jako akumulator
cervéné fluoreskujiciho porfyrinu, tato vlastnost byla pouzita nisledné k fluorescen¢ni

fototerapii obliceje a jako zdkladni fototerapie k 1é€bé akné
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Nékteré zpravy uvadély, ze viry s lipidovym obalem jsou citlivéjsi k PDI nez
neobalené variety. Mnoho klinickych aplikaci PDT u lokalizovanych infekci byla
spojena s poSkozenim virové etiologie.

Plasmodium falciparum zplsobujici malarii, bylo zabito PDT provadénou
derivatem N-(4-butanol)feoforbidu a ftalocyaninem s navdzanym silikonem jako je Pc4.
Trypanosoma cruzi byla zabita kombinaci svétla a fotosenzitizéru jako je
hematoporfyrin a aluminium sulfonovany ftalocyanin. Vajicka helminti v odpadnich
vodéch byla inaktivovana katonickym meso-substituovanym porfyritem a svétlem.

Infekce chirurgickych ran jsou zplsobené v 25% nozokomidlnimi infekcemi a
Casto vykazuji urcity stupenl rezistence na antibiotika. Jsou to druhy jako S. aureus,
Enterococcus spp. a G- sttevni bakterie. Mlze byt vhodné, pokud tyto infikované rany
potiebuji chirurgicky zdsah, aplikovat topickou PDT, obzvlasté v ptipadech I€kové
rezistence.

Akutni infekce mékkych tkani jsou relativné vzicné, ale mohou mit zniCujici
dasledky pro pacienty. Pfi téchto infekcich jsou Casto nezbytné opakované resekce
napadené tkané a topickd PDT muze hrat roli v rychlé redukci mnozstvi bakterii a tim
redukovat rozsah chirurgického zdsahu.

Absces je Casty dusledek infekce v mékké tkdani a mnoha vnitinich organech,
jako jsou jatra, plice, mozek a peritoneum. Chirurgickd drendZz je normdlni 1écba
abscesu a muze byt také vyhodn€ doplnéna topickou aplikaci fotosenzitizéru a
naslednym ozafenim, aby se odstranila residudlni infekce z podloZi abscesu.

Chronicka a akutni sinusitida mlZe ptedstavovat vyznamny klinicky problém,
protoZe zasahuji dutinu infekci, kterd nékdy madlo odpovidd na 1écbu systémovymi
antibiotiky a operaci.

Periodontitida zahrnuje né€kolik zanétlivych procest struktur upeviujicich zuby
a vysledkem je chronickd infekce zptisobend smési Gram+ a G- bakterii rostoucich jako
biofilm a produkujicich takzvany subgingivalni plak. Kombinace ti¢inku metaloprotedz
uvolnovanych z neutrofill ve tkdni a eventudlné¢ enzymil produkovanych bakteriemi
vede k destrukci periodontdlnich ligament a vypadnuti zubu. Zatimco soucasné 1écebné
postupy chronické periodontitidy zahrnuji mechanické odstranéni biofilmu pracnou a
nepiijemnou procedurou, PDT byla navrZzena jako realizovatelnd alternativni metoda. In
vitro studie ukdzaly, Ze né&kolik patogenti, které prevladaji v subgingivdlnim

periodontdlnim plaku (napi. P. gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Staphylococcus

68



sp.) jsou efektivné eradikovany fotodynamickou léc¢bou jak ve vodné suspenzi, tak
v biofilmu [57].

Déle miZe PDT pomoci pii 1é€eni popdlenin, chronické a akutni sinusitidy,
infekci mocovych cest, infekci H. pylori a kornedlnich infekci jako je bakteridlni
keratitida a keratomykoza [52] a také psoridzy, impetiga, atopické dermatitidy [56] a
oralni kandidézy [57].

Momentaln€ je hlavni aplikace PDI ve sterilizaci krve a krevnich produktd.

Hlavné HIV je citlivy k inaktivaci PDI [42].

5.1.4 Fotosenzitizéry

K senzitizérim produkujicim 'O, patii velky podet barviv, aromatickych a
heterocyklickych organickych sloucenin a barevnych kovovych komplexti. Obecné
plati, Ze senzitizéry oznaCované jako (n,m*), kde excitovany elektron pochdzi z
nevazebného orbitalu, poskytuji prevazné¢ O,. Typickym piikladem je antrachinon a
jeho derivéty. Senzitizéry typu (m,n*), kde excitovany elektron pochdzi z n orbitalu,
poskytuji 'O,. K tomuto typu néleZeji napf. barviva jako eosin, akridin, bengélskd
cerven, methylenovd modf, anthracen, triarylmethanovd barviva, dédle porfyriny,
ftalocyaniny, expandované porfyriny a jejich metalokomplexy.

Vétsina fotosenzitizéri pouzivanych v PDT jsou cyklické tetrapyroly, zahrnujici
substituované deriviaty porfyrinu, chlorin a bakteriochlorin. Pfirozené¢ pulsobici
chlorofyly a bakteriochlorofyly jsou substituované derivaty chlorinu a bakteriochlorinu.
Hlavni typy porfyrinoidnich senzitizatort s potencidlnim vyuZitim ve fotomedicing jsou

znazornény na obr.4.
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L = ligand

VI

Obr. 4. Nékteré porfyrinoidni senzitizéry. I - substituované porfyriny, II — m-THPC, III — AI(III)-
ftalocyanin, 7V — Si(IV)-naftalocyanin, V — Lu(III)-texafyrin, VI — substituované porfyriceny [4].

vvvvv

jsou:

a) vhodnd absorpce senzitizatoru. Vyhodou je vyssi absorpce v oblasti vlnovych
délek ,terapeutického okna* a naopak nizkd absorpce v oblasti spektralniho
maxima denniho svétla 400—600 nm z divodu mozné fotosenzitizace kize,

b) dostatecné selektivni retence senzitizdtoru v neoplastickych tkanich,

c) nizkd toxicita senzitizatoru za nepfitomnosti zdfeni oznaCovand jako ,temnd‘
toxicita,

d) fotostabilita senzitizatoru po dobu ozafovéni tkang,

e) fluorescence senzitizatoru, kterd umoznuje sledovani jeho distribuce fluorescen¢ni
endoskopii,

f) dostatecné vysoky kvantovy vytézek 'O,,

g) dulezitou vlastnosti je rovnéz polarita senzitizatoru. Polarni, hydrofilni

senzitizitory mohou byt aplikovidny intravenozné. Hydrofobni senzitizitory
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vyzaduji aplikaci na nosic¢ich a vykazuji vétSinou vyssi retenci v tumorovych
tkanich [2].

Dobry fotosenzitizér je predevsSim Cistd latka s konstantnim sloZenim. M¢la by
byt eliminovdna ztéla dostatetn¢ rychle, aby nedochdzelo k celkové kozni
fotosenzitizaci. Nemé¢la by vtéle pfiliS agregovat, protoZe agregace sniZuje @&
(pravdépodobnost, Ze fotosenzitizér po absorpci kvanta svétla piejde do excitovaného
tripletového stavu T;) a @, (pravdépodobnost, ze fotosenzitizér po absorpci kvanta
svétla piejde do stavu T a pfenese prebytecnou energii na O,). M¢l by také absorbovat
svétlo o dostatecné vinové délce (600-800 nm), tak aby terapeuticky efekt PDT byl tak
hluboky, jak je moZné, a aby pouZité svétlo nezpusobilo fotosenzitizaci zdravé tkané.
Fotostabilita latky Casto klesd, kdyz vinova délka jeji absorpce stoupd. PiredevSim by
fotosenzitizér nemél siln¢ absorbovat v oblasti 400-600 nm, aby riziko celkové
fotosenzitivity zpiisobené slune¢nim zafenim bylo co nejmensi. Syntéza fotosenzitizéru
by méla byt pomérné jednoduchd a vychozi materidly dostupné.

Existuji dalS$i charakteristiky fotosenzitizéru, které mohou ovétit jeho
pouzitelnost v PDT. Silnd absorpce svétla fotosenzitizérem pouzitym pii PDT sniZuje
jeho mnoZstvi potfebné pro terapeuticky ucinek. Na druhou stranu silnd absorpce
fotosenzitizéru muze branit penetraci svétla do tkané a tim redukovat hloubku dc¢inku.
Fotosenzitizér by mél byt dostatecné staly vici degradacnim procestim, napt. vyblednuti
svétlem (photobleaching). I kdyZ tendence k vyblednuti mize byt i pfinosnd, protoze

muze zkratit délku celkové fotosenzitivity po PDT a také zvysit selektivitu I€Cby [42].

5.1.4.1 Prvni generace fotosenzitizéra

Prvni fotosenzitizér pouzity v PDT byl hematoporfyrin (Hp) a jeho derivéty. Pied érou
PDT byla fotosenzibilizacni schopnost Hp a jinych tetrapyrolii pozorovana jako
syndrom fotosenzitivity. Systémovy vyskyt porfyrinti v téle zpisobi fototoxickou reakci
v oblastech vystavenych slune¢nimu zareni.

Hp byl izolovdan z hemoglobinu z vysuSené krve za pouZiti koncentrované
kyseliny sirové. Hp muize byt také ziskan z protoheminu izolovaného z krve. Ackoli je
neupraveny Hp dobry fotosenzitizér, neni vhodny pro PDT, protoZe jeho zasaZeni
nddoru je velmi malé.

Schopnost derivati Hp (HpD) plsobit jako fotosenzitizéry in vivo je vétSinou
ddna jejich oligomernimi komponenty. Oligomerni a monomerni komponenty HpD

mohou byt ¢astecné separovany HPLC. Frakce obohacend oligomernimi komponenty je
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nazyvand ,frakce D“ a je pouZivdna v komercni verzi jako Photofrin, Photosan,
Haematodrex a Photocarcinorin [42].
HpD v kombinaci s ¢ervenym svétlem vykazuje dobry tumoricidni dcinek [50].
Existuji zdvazné divody, pro¢ HpD nevyhovuje pro vyuziti v PDT. HpD je
komplikovand smés a nékteré komponenty nejsou fotoaktivni. Piesné sloZeni smési neni
zndmé a méni se piipad od piipadu. Komponenty HpD mohou byt také modifikovany
ve tkanich: esterové vazby mohou byt hydrolyzovdny a agregity rozlozeny. Diky

chemické heterogenité¢ se tézko interpretuji studie zdvislosti odpovédi na davce.

vvvvv

S s

které je méné neZ idedlni, pokud se tykd PDT. Absorp¢ni spektrum HpD je podobné
spektru Photofrinu. Je to takzvané etitypické spektrum obsahujici silnou Soretovu
540, 570 a 630 nm. Ackoli absorpce HpD pti 630 nm je nejslabsi, je svétlo o této vinové
délce pouzivano pii PDT, protoze penetruje nejhloubéji do tkani [42].

Precisténd frakce aktivniho materidlu v HpD, porfimer sodny, je smés raznych
produkti  hematoporfyrinu s n€kolika absorpénimi piky. Stal se prvnim
fotosenzitizérem, ktery byl schvédleny pro PDT k 1é¢bé recidivujici povrchni papildrni

rakoviny moc¢ového mechyie [50].

5.1.4.2 Druha generace fotosenzitizéra.

VétSina z téchto fotosenzitizérii absorbuje svétlo delSich vinovych délek a vykazuje
silnou absorpci v oblasti cerveného spektra. Fotosenzitizéry pouzivané v klinickych
pokusech patii ke skupiné porfyrind, ftalocyaninli, texapyrind, chlorini a
bakteriochlorin. Tyto sloZky maji jistou charakteristiku, kterd je cini obzvlasté
vhodnymi pro PDT. Jejich dileZitou vlastnosti je dobrd schopnost tvofit 'O,, ktery je
indikovany vysokou hodnotou @,. Dalsi charakteristiky fotosenzitizéri ptiznivych pro
PDT jsou jejich pfimétfena stabilita, schopnost absorbovat svétlo dlouhych vlnovych
délek a nulova toxicita v nepfitomnosti svétla.

Alternativni strategie dosaZeni fotosenzitizace je pouziti endogenniho
fotosenzitizéru protoporfyrinu IX (PpIX), produkovaného pii biosyntéze protohemu.
Nejpomalejsi krok této syntézy je tvorba S-aminolevulinové kyseliny (ALA) ze

succinyl-koenzymu A a glycinu. Pp se ale neakumuluje jen v nddorové tkéni, ale i ve
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zdravé tkdni, a proto zpisobuje celkovou fotosenzitizaci. V porovnani s HpD neni Pp
vhodnéjsi fotosenzitizér na zdklad¢ svych absorpénich vlastnosti. ALA (Levulan®) ale
muze byt injikovdna, poddvana ordln€ nebo aplikovédna topicky do cilové tkan¢€. Ozafeni
je provadéno za 3-6 hodin. Pp s ALA jako prolé¢ivem byl vyvinut pro PDT rakoviny

ktize a gastointestindlniho traktu, prekancer6znich poSkozeni a psoridzy [42, 50].

5.1.4.2.1 Syntetické fotosenzitizéry druhé generace

Absorpce Cerveného svétla porfyriny mize byt zesilena a posunuta do oblasti delSich
vlnovych délek vhodnym substituentem. 5,10,15,20-Tetra(3-hydroxyfenyl)porfyrin (m-
THPP) a 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatofenyl)porfyrin (p-TPPS4) jsou substituované
porfyriny (/) vyvinuté jako potencidlni nové fotosenzitizéry. m-THPP je 25-30krat
efektivngjsi fotosenzitizér neZ HpD a Photofrin.

Také expanze makrocyklického m-systému porfyrini posouva jejich absorpci
k delsim vlnovym délkdm a zesiluje ji. Spojeni Ctyf benzenovych nebo naftalenovych
kruhti do polohy B pyrolového jadra a substituce uhlikli v methinovém mistku dusiky
vytvoii ftalocyniny a naftalocyaniny. ProtoZe tyto komponenty siln€ absorbuji svétlo o
dlouhych vlnovych délkach, mohou vyt pouzity v malych davkach 0,2-0,5 mg/kg. Pro
srovnani, pro PDT Photofrinem je tfeba asi 1-5 mg/kg. Navic ftalocyniny a
naftalocyniny neabsorbuji siln¢ svétlo o vinové délce 400-600 nm, proto je riziko
celkové fotosenzitivity slune¢nim svétlem mnohem mensi nez u porfyrini.

Kinetika ftalocyninti v téle je mnohem rychlejsSi nez u HpD. Jejich obsah
v nddoru je maximdlni 1-3 hodiny po injikovani. ProtoZe jsou eliminovéiny z téla za 24
hodin, koZni fotosenzitivita je jen pfechodnd [42]. VyuZziva se napt. Al(IlI)-ftalocyanin
(I1I) sulfonovany do riizného stupné [4]. Na ftalocyaniny jsou ¢asto navdzdny polarni
substituenty, aby se odstranily problémy zpisobené jejich vysokou hydrofobnosti. Byly
vyvinuty nové izomericky Cisté a pfiméfené hydrofilni ftalocyaniny a je mozné, Ze
v budoucnosti bude néktery z nich zaveden jako fotosenzitizér v PDT.

Z diavodu vysoké hydrofobnosti jsou naftalocyaniny nerozpustné ve vétSing
injek¢nich roztokd. Proto byly dlouhou dobu nahliZzeny jako méné zajimavé pro PDT.
Naftalocyniny absorbuji velmi siln¢ svétlo dlouhych vinovych délek, které melanin
absorbuje jen mdlo. Tato vlastnost naftalocyanini umoznila 1écbu PDT u silné
pigmentovanych nddort [42]. PouZitelny je Si(IV)-naftalocyanin (/V) [4].

Redukce perifernich dvojnych vazeb porfyrinu zesiluje absorpci delSich

vlnovych délek a posunuje Am.x do Cervené oblasti. Takto ziskané dihydroporfyriny se
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nazyvaji chloriny. V bakteriochlorinech jsou redukovany dvé dvojné vazby na
protéjsich strandch makrocyklu, coz zesiluje absorpci a posunuje ji rovnéz do Cervené
oblasti, a proto jsou vhodné k 1é¢bé vysoce pigmentovanych nddori. Chloriny a
bakteriochloriny jsou nidchylné k oxidaci zpct na porfyriny. Aby se tomuto zabrénilo, je
Casto umistén blizko redukovaného pyrolového kruhu objemny substituent nebo
exocyklicky kruh [42].

m-THPC (II) (5,10,15,20-tetrakis(3-hydroxyfenyl)chlorin, temoporfin, Foscan®)
je nejnovejsi schvéleny fotosenzitizér pro paliativni 1écbu rakoviny hlavy a krku. Je
ucinngj$i nez porfimer sodny nebo ALA, koZni fotosenzitivita je redukovdna na 2-4
tydny a absorpéni pik je pifi 652 nm (ve srovndni s 630 nm u porfimeru sodného a
ALA), coZz mirn¢ zlepSuje hloubku penetrace svétla do tkané [50].

Porfyriceny jsou strukturni izomery porfyrinli a texapyfyriny jsou modifikované
porfyriny, ve kterych je fenylovy kruh nahrazen pyrolovym. Porfyriceny a texafyriny
generuji efektivng '0,. Mohou snadno tvofit komplexy s objemnymi kationy kovii jako
jsou Ln(IIT) nebo Lu(IIl). Komplex Lu(Ill) stexafyrinem (V) (LuTex) je velmi stdly
hydrofilni fotosenzitizér, ktery se velmi selektivné koncentruje v nddoru. Ozéfeni se
provadi 3 hodiny po injikovani. LuTex mize béhem PDT zptsobit koZni problémy [42].

K dal8im porfyrinoidnim senzitizatorim pati{ substituované porfyceny (VI) [4].

5.1.4.2.2 Prirodni nebo polosyntetické fotosenzitizéry druhé generace

Diilezitym piirodnim zdrojem mnoha riznych polosyntetickych chlorint je protohemin.
Ten mize byt snadno izolovdn a pfeménén na rizné dikarboxylické porfyriny, jako
proto-, meso-, deutero- a hematoporfyriny, pouZzitim standardnich metod porfyrinové
chemie. Od protoheminu je odvozena BDP-MA (benzoporfyrin mono kyselina na kruhu
A), ktera vykazovala slibné fotofyzikalni vlastnosti a je pravé ve druhé fazi klinického
zkoumadni pro 1é¢bu solidnich nadort.

Azachloriny jsou odvozené od bilirubinu. Ve srovndni s béznymi chloriny
vykazuji siln€j$i batochromné posunuty absorpéni pds. Fotofyzikdlni parametry
indikujici fotodynamické chovani azachlorinu jsou excelentni.

Hlavni vyhodou pouZiti pfirodnich chlorinli a bakteriochlorinti je, Ze mohou byt
snadno ve velkém mnoZstvi izolovdny z rostlin a fas. Cisté chlorofyly mohou byt
modifikovany parcidlni syntézou a tim lze ziskat mnoho rtiznych derivéta.

Chlorofyl a, obsahujici lipofilni fytylovou skupinu, je hydrofobni fotosenzitizér.

Chlorofyl a agreguje ve vodnych roztocich a nepoldrnich organickych rozpoustédlech,
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coZ podstatn& brani v tvorbé 'O,. Pfid4n{ detergentu, napf. Triton X-100, monomerizuje
chlorofyl a a zvySuje jeho @,. Ackoli jeho fotofyzikdlni vlastnosti jsou vhodné pro
PDT, byl jen zfidka pouZivin jako fotosenzitizér v biologickych systémech z diivodu
jeho vysoké tendence k agregaci a nizké rozpustnosti ve fyziologickych rozpoustédlech.

Feoforbid a je narozdil od chlorofylu a absorbovén z traviciho traktu, protoze
obsahuje volné zbytky kyseliny propionové. MlzZe byt proto pouzit jako ordln¢ aktivni
fotosenzitizér v PDT.

Chlorofyl b a feoforbid b nebyly Casto zkouSeny jako mozné fotosenzitizéry pro
PDT, protoze se tézko ptipravuji v ¢isté formée.

Chlorin e¢ (Ceg) je diky pfitomnosti ti{ ionizovatelnych karboxylovych skupin
hydrofilni fotosenzitizér. Ma také amfifilni charakter, protoZe karboxylové skupiny jsou
na stejné strané¢ makrocyklu. Bylo zjisténo, Ze Ces je fotocytotoxicky. Ale od Ces
odvozeny fotosenzitizér MACec je nejslibnéjsi kandidat pro PDT. Jeho vyhody jsou
nejen dobra fotosenzitizace, ale také rychla kinetika; jeho clearance u mysi byla 30,3h.
Proto nezptisobuje prolongovanou fotosenzitivitu po PDT.

Pouziti konjugdti mtZze zlepSit targeting fotosenzitizéru a tim i terapeuticky
efekt PDT. Preciznéjs$i zacileni by zvySilo efektivitu fotosenzitizéru a redukovalo
Skodlivé vedlejsi ucinky 1éCby [42].

Hypericin je spolecné s dalSimi naftodiantronovymi derivaty nazyvanymi
hypeiriciny (jako je pseudohypericin, protohypericin, protopseudohypericin a dalsi)
ptirodni produkt identifikovany ve vice nez 300 druzich rodu Hypericum (Guttiferae)
[59].

Jako lipofilni molekula mlzZe byt hypericin inkorporovan do fosfolipidové
dvouvrstvy bunééné membrdany. Diky svému lipofilnimu charakteru se rozsdhle
akumuluje v lipofilnich strukturdch membrany a obalenych virti [60].

Hypericin se siln¢ védze na plazmatické proteiny, jako je albumin nebo
lipoproteiny [44]. Po stfetu mikrocastic s intersticidlnim proteinem nebo membranou
nddorové buniky muize byt hypericin uvolnén z lipoproteinového komplexu, coZ je
ndsledovdno diftizi nezdvislou na lipoproteinu a intraceluldarnim vychytdnim slozek
[61].

Déle je diilezité poznamenat, Ze postrada toxické nebo genotoxické ucinky in
vitro nebo in vivo. Je amfifilni a proto se lokalizuje v membranovych strukturach bunék

a organelach [44].
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Vyraznd acidita stiedni hydroxylové skupiny umozinuje tvorbu organické a
anorganické jednosytné soli za fyziologickych podminek. Sl hypericinu je
vychytdvdna buné¢nou lipidovou membranovou strukturou a proto se chovd v kazdém
ohledu jako lipofilni iontovy pér [59].

Idedlni vlastnosti pro fotodiagnostiku a fotodynamickou aplikaci hypericinu jsou
absorpce svétla mnoha vinovych délek, fotostabilita, rychld clearance z normalni tkdné
a /nebo nizké vychytavani normdlni tkdni, coz m4 za vysledek nddorovou selektivitu.

Hypericin je rozpustny v biologickych médiich, které jsou tvofeny komplexem
hypericinu s biologickou makromolekulou (napi. DNA, lidsky albumin a dalsi
plazmatické proteiny, membranové fragmenty a buné¢né komponenty) Tyto vlastnosti
jsou vyuzity v diagnostickych fluorescen¢nich metodiach in vivo a v klinickych
pokusech [62].

Né&které studie stanovily in vivo a in vitro jeho schopnost antineoplastické
aktivity pfi ozafeni svétlem laseru o 595 nm. Vyzkum molekuldrniho mechanismu
fototoxicity hypericinu v nddorovych munkdch odhalil, Ze tento fotosenzitizér mulze
indukovat apoptézu a nekrézu zplisobem z4vislym na koncentraci a davce svétla [59].

Zpisob bunécné smrti pti PDT je cCasto apoptéza pii nizké koncentraci
senzitizéru a nizké energii svétla na jednotku plochy, zatimco nekréza nastdvad pii
pouziti vysoké koncentrace senzitizéru a vysoké energii svétla na jednotku plochy. Déle
iniciace apoptézy zdvisi na subcelularni lokalizaci fotosenzitizéru (napi. apoptotickd
odpovéd’ mize byt ziskdna, kdyzZ jsou cilem poSkozeni indukovaného svétlem lyzozomy
nebo mitochondrie). Hypericin indukuje rychly kolaps mitochondridlniho
transmembrdnového potencidlu. Katepsin D aktivuje kaspdzu-3, kterd stimuluje
piidavné apoptotické mechanismy. Uvolnéni enzymu zlyzozomu do cytozolu
interaguje s mitochondridlni membrdnou za uvolnéni cytochromu c do cytosolu a
indukovédni apoptézy bunck aktivovanych kaspdzou-8, kaspazou-9 a kaspazou-3.
Cytosolicky cytochrom ¢ plsobi jako kofaktor v tvorbé komplexu s Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor 1), prokaspdzou-9 a apoptozomem dATP/ATP vedouci
k aktivaci kaspazy-9. Kaspdza-9 vede k inaktivaci popravcich kaspaz (-3, -6, -7), které
katalyzuji Stépeni vitdlnich proteini. Smrt nddorovych bunck fotoaktivovanym
hypericinem je také zprostifedkovand protedzami. Apoptotické signdly mohou byt
spousténé nejen ptisobenim hypericinu jako fotosenzitizéru, ale také jeho schopnosti

inhibovat proteinkindzu C [62].
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Maligni gliomy vykazuji vysokou aktivitu proteinkindzy C ve srovndni
s gliovymi buiikami. Proto je hypericin zajimavd substance pro terapii glioblastomu
diky své roli v inhibici signdlni transdukce a bunécné proliferace.

Byla také popsdna aktivita proti retrovirim, vcetné¢ HIV [60]. Hypericin je
zfejm¢ inaktivator volného virionu a interferuje s fazi replika¢niho cyklu. Hypericin
zabraniuje puceni a uvolilovadni viru z bunky interferenci s vlastnim kompletovanim a
maturaci virového jadra pucicich castic. Bylo zjiSténo, Ze plsobi inaktivaci virt
obdafenych lipidovym plaStém, zatimco je neudinny proti neobalenym virGm.
Inaktivace HIV-1 je patrné charakterizovand fotochemickym pozménénim hlavniho
proteinu capsidy HIV p24 a gag prekurzoru obsahujictho p24 a je doprovizena
neschopnosti aktivovat reverzni transkriptazu v 1é¢eném virionu [62].

Hypericin je vhodny fluorescen¢ni marker pro rozliSeni mezi neurony a lidskymi
buiikami glioblastomu. Rozdilné intraceluldrni akumulace fotosenitizéru je zdklad pro
rozliSeni zranitelnosti (ndchylnosti) fotodynamickou terapii. Hypericin byl lokalizovan
vice ve vicevrstevném gliovém obalu a ve spojovaci tkdni obklopujici neuron nez
v neuronu samotném [60]. Déle je hypericin studovan jako diagnostikum pro
fluorescencni detekci plochych neoplastickych poSkozeni mocového méchyte,
pouzivané ve fotodynamické diagnostice [59].

Hypericin se akumuluje pfedev§im v malych nddorech, které mohou byt
detekovany ndstroji fluorescencni diagnostiky. Diky své vysoké senzitivité a specifite
pfi nizkych koncentracich v lidskych dutych orginech jako je mocCovy méchyt a
Zaludek, je hypericin nddorové selektivni latka [62].

ProtoZze akumulace hypericinu a tok krve zdvisi ve stejné mife na hmotnosti
niadoru, data studie Van de Putte et al. ukazuji, Ze akumulace hypericinu v nddorové
tkdni je rozhodné zdvisld na mife lokdlni perfuze krve. V souladu s touto hypotézou
odhalila analyza fluorescencni mikroskopii sekce nddoru homogennéjsi distribuci
cévami v malych nddorech s vysokym procentem funkcnich cév. Naopak velké nadory
maji spiSe heterogenni distribuci cévami s velmi dobfe perfundovanymi oblastmi
v periferii a menSim tokem krve v centrdln¢ lokalizovanych oblastech. Proto je
hypericin pievdzné akumulovan v periferii téchto nddori [61].

Bylo zjiSténo, Ze po PDT hypericinem doSlo nésledné ke sniZzeni hladin VEGF
(vascular endothelial growth factor) v séru mysich modelt s fibrosarkomem a Ze toto

souvisi s prodlouzenou dobou pieziti v porovnani s kontrolami. PDT muze plsobit
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snizenim hladin VEGF v séru a inhibovat tim schopnost nddorové tkdn¢ tvofit nové
cévy a obnovit rist [45].

Huygens et al. provedli stanoveni akumulace a penetrace hypericinu a dvou jeho
jodovanych derivati v 2-D a 3-D kultufe niddorovych buné¢k mocového méchyie a
srovndni jejich PDT potencidlu. Elektrofilni jodace v pozici 2 a 5 zvysila lipofilni
charakter hypericinu. Déle substituéni reakce mély za vysledek maly batochromni
posun v absorpénim spektru.

Nicméné vyplynulo, Ze monojodovy analog byl asi tak G¢inny jako hypericin,
zatimco dijodohypericin vykazoval vyznamné niz8i fotodynamicky potencial. ProtoZe je
zndmo, ze bunécnd odpoveéd’ na kyslikové radikély je dramaticky zavisld na subcelularni
pozici fotosenzitizéru, predpokldda se, Ze ve srovndni s hypericinem vykazuji lipofilni
analogy rozdilnou subceluldrni distribuci nebo modifikovanou interakci se svym
molekuldrnim okolim, coZ vyplyva v mensi senzitivitu bunék.

Dijodohypericin se téméef vyhradné vaZze na nejzevné€jsi Cast sferoidu s velmi
malou penetraci. Zda se, Ze mezi mirou vychytavani fotosenzitizéru bunikami za 2-D
podminek a penetraci panuje nepiimd umeéra: vysS$i vychytdvani, mensi penetrace.
Pravdépodobné se dijodohypericin vdze dychtivéji k bunéénym strukturdm, vytvaii
vysokou koncentraci na okraji a zabranuje dal$i penetraci do hlubSich oblasti ve
sferoidu.

Vysledky fototoxickych udcinkd v 3-D systému jsou v souladu s vysledky
ziskanymi v 2-D systému s dijodohypericinem, ktery je nejméné dfinnym
fotosenzitizérem. Nicméné fototoxicky efekt pozorovany v 3-D kulturdch bunck je
dramaticky niz§i. Ve srovndni s konven¢nimi monovrstevnymi strukturami, buiky v 3-
D agregétech se podobaji vice situaci in vivo s ohledem na bunécny tvar a okoli.

Nase studie ukdzala, Ze ackoli je pokuSeni pouzivat v preklinickych studiich
monovrstvy jako jednouchou cestu stanoveni potencidlu nové objeveného
fotosenzitizéru in vivo, pouziti 3-D bunéfnych agregiti se podobd situaci in vivo

mnohem Iépe a je rozhodujici pro spravné stanoveni jeho ti¢innosti [63].

5.1.4.3 Targeting fotosenzitizéru

Diky selektivité fotosenzitizéru je terapeuticky efekt PDT vétSinou omezeny na cilovou
tkdfi a tim je minimalizovdna fotosenzitizace jinde v organismu. Také dé&inky 'O, jsou
lokalni kvili jeho kratké dob¢€ Zivotnosti in vivo. K selektivit¢ PDT také ptispivd rizna

schopnost regenerace bunck po fotodynamickém poskozeni. Zdrava tkén se na rozdil od
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nddorové po PDT dobte hoji. Didle miize zvySit selektivitu vyblednuti fotosenzitizéru,
tim ze svétlo znici fotosenzitizér ve zdravé tkani. Sila i¢inku PDT je zavisld na pouzité
ddvce svétla a dostupnosti kysliku. Aby byla zptisobena smrt bun¢k, musi sila i¢inku
PDT piekrocit urcitou prahovou hodnotu. Pfekroceni prahové hodnoty ve zdravé tkéani
muze byt zabrdnéno pouZzitim malé diavky svétla a vyblednutim fotosenzitizéru, které
sniZ{ jeho koncentraci ve zdravé tkdni.

Selektivita PDT miZe byt lépe zvySena pouZitim fotosenzitizéru, ktery je vice
koncentrovian v nddorové tkani. Kinetika fotosenzitizéru je zdvisld na vlastnostech
fotosenzitizéru a tkdné¢, stejné tak jako na mozném pouZziti nosice [42].

N¢ékteré vlastnosti jsou typické pro hyperproliferativni tkdné jako je nddor. Mezi
né patfi nizké pH intersticidlni tekutiny, zplsobené zvySenou glykolyzou a sniZenym
zésobovanim O, v tkdni, vysoky vyskyt LDL receptor v bun&éné membréang, stejné
jako velké mnoZstvi makrofdgi a nové vytvofeného kolagenu v tkdni. Kapildry
v naddorech jsou neobvykle permeabilni, coZ usnadiiuje pohyb fotosenzitizéru z krve do
Sirokého intersticidlntho prostoru nddoru. Fotosenzitizér také opousti tento prostor
mnohem pomaleji diky redukované lymfatické drendZzi v nddoru. To podporuje
hromadéni ve vodé rozpustnych porfyrint jako agregédt nebo proteinovych komplexii
v nddorové tkéni. Lipofilni fotosenzitizdtory jsou vychytdvany endotelidlnimi bunikami
v komplexu s LDL [42, 46].

Hlavni  nosi¢e  hydrofobnich  fotosenzitizérih  (oligomery  derivati
hematoporfyrinu, monosulfonované porfyriny, nesulfonované ftalocyaniny) v krevnim
fecisti jsou lipoproteiny [46]. Casté pienaSede jsou také lipozomy, emulze, polymery,
nanocdstice a mikrosféry [42]. Nadorové bunky spolu s dalSimi rychle proliferujicimi
buiikami maji zvySeny ndrok na cholesterol pro biosyntézu membrany. Proto zvySuji
mnozZstvi LDL receptorti a vychytdvaji vice fotosenzitizéru vdzaného na lipoprotein nez
normdlni buniky. Fotosenzitizér vstupuje endocyt6zou do lyzozomi. Po ndsledném
vystaveni svétlu je lyzozomdlni membrana poSkozena a do cytoplasmy jsou uvolnény
hydrolazy, které zni¢i bunku.

Hydrofilni fotosenzitizéry (napf. tetrasulfonované porfiny — TPPS4, monomery
odvozené od hematoporfyrinu) se vdZou na plasmaticky albumin a globuliny a lokalizuji
se nejvice ve stroma nadoru. Intraceluldrné se také vdZzou na mikrotubuly a po ozéreni je
zastaveno déleni bunék v metafazi [46].

Hydrofilni fotosenzitizéry jsou méné ndchylné k agregaci v plazmé nez

hydrofobni. Aby se zabrénilo agregaci, kterd je pfi PDT neZddouci, je udrZovana nizk4
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koncentrace fotosenzitizéru v injekénim roztoku a jeho hydrofilnost je zvySena
vhodnym substituentem nebo ligandem. Na druhou stranu zvySeni hydrofility brani
schopnosti fotosenzitizéru penetrovat fosfolipidovou dvojvrstvou bunécné plazmatické
membrdny a tim sniZuje mnoZstvi fotosenzitizéru hromadéného v cilovych bunkéch.
Z davodu téchto opacnych ucinkl jsou obvykle nejlepsi fotosenzitizéry amfifilni, které
maji hydrofilni i hydrofobni oblasti. Ackoli agregéty fotosenzitizéru nemohou normalné
penetrovat plazmatickou membrdnu bunky, nddorové bunky mohou pohltit mensi
agregity endocytdzou a makrofagy v nddoru mohou pohltit i vétsi agregaty.

Fotosenzitizér muze byt také napojen kovalentné na makromolekulu nebo
monoklondlni protildtku. Makromolekuly maji jist¢ imunologické a farmakokinetické
vlastnosti, které zvySuji hromadéni fotosenzitizéru v nadoru.

Byly vyvinuty také takzvané ,inteligentni nosi¢e* sklddajici se z n€kolika
funk¢énich komponentti. Ty transportuji fotosenzitizér etapu po etapé do cilové buiky
sekvenénim pouZitim svych komponentid. Je moZné, Ze takové pienaSece budou
zahrnuty do tfeti generace fotosenzitizéra.

Targeting fotosenzitizéru mize byt vyhodny také na trovni organel. Jadro je
organela nejcitlivéjsi na fotodynamické poSkozeni, které vede velmi rychle ke smrti
buriky. Proto byl vyvinut inteligentni pfenasec, ktery transportuje fotosenzitizér do jadra

bunky [42].

5.1.5 Aplikace svétla

Zateni pouzivané pti PDT je svétlo z viditelné a blizké infraervené oblasti. Obvykle
jsou vybirdny co nejdel$i mozné vlnové délky, aby bylo dosaZeno terapeutického
ucinku tak hluboko, jak je moZné. Ptilezitostné je vhodnéjSi povrchni terapeuticky
ucinek, naptiklad k dosaZeni ruptury stény tkdné. V tomto piipadé¢ miZe byt pouZita
krat$i vinova délka [42].

Konven¢ni Sirokospektré svételné zdroje, jako jsou obloukové lampy, mohou byt
pouzity pro aktivaci fotosenzitizéru. Tyto lampy jsou levné a snadno pouzitelné, ale
obtizné je jejich spojeni s vldkny vedoucimi svétlo, bez redukce optické energie. Je také
tézké vypocitat efektivni dodanou davku svétla a energie vystupu je limitovdna
maximem 1 W. Déle jsou vyZadovdny filtry, aby odstranily UV zéfeni a infracervenou
emisi, kterd mtiZe zpusobit ohiivani [50].

Lasery jsou schopné doddvat intenzivni svétlo s vysokym stupném

monochromaticity, které umozni zaostfit svételny paprsek do optického vldkna bez
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velké ztraty energie. PouZiti optickych vldken v PDT umoZznuje 1é¢bu vnitinich nddori
endoskopicky s umisténim zdroje svétla intersticidlné do nddorové tkané. PouZiti laseru
jako zdroje svétla ma také nevyhody, protoZe jsou drahé, komplikované a nejsou lehce
transportovatelné. Proto byly vyvinuty diodové lasery vhodné pro PDT, které jsou
levnéjsi, mensi a mobilnéjsi [42].

Nicméné diodové lasery nabizi jen jednu vystupni vlnovou délku, coz limituje
jejich vSestrannost. Diody emitujici svétlo (LED) jsou také vhodné pro klinické pouZiti.
Jsou mén¢ ndkladné nez ostatni svételné zdroje, jsou mensi a mohou zajistit vystupni
energii vice nez 150mW/cm2 pti vinové délce v rozsahu 350-1100nm.

Objeveni technologie optickych vldken také hraje dleZitou roli v PDT. Uspé&sna
PDT vyZaduje dodavani svétla ze zdroje do cilové oblasti a homogenni distribuci svétla.
Opticka vldkna byla pfizptisobena, aby vyhovovala pozadavkiim na ozafeni pii riznych
umisténich. Pro povrchové ozéteni, napt. ordlni mukdézy, jsou pouZita vlidkna s optickou
¢ockou na konci, aby se svétlo rozprostielo po povrchu cilové oblasti. V dutych
orgdnech, napf. bronchioly, jicen a mocovy méchyf, je ozdfeni Casto provadéno
cylindrickym difuzérem kombinovanym s nafouknutymi balonky pro jednotnou
distribuci svétla. Cerny obal na jedné strané balonku je nékdy pouZivan, aby ochrénil

okolni normalni tkan [50].

5.2 Fotochemoterapie

Tato nové specialita fotomediciny je zaméfena na objeveni metod 1é¢by koznich
nemoci za pouziti neionizujiciho elektromagnetického zaifeni (UVR a viditelné zareni)
samostatné nebo v kombinaci s endogenni nebo exogenni fotoaktivni chemikalii.
ProtoZe energie neionizujictho UV zdfeni ma velmi nizkou penetraci, ve srovnani
s ionizujicim zafenim, tato nova technologie byla nejuzite¢néjsi v 1é¢b¢ koZnich chorob.
Tento novy farmakologicky koncept byl nazvan fotochemoterapie, kombinované pouZiti
elektromagnetické energie a 1é¢iva, a ackoli prvni pokusy byly popsany v roce 1974, je
v podstaté stard tisice let. Byla pouzivdna v Egypté a Indii 1200-2000 pfed naSim
letopoctem.

Extrakorporélni fotochemoterapie (fotoferéza), pouzivand pro 1é¢bu kozniho
erytrodermdlniho T-bunécného lymfomu, byla shleddna pouZzitelnou jako modifikator
imunitni odpovédi s potencidln¢ Sirokou klinickou aplikaci u takovych chorob jako
progresivni systémovd skler6za (sklerodermie), pemphigus vulgaris, syndrom

souvisejici s AIDS a akutni reakce Stép versus hostitel. Novy terapeuticky zplisob
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nazyvany extrakorpordlni fotochemoterapie pro zvlddnuti poSkozeni zpusobeného
abnormdlnimi lymfocyty, a hematogenné diseminovany kozni T-bunéény lymfom
(CTCL), byl piedstaven vroce 1987. Zahrnuje pouziti psoraleni a UVA (PUVA)
v extrakorporalnim systému toku a ptredstavuje modernéjsi adaptaci PUV A terapie pro
zvladnuti poSkozeni zpisobeného abnormdlnimi T-lymfocyty. Po ozéfeni
v extrakorporalnim fotoferéznim systému je krev retransfundovédna do pacienta, dochdzi
k zjevné imunologické reakci proti residudlnim CTCL buiikdm [64].

Fotoferéza byla nejprve pouZzita pro lé¢bu pacientti s leukemickou formou
koZniho T-lymfomu. Dnes je pouZivana v klinické mediciné také k ¢iSténi kostni dfené
od malignich bun¢k pifed autologni transplantaci. Byla také navrzena pro mimotélni
eliminaci aktivovanych bunck pfi autoimunitnich chorobiach. Né&které obalené viry,
véetné¢ HIV, byly uspéSné¢ eliminovany zkrve produkty PDT. Fotosenzitizér se
akumuluje ve virovém lipidovém obalu [46].

Terapie PUVA je efektivni ve zvySeném poctu koZnich poSkozeni jako je
novotvar, ktery vyvstava z kiize, napt. T-bunécny lymfom. U nékterych chorob (napf.
vitiligo), je PUVA jedind moznd efektivni 1éCba; v jinych je to pfiméfend moZznost a u
jinych je bezpe€néjsi nez kortikosteroidy.

Pro repigmentaci u pacientii s vitiligem, odstranéni psoridzy na dlanich a
chodidlech (s nebo bez etretinatu) a vesikularniho dermatitického ekzému na rukou a
nohou je PUVA bezpe¢néjs$i nez systémové podavani kortikosteroidli; pro aktinicky
retikuloid je PUV A 1écba stejné efektivni jako azathioprin.

Zajimavym aspektem PUVA je jeji pouziti v prevenci chorob. Byla dosaZena
dlouhodobd tolerance slunecniho zafeni. DoSlo ke zvySeni opalovani jako ochranny
mechanismus proti UV poskozeni. Koncept PUVA fotochemoprotekce zahrnuje pouziti
perordlnich nebo topickych psoralent a expozici UVA, ziskaného z umélych UVA
zaficl nebo ze slunecniho svétla, za ucelem podporovat a indukovat hyperplazii
epidermdlnich bun¢k a zvySovat pigmentaci epidermdlnim melaninem.

Byl pozorovédn maly ale ne nevyznamny pocet pacientl pfijimajicich pti PUVA
terapii perordlné 8-MOP, ktefi méli pravidelné zkuSenost s nepiijemnym pocitem na
zvraceni, malatnosti a fototoxicitou ve formé bolestivého erytému, edému nebo tvorby
puchyii. Bergapten (5-MOP) se zda byt lepsi ptfi perordlnim podani v adekvétnich
davkiach nez methoxalen (8-MOP) z divodu relativné malého mnoZzstvi ruSivych
vedlejSich uc¢inkl, obzvlasté nauzey. SniZzeni nebo absence nauzey a koZni fototoxické

reakce je hlavni vyhoda a diivod pro pouZiti bergaptenu v PUVA fotochemoterapii.
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Kromé toho byl ¢asem 8-methoxypsoralen shleddn fototoxickou a potencidlné
karcinogenni latkou a zacaly se hledat pouzitelné netoxické a nekarcinogenni psoraleny

[64].

5.3 Fototerapie

Tiebaze se nejCastéji kombinuje s 8-methoxypsoralenem nebo jinymi
fotochemoterapeutickymi latkami, Sirokopdsmové UV A zéfeni obsahujici UVA1 (340-
400 nm) a UVA2 (315-340 nm) bylo pouZito jako monoterapie napi. u 1écby atopické
dermatitidy. Dnes Sirokopdsmové muize hrat UVA v moderni fototerapii vedlejsi roli,
s vyjimkou terapie kombinované s psoraleny, tfebaze je stdle pouZzivdna pro velky pocet
pacientt diky své Siroké pouZitelnosti, aCkoli jesté nebyla piimo srovndna s UVAI, pro
mnoho sklerotizujicich poSkozeni. Byly popsany tfi rtizné modely ddvkovani UVAI:
vysokoddvkovd UVAI fototerapie doddvajici ddvku UVA1 okolo 90-130 J/em® pii
jednotlivém ozéteni, sttednéddvkovd UV A1 fototerapie ptindSejici davky mezi 20-90
J/cm® a nakonec nizkoddvkovd UVAL fototerapie doddvajici jednotlivou ddvku UVAL
<20 J/cm®. Na rozdil od systémové PUVA terapie topickd PUVA aplikovand naptiklad
jako koupel,sprcha nebo krém, je zejména charakterizovand absenci nebo redukci
systémovych vedlejSich GCinkii a omezeni na urCitou oblast. Proto byla systémova
PUVA vétSinou nahrazena topickou PUVA 1écbou piedstavujici efektivni dobie
tolerovatelnou alternativu k perordlnimu poddvani methoxypsoralenu.

Razné typy UVA fototerapie byly piedstaveny jako inovativni a slibné
terapeutické moznosti v Ié€b¢é zanétlivych nemoci jako atopickd dermatitida a noveéji
v terapii lymfoproliferativnich onemocnéni jako kozni T bunécny lymfom a odvozena
koZzni poskozeni. Déle série expozic UVA miZe byt pouzita v IéCbe lupus
erythematosus, i kdyZ je zndma jako fotosenzitivni stav.

Vedle velkého poctu raznych vedlejSich indikaci (systémovéd sklerdza,
lokalizovana sklerodermie, extragenitdlni lichen sclerosus et atrophicus) bylo
ukdzano,ze systémova a obzvlasté topickd PUVA 1é¢ba vyvolavd vyznamné odstranéni
psoriatickych plaki a koZznich T bunénych lymfomt. Na druhou stranu UVAI
fototerapie dosahuje praktickou hodnotu v 1é€bé zanétlivych a malignich koZnich
chorob souvisejich s T bunikami. Typické indikace zahrnuji exacerbovanou atopickou
dermatitidu, kozni T bunéfny lymfom, parapsoridzu nebo folikuldarni mucinézu
zpusobenou indukci apoptézy T bunék a dermdlni imunoregulaci. Déle je G¢innd také u

lokalizované sklerodermie a sklerodermické reakce Stép versus hostitel.
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Zda se, ze po expozici UVAL se u jedincii vSech typt klize objevuje vice nebo
méné¢ bezprostiedni pigmentové ztmavnuti, které je zplsobeno reverzibilni
fotochemickou reakci (oxidace melaninu a jeho prekurzorti a metabolitii). Naopak
Sirokopdsmové UVA zaifeni, dokonce po srovnatelné niz§im dédvkovéni, je schopné
vyvolat erytém a opozdéné opdleni, které je zplisobeno enzymaticky kontrolovanou
produkci polymertt melaninu. Po topické nebo systémové PUVA 1écbé pacienti
vykazuji charakteristicky erytém zdvisejici na ddvce methoxsalenu dosahujici 3-6 dnli
nasledujicich po ozéafeni. Systémovd PUVA je Casto spojena s nauzeou a zvracenim.
Nicméné za danych okolnosti, s vyloucenim kritérii jako autoimunitni choroby spojené
s abnormdlnim zvySenim fotosenzibility nebo anamnéza polymorfni erupce na svétle,
slunce a teplo indukuji koptivku obzvlasté v piipadé PUVA terapie. Po pouziti i¢inné
sluneéni ochrany v zdvéru terapie nejsou obvykle pfedpoklddané dalSi klinicky
relevantni akutni vedlejsi u¢inky [65].

Csoma et al se zajimali, zda miZe byt UVB fototerapie ucinnd pro 1écbu
atopické dermatitidy a alergické rinitidy. Popsali, Ze XeCl excimer laser je efektivni
v supresivni reakci kozniho vpichového testu a u klinickych symptom pacient se
sennou rymou. Tyto vysledky naznacuji, Ze intranasilni fototerapie mize slouzit jako
novy néstroj v antialergickém arzendlu pro lécbu alergické rinitidy.

V této studii Csoma et al. shledali, Ze intranasdlni UVB fototerapie stfednimi
ddvkami 308 nm XeCl excimer laseru vyznamné potlacila nasilni symptomy u pacientli
s téZkou sennou rymou, zatimco nizké ddvkovani nemélo na symptomy Zadny efekt.
XeCl excimer laser také inhibuje alergickou reakci v koZznim vpichovém testu
zpusobem zdvislym na ddvce, naznaCujicim, Ze excimer laser inhibuje alergenem
indukované uvolnéni histaminu z Zirnych bunék.

Mirnd suchost nasalni mukdzy byl jediny pozorovany nezadouci ucinek, ale ten
kompletné vymizel za nékolik dni po posledni 1é¢bé XeCl laserem.

UVB zédfeni md za nésledek redukci poctu epidermdlnich Langerhansovych
bun€k, zvySeni produkce imunosupresivnich cytokini v makrofazich, indukuje
apoptézu v T buinikiach, v aktivovanych Zzirnych buiikkdch a eozinofilech, inhibuji
uvolnéni histaminu z Zirnych bunék in vitro.

Je dobfe zndmo, Ze opakované ozafovani UV zafenim ve vysokych ddvkiach ma
karcinogenni potencidl. Ten zdvisi na kumulativni ddvce, a davky zareni aplikované pti

fototerapii nasdlni mukéznich membrdn jsou mnohem niZs§i nez davky vedouci ke

84



zvySenému riziku rakoviny. Riziko rakoviny pii souc¢asném terapeutickém schématu je

proto velmi nizké [66].
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6 Fotoprotekce

Lidské pokozka disponuje ptfirozenymi ochrannymi mechanismy proti UV zéfeni, které
mohou snizovat vyskyt akutnich a pozdnich poSkozeni. Reparacni enzymy, vétSinou
k napraveni poSkozené DNA, mohou byt u¢inné jen do urcitého stupné posSkozeni
genetického materidlu. Také poskozeni kize jako aktinickd elast6za jsou po odstranéni
UV noxy ¢aste¢né opraveny.

Prvni bariéru pro UV tvofi stratum corneum obsahujici fadu keratind, které
odraZzi, rozptyluji a absorbuji UV. Jeho tloustka je na riiznych castech téla riznd. Jako
dasledek ozafeni sluncem, obzvlast¢ UVB zafenim, dojde po kratkodobém stagnovani
k zvétSeni tvorby buné€k ve stratu basale. To vede ke ztluSténi epidermis a stratum
corneum. UV A naopak nezptisobuje zaddné ztlusténi rohové vrstvy.

Druhd dtlezitd endogenni ochrana se sklddd z pigmentace melaninem, jejiz
méfitko je ddno geneticky. Melanogeneza byla za normdlnich podminek stimulovadna
UVB a ne UVA. Okamzitd pigmentace katalyzou z ptfedstupnit melaninového barviva,
vznikld plsobenim UVA, nabizi na rozdil od UVB zéfeni podstatné mensi ochranu.
Rohova vrstva, pigmentace melaninem a antioxidacni mechanismy tak jako okamzitd a
naslednd oprava DNA zajistuji pfece jen vlastni ochranu az do ,,vysileni* intenzivnim a

opakovanym ozafovanim sluncem.

6.1 Exogenni ochrana pred sluncem

Externi ochranné prostfedky predstavuji nejslabsi formu v fetézci externich ochran.
Nejistéjsi opatieni je zamezeni sluneCni expozici prekracujici fyziologickou hranici
nezbytnou pro syntézu vitaminu D. ObleCeni nepropoustéjici slunce z ¢esanych
ptirodnich vldken, v€etné klobouku s Sirokou krempou, lehké bavinéné boty stejné jako
nosSeni slune¢nich bryli redukuji penetraci slune¢niho zafeni nejicinnéji. DodrZovani
téchto zasad vSak je pro mnoho spotiebitell pfili§ nepohodlné [67].

Aplikace opalovacich krém na kazi redukuje riziko skvamézniho bunééného
karcinomu a bazdlniho bunééného karcinomu. Dal$i vyzkumy ukazuji schopnost
opalovacich kréma chrénit pied odezvou p53 a fotoposkozenim DNA [68].

Bylo pozadovéno, aby takzvané Sirokospektré ochranné prostifedky chranily jak

pifed UVB tak pfed UV A zifenim, aby zabranily tvorbé erytému a imunosupresi [67].
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Jako ochrana pfed infraervenym zafenim by pfichdzela v ivahu nyni jen voda.
To dokazuji pokusy s infracervenym svétlem filtrovanym pies vodu. Nejdiive po
vysokych davkach se vyskytnou nepatrné nepiijemné pocity, zatimco bez této filtrace
dojde rychle k pfehfati kize a erytému. Ackoli dosud neprobéhly Zadné piimé
vyzkumy, bylo ofekdvéno, Ze také ochranné prostiedky obsahujici oxid titaniCity chrani
proti infraervenému zéieni.

Diilezité je také vodéodolnost prostiedkill, které maji na jedné stran¢ zmenSovat
Casté krémovani po koupani a na druhé stran¢ zabrénit ptisobeni UVB zéifeni na klzi
plavce.

Utinnost ochranného prostiedku je uréovéna podle obsaZené ochranné latky.
Tyto latky jsou rozdéleny do dvou skupin: absorpéni latky (UV filtry, chemickd ochrana
proti slunci) a latky odrédzejici svétlo (pigmenty, fyzikdlni ochrana). Nemélo by zustat
opomenuto, Ze samotné ochranné prostfedky mohou zvySovat riziko koznich nadora
moznou mutagenitou svych obsahovych latek [68].

ProtoZe na jedné stran¢ UV zdfeni tlumi bunééné imunitni reakce, na druhé
strané je bunéfnd imunita potfebnd pro kontrolu koZni imunity proti vyvstdvajicim
koZznim nddorim stejn¢ jako infekcim, poklddd se opravnénd otdzka, zda ochranné

prostfedky chrdni také pfed imunosupresi [14].

6.1.1 Chemicka ochrana

Podle svého absorp¢niho spektra se mohou ochranné latky rozdélit na UVA a UVB
filtry. Absorpci UV zafeni dojde k aktivaci elektroni molekuly filtru. Tim ptejdou tyto
elektrony do excitovaného stavu. Pfi pfeméné zpét do zdkladniho stavu se mizZe energie
opét vydat ve formé tepelného nebo fluorescencniho zéteni. zdkladni stav je opct
obnoven a cyklus mize v zdvislosti na mnozstvi a kompaktnosti opalovaciho krému
znovu zacit.

Preparéty, které nabizeji ochranné chemické latky jak v UVB tak i v UVA
oblasti, jsou nazyviany UV blokétory; pokud obsahuji jeSté¢ navic minerdlni kryci

pigmenty, jsou vSeobecné oznacovany jako takzvané slunecni blokdtory.

Oznaceni, INCI nazev Typ filtru 2235;:;:?63 “Skupenstvi
Eusolex® 2292 UVB filtr do opalovacich < 10 % L
Ethylhexylmethoxycinnamat ptipravkl rozpustny v oleji. °

Eusolex® 232 UVB filtr do opalovacich < 8% * S
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Phenylbenzimidazolsulfonova kyselina
Eusolex® 4360

ptipravkl rozpustny ve vodé.
UVA / UVB filtr do opalovacich

0,

Benzophenon-3 ptipravkl rozpustny v oleji. <10% S
Eusolex® 6007 UVB filtr do opalovacich <8 Y% L
Ethylhexyldimethyl PABA ptipravkl rozpustny v oleji. 0

Eusolex® 6300 UVB filtr do opalovacich <49 s
4-Methylbenzylidencamphor ptipravkl rozpustny v oleji. °

Eusolex® 9020 UVA filtr do opalovacich <50 S
Butylmethoxydibenzoylmethane ptipravkl rozpustny v oleji. 0

Eusolex® HMS UVB filtr do opalovacich < 10 % L
(Homomethylsalicylat)Homosalat ptipravkl rozpustny v oleji. °

Eusolex® OCR UVB filtr do opalovacich <10 %* L
Oktokrylen ptipravkl rozpustny v oleji. °

Eusolex® OS UVB filtr do opalovacich <50 L
Ethylhexylsalicylat ptipravkl rozpustny v oleji. 0

Eusolex® UV-Pearls™ OMC , i urx

Aqua; Ethylhexylmethoxycinnamat; Novy typ UV filtru pro zviaste D

Silica; PVP; Chlorphenesin; BHT citlivou plet.

Tabulka 2. Chemické UV filtry. * jako kyselina, L...kapalné skupenstvi, S...pevné skupenstvi,
D...disperze [35].

6.1.2 Fyzikalni ochrana

Jako fyzikdlni ochranné prostfedky jsou oznaCovany latky, které zabratuji, aby slune¢ni
paprsky prostoupily do kuze, pfevdazné odraZzenim a rozptylenim svétla. Jsou to oxid
titaniCity, oxid zinec¢naty, oxid Zelezity, kaolin a mastek. Tyto latky nejsou chemicky
ménény. Fyzikdlni ochrana je kosmeticky méné dobie akceptovand, protoze nékteré tyto
latky kratkodobé nebo stiedné dlouho (minuty az hodiny) tvoii na pokoZce bily film.
Proto se dostaly do popifedi prepardity s mikronisovanym oxidem titani¢itym
(mikropigmentem), ktery je kosmeticky akceptovatelny.

Pigmenty piisobi ochranné jak v UVB tak i v UVA oblasti, pficemZ velikost
casteek od 1 do 30 nm umoZnuje navazky tohoto mikropigmentu v pomérné velké
koncentraci. Nové priazkumy ukazuji, Ze oxid titani¢ity absorbuje pies 70% UV zéfeni a
tim mize zabranovat tvorbé hydroxylovych radikali.

Takové mikropigmenty maji dobrou sndSenlivost, takZe mohou byt pouZity také
u déti. VyzdviZzena je absence alergennich a fotoalergennich vlastnosti. Ne zcela
vyloucené jsou fotokatalytické vlastnosti predevSim u oxidu titanicitého, které mohou
meénit slozky kize. Zasyp a také ¢astecky pigmentu mohou pronikat do hlubSich vrstev
rohové vrstvy. Aktudlni vyzkumy ale mluvi pfevdZzné o tom, Ze mikropigmenty
prakticky nedosdhnou Zijici buniky kliZze. Penetrace je ovSem usnadnéna ve vazbé€ s tuky.

To by znamenalo, Ze pigmenty mohou za vnéjSich podminek zptsobit dosud nezndmé
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reakce na kizi. Modernimi metodami je mozné dosahnout vysokych ochrannych faktor

mezi jinymi také kombinaci s absorpénimi ochrannymi latkami.

6.1.3 Stanoveni ochranného faktoru

Ke zkouSeni piisobeni ochrannych prostiedkii bylo doporuceno srovnatelné ozéatreni
ochranéné a neochranéné pokozky u testovanych jedinci sluncem prostiednictvim
takzvaného svételného stupné. Kvocienty Casi, které byly potiebné k vyvolani erytému,
tedy minimdlni erytemovd ddvka (MED), ukézaly slunecni ochranny faktor (SPF).

Vypocitani SPF je ve vSech zemich stejné a odpovida vzorci vytvofenému Schulzem:

SPF = doba vyvolani erytému s ochranou proti slunci/doba vyvolani erytému bez ochrany pred sluncem

K realizaci tohoto testu vS§eobecné¢ zdvaznou metodou pro evropskou oblast byla
provedena standardizace jednotlivych parametri a provedeni pokusu. V této metod¢
zpracované COLIPA je pro vSechny stanovované velikosti slune¢niho ochranného
faktoru predepsano pouziti adekvatniho slunecniho spektra a nandSené mnozstvi 2mg
ochranného prosttedku/cm’. Stupeti t¢innosti SPF se ale nedd libovoln& zvySovat. Od
faktoru 10 nastane témét nasyceni tcinku. Produkty s velmi vysokym faktorem (20-35)
dosahuji rstu uc¢inku jen okolo 5%.

UVB-SPF by mél byt urcen piedevSim pokusy in vivo. Neustdle vyZadované
metody in vitro, napt. fotometrické mefeni, neposkytuji Zadné spolehlivé svédectvi o
chovani produktu za takzvanych ,in-use® podminek. Rozhodujici vliv na SPF ma
rozdé€lovaci koeficient a s nim spojend sila vrstvy produktu na kazi. VEétsiho vyznamu je
vzdjemné pusobeni produktu a kize pod vlivem slune¢niho simuldtoru. ProtoZe tyto
podminky (sekrece potu a mazu, teplota, ¢ast téla) nemohou byt pfi provadéni in vitro
simulovédny a tim neni moZné dosazené vysledky kompletné ptrevést, je nezbytné urceni
pochézeji z Evropy, USA a Austrdlie/Nového Zélandu. V rdmci sjednocovani Evropy
byla v roce 1994 ptredstavena metoda COLIPA.

Metoda COLIPA povoluje, aby bylo zkouseni ochrannych prosttedka provadéno
jen na 10 jedincich. Aby se mohlo zkousSeni ukon¢it uz po 10 jedincich, vyzaduje vedle
vysoké piesnosti slune¢niho simuldtoru piedev§Sim piesné dodrZovani naneseného

mnoZstvi a zptisobu nanaSeni produktu.
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Dalsi vylepSeni nové metody COLIPA je ptfesnd definice minimdlni erytémové
davky (MED), doplnék k uréeni MED prostiednictvim kolorimetrického méfent,
stanoveni definovaného nejvyssiho standardu jako posudek ke zkousce u vysokych
UVB faktori jakoZ i ndvod k vybéru vhodného kolektivu testovanych jedinca
s ohledem barvu a typ pokozky. Tim nevznikla u metody COLIPA zavislost ur¢ovanych
slune¢nich ochrannych faktort na typt klize a stéif testovanych jedincii [67].

Biologicka aktivita opalovacich krémt, reprezentovand slune¢nim ochrannym
faktorem (SPF — sun protect factor), je hodnocena jeho schopnosti chrénit lidskou
pokoZzku pfed erytémem a edémem. Nicméné slunecni zédfeni spousti mnoho
biologickych procest jako je predCasné starnuti (photoageing), imunosuprese a mutace
koZnich bunc¢k. Neddvno bylo naznaceno, Ze SPF hodnota nemliZze byt dostatecné
kritérium schopnosti opalovaciho krému chranit pfed mnoha Skodlivymi biologickymi
reakcemi indukovanymi sluncem. Proto byl navrZen imunitni ochranny faktor (IPF)
ziskany méfenim uc¢innosti ochrany opalovactho krému proti imunitni supresi
indukované UV nebo muta¢ni ochranny faktor (MPF) stanoveny jako ochrannd aktivita
opalovaciho krému, kterd byla ziskdna méfenim mutace p53 v kizi mySi ozédfenych
UVB.

Schopnost opalovacich krémii blokovat svétlo byla stanovena méfenim
transmitance svétla skrz petriho misku, na kterou byl natfen opalovaci krém. Ochranni
aktivita téchto opalovacich kréml pted genotoxicitou byla zvySena s vyS$si hodnotou
SPF.

Efekt opalovacich krémi je ovlivnén zplsobem jejich aplikace jako je Cas a
ddvka a samotnd hodnota SPF nemiZe odrdzet Ucinnost ochrany ovlddanou timto
opalovacim krémem.

Existuje moZnost, Ze se absorbance UV zéfeni opalovacim krémem miZe ménit
po expozici UV zéfeni. Toyoshima et al. pozorovali vyznamné zvySeni transmitance u
pokusii s SPF 20 béhem 2 hodinové periodické expozice slunci, ale tento fenomén nebyl
pozorovdn u SPF 40. Fotoinaktivace opalovaciho krému miiZze byt zodpovédnd za

podhodnoceni UV poskozeni, jak bylo popsdno [68].

6.1.4 Nesnasenlivost sluneénich ochrannych prostredki

UVA a UVB filtry v slune¢nich ochrannych prostfedcich mohou vyvolat alergické,

fotoalergické a fototoxické koZni reakce. Jsou v souCasné dobé nejCastéjsi ptiCinou

fotoalergickych kontaktnich ekzémt. Tento viditelny paradoxni fenomén je tzce svazan
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s pasobenim substanci filtru. Vlastnost absorbovat UVA nebo UVB totiz vede ne vzdy
jen k Zddoucimu efektu pfemény Skodlivé slune¢ni energie v neSkodné teplo, nybrz
muze také mit za ndsledek sekundarni fotochemické reakce. Toto je zase predpoklady
pro fototoxické alergické a fotoalergické reakce zesilené UV A zafenim.

UVA filtry vyvolavaji vice alergickych a mnohem vice fotoalergickych reakci
nez UVB filtry [69].

Navic k reaktivit¢ na aktivni soucdsti opalovacich krémid mohou pacienti
pfedstavovat alergii nebo fotokontaktni alergii na inaktivni soucdsti ve formulaci
opalovacich krémi. Mezi nejvyznamnéj$i patii parfémy, latky uvoliujici formaldehyd,
konzervac¢ni latky a lanolin alkohol.

Fotoalergickd kontaktni dermatitida je hypersenzitivni reakce pozdniho typu
zprostiedkovand T-bunikami. Ta nastdvd pii odezvé na fotoalergen nebo antigen u
Cloveéka diive senzitizovaného na stejnou nebo na zkiiZzené reagujici latku. Toto se stava
pii odezvé na UV (nejcastéji UVA) i viditelné svétlo. Mechanismus, pfi kterém m4 UV
svétlo podil na tvorbé fotoantigenu, neni jesté dobie pochopen. Kize ma nékolik
endogennich chromofori (keratinové proteiny, porfyriny, lipoproteiny, hemoglobin,
melanin a aminokyseliny), které mohou absorbovat UV zéafeni. Tyto chromofory mohou
ptejit do excitovaného stavu po expozici UV zéfeni a, pfi ndvratu do zdkladniho stavu,
se mohou konjugovat s nosiCem. UV zdfeni mize indukovat stabilni fotoprodukt, ktery
slouzi jako hapten. Hapten by poté konjugoval s pfenaseCovym proteinem, aby slouzil
jako kompletni antigen.

Prevalence alergie na aktivni UCinné latky opalovacich krémil je nizka,
pravdépodobné mensi nez 1%.

Prevalence senzitizace uCinnymi latkami opalovacich kréml u jedinct
uvedenych pro hodnoceni fotosenzitivity je mnohem vyssi.

PouZivani opalovacich krém Sirokou vetejnosti se zna¢né zvysilo za poslednich
20 let, protoZe byly rozpoznany fotokarcinogenni vlastnosti UV zédfeni a pfedCasné
starnuti. Chemické absorbéry jsou Casto zacleniovany nejen do vyhrazenych opalovacich
krémi, ale také do osobnich ptipravkii jako jsou zvlhcovace, vyrobky pecujici o rty a
krémové zdklady.

Rizikové faktory alergii na opalovaci krémy nejsou piili§ zndmé, ale mohou
zahrnovat pohlavi, jiz existujici fotodermatézy, zaméstnani pod Sirym nebem a atopie
[70]. Schauder a Ippen shledali, Ze jedinci se zdvaznymi alergickymi a fotoalergickymi

kontaktnimi dermatitidami, 65% byly Zeny. Pfedpoklddali, Ze toto by mohlo byt

91



zpusobeno bud’ vysokym pouzivinim opalovacich krémli a kosmetickych produkta
nebo vétsim pouzivanim dermatologickych sluZzeb mezi Zenami [69].

Ostatni potencidlni rizikové faktory pro senzitizaci pacienti opalovacimi krémy
zahrnuji pouZivani opalovacich kréml na poSkozenou pokoZzku, atopickd dermatitida
v anamnéze a zaméstnani pod Sirym nebem [70].

Skupina dibenzoylmetani vyvolala nejvice kontaktnich a fotokontaktnich
alergii. Celkov¢ byl isopropyldibenzoylmetan (Eusolex 8020) nejCastéjsi fotosenzitizér.
Tato latka byla pouZivdna v Evropé od roku 1979 jako UVA filtr v medicinsky
doporucovanych opalovacich krémech pro pacienty s fotodermatézami, ale také
v obli¢ejové kosmetice. Tento produkt byl svym kvili fotosenzitizacnim vlastnostem
odstranén z trhu v roce 1993.

Strukturné  odvozeny  butylmethoxydibenzoylmetan byl mén& Casty
fotosenzitizér [69].

Benzophenon-3 (2-hydroxy-4-methoxybenzofenon)byl pouzivdn v Evropé od
roku 1980 jako UVA fitr. Je nejCastéji pouzivanym benzofenonem a je soucasné jedna
z nejcastéjSich pficin fokontaktnich alergii. Je zndm kdekoli na trhu pod jménem
oxybenzon nebo Eusolex 4360. Kromé jeho vyuziti jako uc¢iné latky opalovacich krémii,
mohou benzofenony plisobit také jako konzervanty. Je zndmo, Ze chrani kosmetické
produkty pfed barevnymi skvrnami zpusobenymi slune¢nim zdfenim a jsou
z podobnych divodu ¢asto inkorporovany do textilii, umélych hmot, barev a gumovych
vyrobki.

3-(4-methylbenzyliden)camphor (Eusolex 6300) je uc¢innd latka opalovacich
krémii pouzivand v Evrope. Absorbuje nejlépe v UVB spektru. Existuje né€kolik piipadii
alergie a fotoalergie na tuto latku [70].

Tereftalylidendicamphorsulfonova kyselina je zndma také pod svym tradi¢nim
jménem Meroxyl SX. Zatim se objevil jen jeden piipad fotoalergie na tuto sloZku
opalovacich krémd.

Paraaminobenzoova kyselina a oktyldimethylparaaminobenzoova kyselina je
zndma svymi senzitizaCnimi a fotosenzitizaCnimi vlastnostmi, které vedly k zméné na

Mechanismy vedouci k tvorbé Castych alergennich haptenti zlistavaji nejasné.
Scheuer et al se domnivaji, Ze odpovédné hapteny jsou v piipadé PABA a jejich
zkiizené reagujicich komponentli aminy chininu, oxidacni produkty paraaminolétek.

Stupenl alergenni zkiiZené reaktivity mezi riznymi paraaminokomponenty je variabilni
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a muZe byt vysvétlen schopnosti riiznych pacientd transformovat tyto produkty na jejich
chinolaminové metabolity.

Pacienti alergic¢ti na PABA mohou také reagovat s ostatnimi paraaminoalergeny
jako je para-fenylendiamin, anestetické estery para-aminosalicylové Kkyseliny,
sulfonamidy a azobarviva.

Ovsem pfi predstavovani alergickych reakci pacienti mohou popsat prechodné
bodavé nebo pélivé pocity po aplikaci produkti obsahujicich PABA. Scheuer et al. se
domnivaji, Ze tento jev je mnohem castéjsi neZ pravd alergie a miZe vést k tomu, Ze se
pacient myln¢ povaZzuje za alergického na tuto latku [70].

Methylbenzilidenkamfor byl ¢asto pouzivan s isopropylbenzoylmetanem, aby se
fotostabilizoval tento UVA absorbér. Tato kombinace je zndmd jako Eusolex 8021.
Vysoka incidence alergickych a fotoalergickych reakci byla spojena s Castou
fotosenzitizaci isopropylidenmetanu. Po jeho staZeni z trhu byly pozorovany jen 2
piipady na methylbenzilidencamphor [69].

Cinaméty jsou skupina odvozenych liatek pouZivanych v ochucovadlech,
parfémech a méné Casto v opalovacich krémech. V opalovacich krémech jsou vétSinou
pouzivany v kombinaci s benzofenony. Cinaméty jsou pfedevsim UVB absorbéry. Diky
jejich malé rozpustnosti ve vod¢ jsou casto pouzivany v opalovacich krémech
oznaCovanych jako vodéodolné. NejCastéji pouzivany cinamat je ethylhexyl-p-
methoxycinamadt také znamy jako Parsol MCX [70].

Oktylmethoxycinamat je nejCastéji pouzivany UVB absorbér v opalovacich
krémech a kosmetice. Ve srovnani s castou expozici vyskyt alergickych a
fotoalergickych reakci je nizky [69].

Byla popsdna kopfivka po pouziti cinamatt v jinych kosmetickych produktech,
nicméné zkiiZené reakce s cinamaty v opalovacich krémech jsou ziejmé¢ moZzZné.

Salicylaty jsou slabé UVB absorbéry; proto jsou pouZivdny ve vysokych
koncentracich. Salicylaty byly pouzity jako standard pro ureni SPF z divodu jejich
bezpecného profilu. Navic jsou schopné solubilizovat nerozpustné latky jako
benzofenony, ale oni sami jsou ve vod¢ nozputné. Jsou snadno inkorporovatelné do
jinych latek a jsou proto Casto pouzivany v kosmetickych produktech, které jsou
oznaCovany jako doprovodné opalovaci krémy. Soucasné je hlavnim salicylatovym
komponentem v opalovacich krémech oktylsalicylat.

Alergické kontaktni dermatitidy byly u salicylatii popsany jen zfidka.

93



sz s v

Dalsi chemické ucinné latky opalovacich kréma zabudovdvané do komer¢nich
produkt zahrnuji etokrilen (ethyl-2-cyano-3,3-difenylakrylat), drometrizol trisiloxan,
bisethylxyloxyfenol methoxyfenol triazin, drometrizol (2-(2-hydroxy-5-
methylfenyl)benzotriazol) a dioktyl-butamido-triazon.

Fyzikélni blokatory nikdy nebyly popsdny jako pfiina kontaktni dermatitidy
nebo fotoalergie. Zajimavé je, Ze n€kolik zdroju literatury podotklo, Ze tyto laitky mohou
blokovat vyskyt fotoalergie na uc¢inné latky opalovacich krémii nebo jiné latky diky

jejich silnému blokovani UV zatfeni [70].

6.2 Endogenni ochrana proti slunci

Antioxidanty jsou schopné potlacit Skodlivé plisobeni volnych radikalti indukovanych
UV zéifenim. RozliSuji se enzymatické a neenzymatické antioxidanty, rozpustné
v tucich a ve vodé&. ProtoZe enzymaticky ptisobici antioxidanty jsou takzvané enzymy
zbavujici jedli zndmé jako superoxiddismutdza, glutathionperoxiddza, kataldza,
NAD(P)-chinonreduktdza a thioredoxin-reduktdza. Naproti tomu stoji neenzymatické ve
vodé rozpustné antioxidanty jako kyselina askorbovd, glutathion, kyselina mocova a
neenzymatické antioxidanty rozpustné v tucich jako napf. tokoferol, koenzym Q a beta-
karoten. Idedlni by byla ordlni (systémova) ochrana proti slunci napt. beta-karotenem.
Vyzkumy ukdzaly, Ze hladina beta-karotenu a retinou v krvi v kiZi po pfirozené i umélé
expozici slunci klesd; a proto mnoZstvi beta-karotenu dodané z epidermis nepostacuje.

Kyselina askorbovd, alfa-tokoferol a beta-karoten tvofi patrné¢ antioxidacni
kaskddu, ptficemz se zd4, Ze kyselina askorbova chrini tokoferol a tokoferol zase beta-
karoten. Z vysledku studie Berlin-Eilath jednozna¢né vyplyva, Ze u testovanych jedinc,
ktef{ byli exponovani ptirodnimu slune€nimu zéfeni a suplementovani beta-karotenem,
zustala hladina beta-karotenu v epidermis a séru stabilni, popiipadé nepoklesla pod
patologickou hranici, ale v této skupiné¢ hladina alfa-tokoferolu vyznamné poklesla,
zatimco u nesuplementované skupiny ve srovndni s tim sotva poklesla. Z toho se da
vyvodit, Ze monosuplementace beta-karotenem se zdd médlo smysluplnd a trojkombinace
poddvand preventivné a za UV zifeni ddle poZivand, tvoii pfirozenou endogenni
ochranu jako izolované poddvani téchto jednotlivych antioxidantd.

Déle by mohlo byt prokdzano, Ze beta-karoten ve vazbé¢ s topicky aplikovanymi
ochrannymi prostfedky vede k lep$i protekci neZ samostatné pouZiti ochranného
prostiedku. Proto je kombinované pouziti k ochran¢ proti zesilené UV expozici

v oblastech se silnym slunec¢nim zafenim velmi doporucovana [67].
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Glutathion  tripeptid  (glutamylcysteinylglycin, GSH) je  endogenni
neenzymaticky antioxidant, ktery hraje roli v ochrané¢ sav¢ich bunék pfed oxidativnim
poskozenim a je prekurzor selen-dependentniho  antioxida¢niho  enzymu
glutathionperoxiddzy, kterd pomdhd odbourdavani produkti poskozeni DNA (peroxid
vodiku a lipidové peroxidy) reaktivnimy druhy kysliku (ROS). GSH je syntetizovan
z aminokyselin ve dvou krocich. Pocate¢ni krok s omezenou rychlosti je katalyzovén y-
glutamylcysteinylsyntetdzou, kterd miZze byt inhibovdna v experimentédlnich systémech
sulfoximinovym analogem aminokyseliny, L-buthionin-[S,R]-sulfoximin (BSO). Tato
inhibice md za nésledek zvySeni bunééného poskozeni ROS.

Také existuji sekundarni obranné mechanismy jako je oprava DNA a apoptdza,
tyto procesy opravuji DNA nebo odstraiuji poSkozené buiiky.

Pro ochranu ptfed Skodlivym pisobenim UV zifeni maji bunky rizné
mechanismy opravujici DNA. Aby se odstranily cyklobutanpirimidinové dimery (CPD),
ma mnoho organisml specifické enzymy, které se vdzou na poSkozeni a zvrati ho
pomoci energie svétla ptfi fotoaktivaci. Takovymi enzymy jsou fotolyazy. Jsou piitomné
od bakterii po mnohobunécnd eukaryota, ale mnoho druht je postradd, véetné Clovéka,
ackoli nové studie odhalily fotoreparaci i u clovéka. Fotolydzy jsou monomerni
flavoproteiny a obsahuji dva chromofory jako kofaktory [6]. Jeden je vzdy 1,5-
dihydroflavinadenindinukleotid (FADH,) a druhy milze byt bud’
methenyltetrahydrofoldt nebo 8-hydroxydeazaflavin) [5]. Katalyza je zapocata svétlem.
Druhy chromofor absorbuje foton o 350-450 nm a pfenese excitaCni energii na
katalyticky kofaktor, ktery pienese elektron na dimer. Enzym rozstépi vazby 5-5 a 6-6
cyklobutanového kruhu, zpétny pienos elektronu obnovi pyrimidiny a flavin je
regenerovany pro novy cyklus katalyzy.

Fotoaktivovand fotolydza by mohla kompletné opravit UVB indukované CPD
v lidskych keratinocytech ptedupravené Photosomem® 2 h pte ozétenim UVB. Topickd
aplikace liposomil obsahujicich fotolydzu (Photosome®) nebo jakykoliv xenogenni
opravny enzym (napf. Ultrasome®), které by mohli byt obsaZeny v opalovacich
krémech, by mohla redukovat riziko vzniku rakoviny kiize [6].

Chyby v opraviach poskozeni jsou spojeny s mutaci v genech kontrolujicich
bunécny cyklus a bunécnou funkci a takové chyby mohou mit za ndsledek iniciaci
neoplazie. Ackoli md lidskd kiize rozsdhly antioxidaéni ochranny mechanismus
k ochran¢ bunééné DNA pifed oxidativnim posSkozenim tato ochrana mulze byt

pfemoZena expozici UV zéfeni.
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N-acetyl-L-cystein byl identifikovdn jako moZny antioxidant ¢4ste¢né pro jeho
schopnost nahradit cystein v syntéze GSH, ale také protoze se zdd byt pravym
antioxidantem (zhaSe¢ volnych radikald).

Mechanismus zhdSeni volnych radikali GSH byl spojen se sulfydrylovou ¢asti
fetézce cysteinového zbytku. Mechanismus, kterym N-acetyl-L-cystein (NAC) mitiZe
chrénit ozatfené buiiky, je pravdépodobné dvoji; za prvé jako zdroj cysteinu pro syntézu
GSH a za druhé moznym ptisobenim jako zhdSe¢ ROS sdm o sobé.

Vysledky studie Morley et al. ukazuji, ze NAC suplementace mize zpozdit
zvySené poSkozeni DNA indukované UVA, UVB a viditelnym zafenim, moZnd pfimym
zhdSenim ROS indukovanym UVR a piimym nahrazenim cysteinu v syntéze
endogenniho antioxidantu GSH. Toto pocitecni zpozdéni poSkozeni DNA muze také
usnadnit aktivitu DNA ligdzy. NAC suplementovany do koZnich buné¢k, pfed a béhem
doby ozatovani, by mohl byt pouzitelny v dermatologické fotoprotekci [71].

Azzi et al. ovSem tvrdi, molekuly pfedstavované jako antioxidanty in vitro
mohou mit dodatecné vlastnosti v komplexnéjSim systému. Napiiklad estrogeny byly
zahrnuty jako antioxidanty s lipoproteinovou a neutrdlni ochranou. Nicméné estrogeny
pusobi nejcastéji signalizaci zprostiedkovanou receptorem a ne slabymi antioxida¢nimi
vlastnostmi molekuly. Podobn& retinol, antioxidant in vitro, reaguje ve spojeni
s opsinem za tvorby reverzibilntho komplexu rodopsinu, ktery interaguje se svétlem a
zahajuje proces vidéni. Je dobfe stanoveno, Ze tento jev je zpusoben izomerizaci
pigmentu a ne redoxnim a nebo antioxidacnim procesem. Nicméné€ naneStésti existuje
okolo tohoto problému zmatek a v mnoha studiich byl klasifikovdn retinol jako
plazmaticky antioxidant a studovaly se jeho souvislosti s nemocemi. Podobné& byl
melatonin povazovan za antioxidant, ale koncentrace dosaZzitelné v lidském téle Cini
takovy uc¢inek nepravdépodobnym.

Azzi et al. podotkli, Ze nazyvani molekuly antioxidantem na buné¢né trovni
nebo in vivo je zjednodusené.

Terapie antioxidanty zaméfené na produkovdni a vyrovndvani oxidativniho
stresu daly rozporuplné vysledky. Zavéry ohledné¢ in vivo efektivity antioxidantu maji
daleko k jednomyslnosti. Popis situace ,,oxidacniho stresu® je pouzitelny jen, pokud
jsou znamy molekuldrni detaily nerovnovdhy. Nedostatek takovych detail v mnoha
publikovanych studiich antioxidantl tvoii zmatek v této oblasti. V podobném duchu je

stidle Siroce predpokldddno, Ze podani antioxidantu bude vzdy skytat prospéch.

96



Antioxidant mtiZe chranit nebo zvySsit poskozeni v zdvislosti na situaci, a proto jejich
pouZiti by mélo vZdy ¢inéno s plnym porozuménim situaci.

Zvyseni evidence ukazuje, Ze produkce ROS je presné regulovana a jeji proud je
specificky zaméfen. Vyznamny pokrok byl ucinén v definovani specifického redoxné
zavislého zaméfeni intraceluldrnich oxidanti stejné¢ dobife jako nespocetné dréhy, kde
jsou pouzity antioxidanty jako efektory v rGznorodych procesech od tumorigeneze po
starnuti.

Peroxid vodiku stimuluje mitogenni aktivitu proteinkindzy 1 zprostfedkovanou
c-Src a signdlni drahu MEF2C v bunkach PC12. Tato reakce hraje potencidlni roli
v bunééném pieziti ndsledované po oxidativnim poskozeni. Peroxid vodiku puasobi jako
mesenger Vv signdlni dridze p70 indukované ristovym faktorem. Navic podporuje
aktivitu kalciové zdvislé endotelidlni syntetdzy oxidu dusnatého (NO) koordinovanou
zménou  fosforylovaného  stavu  enzymu  zprostfedkovanou  aktivaci 3-
fosfoinositidkindzy z4vislé na receptoru Src a ErbB. Lepsi identifikace cilovych
molekul peroxidu vodiku a objasnéni mechanismu, pii kterém peroxid vodiku piisobi
ve spoustéci signdlni transdukci, je oblast velkého slibu pro budouci prizkum.

Oxidované lipidy se dosud zdédly mit jen moZné signdlni funkce v patologickych
situacich. Na piiklad oxidované lipidy jsou prozéanétlivi agonisté podporujici chronicky
zanét v ateroskler6ze; a mohou inhibovat expresi zanétlivych adheznich molekul.
Inhibuji lipopolysacharidy, ale ne TNF-a nebo IL-1pB, indukovanou zvySenou expresi
zangtlivych geni blokovdanim interakce lipopolysacharidli s proteinem vdzajicim
lipopolysacharidy a CD14 [72].

V mnoha studiich bylo ukédzdno, Ze UVA poskytuje imunoprotekci pied
supresivnim uc¢inkem UVB zifeni nebo epidermdlnich fotoproduktd, kyseliny cis-
urokanové (cis-UCA), zvySeni enzymové aktivity stresového proteinu hemoxygenazy-1
(HO-1) vkbzi podporovanou zvySenim exprese HO-1, mRNA a proteinu
v epidermdlnich i dermdlnich bunikdch v kiiZi myS$i. Enzymatické produkty HO-1 jsou
volné Fe’*, biliverdin, ktery je rychle konvertovdn na bilirubin vSudypfitomnou
biliverdinreduktdzou, a plynnym oxidem uhelnatym (CO). Nova data indikuji, Ze je to
CO, ktery poskytuje fotoimunoprotektivni vlastnosti UVA. Topicky aplikované
molekuly uvoliujici CO mohou napodobovat imunomodulaéni ptisobeni UVA zéfeni

v mySich.
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Tento poznatek je shodny s diikazem, Ze CO je uc¢innd signilni molekula, ktera
oxidu dusnatému (NO).

Proto existuje oblast expozi¢nich ddvek UV A, které nejsou imunosupresivni, ale
pokud jsou piekroCeny, UVA zéifeni zvySen¢ indukuje potlaceni kontaktni
ptecitlivélosti.

Schopnost fotoimunoprotekce pied UVB byla davkové zavisla na UVA a byla
zvySend patrnd a statisticky vyznamnd mezi 16,13 a 580,5 kJ/m* UVA, s optimélni
imunoprotekei pti UVA ddvkéch 387 a 580,5 kJ/m?. Kdyz byla UVA expozice zvyiena
na 870,8 a 1161 kJ/m?, ochranny protizan&tlivy d&inek byl postupné ztrécen.

Vyznamné zvySeni cyklického guanosinmonofosfitu (cGMP) korelovalo
sexpozicemi UVA (193,5 a 387 kJ/mZ), které také indukuji optimdlni
fotoimunoprotekci. Toto ukazuje, Ze zatimco koncentrace cGMP se zdd byt hlavni
rozhodujici ¢initel UV A fotoimunoprotekce, mohou byt aktivni také dalsi drahy.

Schopnost expozi¢nich ddvek v této oblasti UVA protektivné interagovat
s imunosupresivnimi vlastnostmi UVB zafeni byla shleddna tzce zdvislou na davce
UVA. Byla stanovena oblast zvySenych imunoprotektivnich ddvek UV A, piibliZujici se
obsahu UVA mezi 0,7 a 25 minimdlni edematézni diavky (MEdD) simuldtoru
slune¢niho UV zifeni, které optimaln¢ redukuji UVB supresi kontaktni precitlivélosti.

Oxid dusnaty (NO) nebo chemické donorové molekuly NO byly shleddny, Ze
chrani mysi a lidské keratinocyty pfed UVB indukovanou apoptézou, mechanismem
zavislym na guanylylcykldze. Proto se zdd, Ze koZni guanilylcykldza miZe byt

aktivovana jak fotoprotektivnim CO, tak fotoposkozujicim NO [73].
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7 Zavér
Ultrafialové zafeni je soucdsti slunecniho zafeni, setkdvdme se s nim v béZném Zivoté
denné¢ a nelze se mu uplné¢ vyhnout. Pfi dopadu na kazi plsobi piimo nebo
prostiednictvim singletového kysliku zmény bioaktivnich molekul jako jsou proteiny,
DNA a lipidy. Tyto zmény mohou vyvolat poskozeni bun€k, apoptézu a ve vysledku
predCasné starnuti a karcinogenezi. UV zéifeni je také nezbytné v syntéze vitaminu Ds,
jehoz derivaty by se mohly v budoucnosti vyuZivat jako prostiedky fotochemoprotekce.

UV zifeni ale nemd jen negativni G¢inky. UV zafeni mé velky potencidl hlavné
v lékatstvi, kde je vyuzivdno k terapeutickym ucelim pii 1écbé rakoviny a koznich
chorob, lze ho pouZit také v terapii bakteridlnich infekci rezistentnich na antibiotika.
Zejména malé vedlejsi ucinky oproti klasické chemoterapii jsou nejvétsi vyhodou
fotodynamické terapie a také moznd kombinovatelnost s konzervativnimi metodami
1é¢by. Tento druh terapie ma velky ptislib i do budoucnosti. Stéle se provad¢ji studie a
vyzkumy pro zlepSeni targetingu fotosenzitizéru, nachdzeni novych senzitizér
s lep$imi fyzikalné chemickymi vlastnostmi.

Dalsi pokroky je mozné udélat voblasti fotoprotekce, zejména
fotochemoprotekce a podpory piirozenych ochrannych a opravnych mechanizmt, aby
se zabrdnilo vzniku a rozvoji rakoviny a predCasnému starnuti pokozky, kterd je

ndmahdna zhorSenymi podminkami Zivotniho prostiedi.
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Abstrakt

Pfi dopadu na organismus interaguje UV zifeni s bioaktivnimi molekulami a tim
dochdzi k jejich zméndm sriznymi ndsledky jako jsou mutace, karcinogeneze,
fotosenzitivita a dals$i poruchy. Tato price se zabyva negativnimi vlivy UV zéifeni na
Clovéka, chorobami, které vyvolavd, jeho vyuZitim v medicing a také fotoprotekci a

moZznym zmirnénim poskozeni zptisobenych timto zafenim.

Abstract

When the UV radiation strikes on the organism, it interacts with bioactive
molecules, which leads to their changes with various consequences including mutations,
cancerogenesis, photosensitivity and other disorders. This writing deals with UV
radiation negative effects on human, diseases, which are induced by it, its utilization in
medicine and also with photoprotection and possible modulation of damage induced by

this radiation.
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Vysvetlivky

AIP — akutni intermitentni porfyrie

ALA - kyselina 5-aminolevulinova

ARMD - makularni degenerace spojend s vékem (age-related macular degeneration)
BPD - derivaty benzoporfyrinu

Ceg — chlorin eq

CNV - neovaskularizace cévnatky

CO - oxid uhelnaty

COIL - chemicky kysliko-jodovy laser

COLIPA - Evropska asociace vyrobct kosmetickych toaletnich potieb a parfémi
COX-2 - cyklooxygendza 2

CPD - cyklobutanpyrimidinové dimery

CTCL - koZni T bunécny lymfom

DLE - diskoidni erythematod

DLI - interval mezi podanim lé¢iva a svétla (drug-light interval)

DMXAA - kyselina 5,6-dimethylxanthenon-4-octova

DOPA - 3,4-dihydroxyfenylalanin

DP — dendrimer porfyrin

EBYV - virus Epstein-Barrové

ECso — koncentrace, pfi které dojde k poklesu Zivotnosti bunééné kultury na 50%

EP — E prostanoidni receptor

ES — Evropské spoleCenstvi

@, — pravdépodobnost, Ze fotosenzitizér po absorpci kvanta svétla piejde do
tripletového stavu a pienese piebyte¢nou energii na kyslik

@, — pravdépodobnost, Ze fotosenzitizér po absorpci kvanta svétla piejde do
excitovaného tripletového stavu

G+ - Gram pozitivni bakterie

G- - Gram negativni bakterie

GCSF — granulocytarni kolonie stimulujici faktor

GM-CSF - granulocytarni a makrofdgové kolonie stimulujici faktor

GSH - glutathion tripeptid, glutamylcysteinylglycin

Hbm - hemoglobin vdzany na membréané



HIV — virus lidské imunodeficience

HLA - lidsky leukocytarni antigen

HO-1 — hemoxygendza-1

Hp — hematoporfyrin

HpD - derivity hematoporfyrinu

HPV - lidsky papilomavirus

HSA - lidsky sérovy albumin

HSV — herpes simplex virus

ICAM-1 — intraceluldrni adhezivni molekula 1

IL-1 — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

IPF — imunitni ochranny faktor

LDL - lipoproteiny o nizké hustoté

MED — minimdln{ erytémova davka

MIC — miniméln{ inhibi¢ni koncentrace

MMP1, MMP3 - metaloproteindzy

mPDT — metronomickd PDT

MPE - stfedni svételny tc¢inek

MPF — mutacni ochranny faktor

mtDNA — mitochondridlni DNA

m-THPC - (5,10,15,20-tetrakis(3-hydroxyfenyl)chlorin
m-THPP - 5,10,15,20-tetra(3-hydroxyfenyl)porfyrin
NAC — N-acetylcystein

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NFxB — jaderny faktor kB

NO - oxid dusnaty

3T3 NRU - vychytdvani neutrdlni ¢ervené (neutral red uptake) 3T3 bunkami
NSAID - nesteroidni antiflogistika

'0, - singletovy kyslik

O,’- - superoxidovy anion-radikal

OECD - Organizace pro ekonomickou spoluprici a rozvoj
OH’ - hydroxylovy radkikal

PABA - para-aminobenzoova kyselina

PACT - fotodynamické antimikrobidlni chemoterapie



PBS - fosfatovy pufr

PCT - porphyria cutanea tarda

PDI - fotodynamickd inaktivace

PDT - fotodynamicka terapie

PGE, - prostaglandin E,

Photoageing — dermatoheliéza, predcasné starnuti vlivem svétla
PIC micela — polyiontova komplexni micela

PIF — fotoiritaéni faktor

PMLE - polymorfni reakce na svétlo, (polymorphous light erruption)
PpIX — protoporfyrin IX

p-TPPS, - 5,10,15,20-tetra(4-sulfonatofenyl)porfyrin
PUVA - kombinace psoraleni s UVA zédfenim

RES - retikuloendotelidrni systém

ROS - reaktivni druhy kysliku

RPE - retindlni pigmentovany epitel

SLE - systémovy erythematod

SPF — slune¢ni ochranny faktor

TA — experimentdlni doba Zivota

TGF-B — nddorovy rlstovy faktor, (tumour growth factor)
TLR - Toll-like receptory

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a

VEGF - vaskularni endotelidlni rastovy faktor
1,25-(OH),;D3 — 1,25-dihydroxyvitamin D;

8-MOP — 8-methoxypsoralen



