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1. PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

1.1 UvVOD

Fotodynamicka diagnostika (PDD) a terapie (PDTujslva procesy zaloZzené na stejném
principu. Je jimsenzibilizace tkaré chemickymi latkami - fotosenzibilizatory, které jsou
schopny fluorescence, tj. schopnosghihurtitou vinovou délku dopadajiciho &la na délku
jinou, a déle po ozani s¢¥tlem gislusné vinové délky Zsobit uvohovani singletniho
kysliku a jinych volnych radikél| které naslednhvedou k destrukci tk&na to tim vice¢im je
swtelny zdroj intenzivijSi a koncentrace fotosenzibilizatoru ve tkani vyBvni schopnosti
vyuziva fotodynamicka diagnostika, druhé fotodynaditerapie.

Cilem t€chto metod je dosaZeni vysoké koncentrace fotos#imaioru v postizené tkani a
tim jeji odliSeni od tk&hzdravé, s navozenim selektivniho destniko &inku intenzivniho

swtla o vhodné vinové délce na nemocnouitkéz poSkozeni okolni tk&n

1.2. HISTORIE

Patatky fotodynamické terapie sahaji do doliglpmu minulého stoleti. Jako zakladni prace
shledavajici moznost diagnostickétiderapeutického pouzitickterych fotosenzibilizujicich
slowenin k vyvolani fotodynamické reakce jsou citovadileni Raaba a Tappeinera.

V roce 1900 publikoval profesor Hermann von Tapegifeditel Farmakologického Ustavu
na Ludwig-Maximiliano¥ Univerzit v Mnichow, pozorovani svého zdka Oscara Raaba,
ktery zjistil, Zze akridinovy roztok usmrcuje nalékym typu paramecium (Paramecium

caudatum), ale ve tfnje ne&inny (1). Vtomto séleni Tappeiner jiz fedpokladal, Ze



fluoreskujicich latek bude mozno pouzit &dé& pacient s koZznimi chorobami. V témZe roce
také Raab publikoval svou préaci, ve ktet@gm popsal podminky zmémého pokusu (2).
V roce 1903 zviejnil Tappeiner a Jesionek prvni zkuSenostbyekozniho bazaliomu, lupus
vulgaris a kondylomat lata s loké&laplikovanym 5% eosinem a naslednymien@m (3). Pro
nevelkou Usgsnost adZké vedlejSi dinky se v terapii nepoktavalo.

V roce 1904 Tappeiner a Jodelbauer dokazali, Zetoku akridinu je k dosazenickbného
G¢inku nutna pitomnost kysliku (4). Tappeiner &l pro fotosenzibilizaci zaffiomnosti
kysliku pouzivat ozni#ni ,fotodynamicky tinek” (,photodynamische Wirkung")

Prvni experimenty s hematoporfyrinem jako novynosenzibilizatorem popsal v roce 1911
Hausman (5). K zavedeni hematoporfirpiispél v roce 1912 takéamecky Iéka Friedrich
Meyer-Betz heroickym pokusem na spltkdy si sam intravenéZnaplikoval 200 mg
hematoporfyrinu, coz vedlo ke koZniegitlivélosti na s¥tlo pretrvavajici déle nez 2 ¢sice
(6).

Pres pouziti nefilis cistych substanci porfyrinovych fotosenzibiliz&tqtineslactyticata léta
minulého stoleti pikaz selektivni lokalizace v nddorové tkani (7, 8).

Novodobou éru vyuZziti fotosenzibilizatow diagnostice a terapii zahajili Lipson a Schwartz
na Mayo Klinice v 60.letech minulého stoleti. Para@li, Ze aplikace hematoporfyrinu vede
k fluorescenci neoplastickych Iézi, coz umoznifecfevizualizaci v pibéhu operace. Lipson
se snazil dosahnout lepsi selektivity akumulacedteporfyrinu, tim Ze jej podrobil acetylaci
pomoci acetanhydridu a kyseliny sirové. Timto pseoe ziskal sk porfyrini, kterou dnes
ozn&ujeme jako derivaty hematoporfyrinu (HPD). Tatoésnbyla pouZzita k fluoresceni
diagnostice nadér piicemz se ukazalo, Ze je mnohettinéd¢jSi nez samotny hematoporfyrin
(9). Derivaty hematoporfyrinu byly poté pouzivamgkdy téZz pod ozngnim Photofrin |,

v experimentech i klinické mediain



Komerné se HPD z&aly vyraket pod ndzvem Photofrin Il, ktery byl chemickistSi nez
Photophrin | diky odstrami mér¢ aktivnich monomér porfyrini. Tato latka byla prvnim
fotosenzibilizatorem povolenym k systémoveé aplikadilovéka pro I€ebné dely v rdmci

fotodynamické terapie.

NejzavazgjSim vedlejSim dinkem HPD byla #kolik tydna pretrvavajici  kozni
fotosenzitivita. Lokalni aplikace HPD vSak nebyl@ozna pro jejich po#iné velkou

molekulu (tetrapyrolovy kruh), kter& nepronikla kicze.

Rozhodujicim pelomem bylo nasledné pouZiti kyselirdraminolevulové (ALA) jako
prekurzoru hematoporfyrinu v r. 1990 Kennedym al.sgejiz relativik mala molekula
snadrji pronikla pokoZkou a akumulovala se v metabolickktivnich buikdch (10).
Fotodynamicka terapie s loké&n aplikovanym fotosenzibilizatorem se fegunula
z vyzkumnych laborttd do klinické praxe vroce 1999, kdy byla tataidBna metoda
s pouzitim pipravku obsahujiciho ALA (Levulan®, DUSA Pharmadeals, Wilmington,
Massachusetts, USA) schvalena americkytiadgm pro kontrolu potravin adig (FDA)

k 1é¢b¢ aktinickych kerat6z. Naslednbyl v mnoha evropskych zemich a v Australii s¢bra
metylester aminolevulové kyseliny (Metvix®, Galdex, P#iz, Francie) k 1&¢ aktinickych

kerat6z a bazaliotn

Dnes aminolevulova kyselina a jeji metylestéedstavuji jedny z n&asgji pouzivanych
fotosenzibilizatol v dermatologii.

Historie fotodynamické terapie a diagnostiky bytehpedr a detail®d popsana v&kolika

publikacich, kde je moZné ziskat vSechny referemcevySe zmignych pracich a
experimentech (11, 12).

Také vCeské republice v 90.letech minulého stoleti byldoZzena Spoknost pro
fotobiologii, Vv jejimz c¢ele stal profesor Milan Jirsa, ktery propagoval Ztu

fotosenzibilizdtoru TPRPS Ten se vSak pro proklamovanou neurotoxicitu ribz



(Sacchini, 1987)Unikatre ¢isteny TPPQ byl zkouSen na &kolika dermatologickych
pracovidtichCR (Praha, Hradec Kralové a Piye(Jirsa, 1990; Jirdaskova, 1999, Jiraskova a
Jirsa, 1998)Studie vSak skafila zanikem firmy Lachema Brno, kterd byla dodalate
tohoto gipravku. Prof. Jirsa v rdmci hledani dalSich mobnfatosenzibilizatar navrhl také
metoducisténi a standardizace hypericinu jako poten@giouzitelného fotosenzibilizatoru,

jehoZ &innost byla o¥ena v ramci grantového projektu IGA MR (NR 7901-3).

1.3. PRINCIP FOTODYNAMICKE DIAGNOSTIKY A TERAPIE

Fotodynamicka terapie jedébna metoda, ktera je zaloZena na selektivni fouiisiizaci
tkare pomoci lokalg aplikovanéhai celkow podaného fotosenzibilizatoru, ktery po tead
swtlem pislusné vinové délky vyvolava na kysliku zavislaytotoxickou reakci.
Fotodynamicka diagnostika pakeplstavuje diagnostickou metodu vyuZivajici fluoeest

Ié¢eného projevu k jeho vizualizaci.

Ucinkem absorbovaného &la dochézi ke vzniku excitovaného stavu molekul
fotosenzibilizujici latky. Na molekularni Urovni nika vzdjemnd interakce fotonu (z&kladni
.Jednotky swtla“) a molekuly fotosenzibilizatoru.

Foton je nositel tzného mnoZstvi energie,coZz se projeuitau vinovou délkou a tim i
barvou s¥tla. Vztah energie fotonu a vinové délky je Hem ungrny, tj. se vzistajici
energii fotonu klesé vinovéa délkactha.

Foton [ styku s molekulou nebo atomem reaguje s jejidktebnovym obalem (obr. 1).
Nejprve nastava faze absorpce, kdy atom absorbugegie fotonu, coz jej fivede do

elektronicky excitovaného stavu danéhiegunem elektronu do periféjgi orbity. Aby



mohlo k interakci dojit, musi energie fotonu odmiati energetickému rozdilu mezi cva

orbitami, ktery je specificky pro kazdy atom neboolekulu (a tedy i pro kazdy

fotosenzibilizator).

o

A B

Obr.1. Schéma interakce mezédem a elektronovym obalem atomu

A/ Behem absorpceipdava foton svou energii elektronu (-), ktery sstéled do excitovaného stavuizgunuje
se do perifer§Si orbity

B/ Elektron se rychle vraci doipodniho stavugast energie je uvodma vyz&enim nového fotonu, coz se
projevuje fluorescenci

Po UspSné absorpci je molekula v excitovaném stavuhoh se vraci zfi do zakladniho
stavu uvol@nim absorbované energie. Toto uvinse dje nékolika zpisoby:
a) neradi@nim uvolrénim ve forng tepla
b) radia&nim vyz&enim ve formd now vzniklého fotonu (do této kategorie Hat
fluorescence)

c) predanim energie jiné molekule (tohoto efektu vyuZdtddynamicka terapie)

V piipad fluorescence je energie vyeaého fotonu vzdy mensi nez energie fotonu
vedouciho k excitaci.fiRinou je ztrata ufité ¢asti energie neradiaim zpisobem, pipadré
skut&nost, Ze se molekula nevraci na nejnizsi energrtickove zakladniho stavu. V praxi
se takova situace projevuje tim, Ze fotosenzilibiz@ébsorbuje sitlo v oblasti modré&asti
spektra (kolem 400nm), ale fluoreskujerverg. Jinymi slovy fotosenzibilizujici latka

vyzauje fotony o nizsi energii a tedy s vysSi vinovogéikdu. Prag tohoto principu se



vyuziva u fotodynamické diagnostiky, kdy postizekai cervert fluoreskuje po fedchozi
selektivni akumulaci fotosenzibilizatoru a ¢&di modrofialovym excitmim swtlem.

U fotodynamické terapie se naopak ujlge posledni uvedend moznost a tedani energie
jiné molekule, nagjastji kysliku. Z toho vyplyva, Ze k dalSimuiiehu fotodynamické reakce
je nezbyt® nutnd pitomnost kysliku ve tk&ni. Kipnosu energie na molekularni kyslik je
dulezité, aby molekula fotosenzibilizatoru nejprvere§la z excitovaného stavu do
metastabilniho tzv. tripletniho stavu (T*), ve I&er mize diky &tSi stabilie setrvat delSi
dobu. Tento tripletni stav je nasleédschopen fenosu energieifmo na molekularni kyslik
(O,) za vzniku singletnihd'®,). Tento proces je oztiavan jako reakce Il. typu, kdy singletni
kyslik rychle a bez rozdilu reaguje s okolnim aiefiinim biomaterialem, jako nap

nenasycené mastné kyseliny, proteiny, nukleovélikysatd., za vzniku cytotoxické reakce.

Reakce Il. typu:  T*+ O, — S+ 10, (1)
'0, + A — cytotoxicky efekt (2)

Krome¢ toho miZze prolghnout i reakce I. typu, kdy je energigepaSena na jiné molekuly (A)
za vzniku toxickych radikél (A-"), které posléze reaguji s kyslikem za vzniku ogimkych

oxyprodukfi ve tkani (Ax).

Reakce I. typu: T*+A—> S +A7 (1)
A*+30, — Aoy 2)
nebo S+0, > S+ 0 3)
O +A— Ax (4)

Oba typy reakci probihaji stasré. Pongr mezi reakcemi je zavisly na pouZzitém
fotosenzibilizatoru, jeho subcelularni lokalizaci reabidce substrat@i kysliku v okoli
aktivovaného fotosenzibilizatoru. Vysledkem obopityeakci je cytotoxické gsobeni na
buiky postizené tka&ha téZ na endotelialni By cévnich sin v mist lé¢eného projevu.

Vysledkem je poskozeni békivedouci k nekrozé apoptoze.



Ukazuje se, Ze préwznik singletniho kysliku hraje hlavni roli ve éatynamické terapii.
Oxidaci singletnim kyslikem dochazi k poSkozeni steroidnich jadrech cholesterolu, v
nenasycenych mastnych kyselinach a v proteinegipt@iian, histidin, cystein, methionin)
(13). Na subcelularni arovni se objevuje destrukaaécné membrany a membran inych
organel. Peroxidace lipida tzv. cross-linking bilkovin vedou k depolarizaciinaktivaci
membranovych enzyins naslednym zvySenim membranové permeability. iPakstizeni
muze byt lokalizované i v lysozomech a mitochondriich

PoSkozeni buftného jadra se nezda byt rozhodujicim momentem v-iRBdkovaném
cytotoxickém @inku. Z tohoto dvodu je fotodynamicka terapie povaZzovana zsbé@ou
metodu s nizkym potencidlem indukce mutati karcinogeneze (14). Bgdnd smrt
zpusobena nekrozou je indukovana zejména poSkozenganel zgisobenym peroxidaci
membranovych lipid, disrupci lysozomalni membrany, inhibici enZyra poSkozeni
nuklearnich komponent.

Naopak PDT-indukovana apopt6za jeaggbena fotosenzibilizatory, které se pringrn
vychytavaji v mitochondriich, kde rychle navozup pvé fotoaktivaci apoptoticky proces.
Vlivem singletniho kysliku dochézi ke Zeni mitochondrialé vazané cytochrom C-oxidazy,
coZ je povazovano za jeden z kritickych signaldukce apopt6zy (15). Ztrata cytochrom C-
oxidazy po PDT zfsobuje strmy ndist aktivity kaspazy 3, kterd hraje ddivou roli gi
zahjeni apoptdzy (16, 17, 18).

Volné kyslikové radikaly fednosts poSkozuji neovaskularni a vaskularni elementy veaie
sekundard ke znieni postizené tka&episobené nedostatkem kysliku a Zivin. PostiZzeny jsou
zejména biiky endotelu, cozZ je fginou aglomerace krevnich destk a vzniku tromb.
Dochézi k poruSeni rovnovdhy mezi produkci prosticy endotelovymi bikami a

v trombocytech vzniklém tromboxany 4.9).
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Béhem fotodynamické terapie dochézi i k uwlani zastlivych mediatoft v dasledku
degradace fosfolipid (nag. proteiny akutni faze, proteindza, peroxidaza, taigk
komplementu, cytokiny). Ty nasle&éinpisobi jako signal pro vcestovani makrafag
neutrofilnich granulocyt do postizené oblasti (14).

Na zav¥r Ize shrnout, Ze vlivem reakci I. a Il. typu dozh& poSkozeniéch burgenych
struktur, které maji neftSi afinitu pro fotoaktivni slateninu. PoSkozeni jedristi buiky
nebo tkam vyvolavarettzovou reakci, ktera vede k destrukci celé |éze nélidsti, kterou
jeS€ zasahlo z&ni pouzitého zdroje stta. Zda bude smrt lilky vyvolana apopt6zodi
nekrozou zavisi na soth mznych faktodh véetré typu buiky, koncentraci

fotosenzibilizatoru, jeho subcelularni lokalizaci snad i na déavce ni (J/cm).

Mriviw s

1.4. ZDROJ S\ETLA

Jako zdroj s#tla pro fotodynamickou terapii mohou byt pouZitgday emitujici jednotlivé
vinové délky nebo zdroje nekoherentnihétk

Ze skupiny lasér jsou nejvhod§Si barvivové, laditelné, argonovymélem buzené lasery,
eventuald diodové lasery. Nespornou vyhodou koherentnilierige moznost jeho zavéd
flexibilnimi svétlovody do €lnich dutin a jsobit tak velmi cile&t na malé loZiska.

V dermatologii Ize vSak pouZzit i zdroje nekoherémbns\ttla jako jsou rttiové ¢i xenonoveé
lampy s pedrazenym filtrem propustnym praervené s#tlo, resp. oranzové stlo (630 nm).
Zdaji se byt stefatak (Einné jako lasery a navic maji vyhody v mozZnostiremawtsi plochy
a v niz8i cea (21). Jejich nevyhodou je fakt, Ze energie jejiprsku se sniZuje smem
k periferii oza&ovaného pole a dale nemoznost vyuZziti v endoskapiba@” ve sétlovodech

dochazi k velkym sstelnym ztratam.

11



Hlavnim snérem dalSiho rozvoje PDT #éu v dermatologii se zdaji byt zdroje vybavené
LED prvky (light emission diode), jejichz vyhodacgfra v jejich stabili¥, dlouhé Zivotnosti
a moznosti zétSeni velikosti ozsmvaného pole.

VétSina lamp vyuZiva éerveného” absotmiho maxima pro PPIXipvinové délce 635nm
k dosaZzeni maximalnihojpriku tkani, &koliv néktera zaéizeni vyzauji i swtlo, které vede
k aktivaci v nizSich oblastech vinové délky, a i 10, 545 a 580nm. Existuji i faky
zamgiena na maximum v oblasti ,modrého¢8a” s vinovou délkou 410nm, které vSak
vykazuji mensSi hloubku penetrace. Tato hodnotalsezda byt dostat®ou pro aktinické
keratdzy (22).

Swétlo s vinovou délkou 635nm e pronikat aZz do hloubky 6mm, zatimcétky s vinovou
délkou v rozmezi od 400 do 500nm pronika jen dalbky 1-2mm. Nicmé#&v kizi dochazi

k vysokému rozptylu absorbovanéhatta, takze terapeuticky¢inna hloubka pisobeni pi

ALA-PDT je zn&né sniZzena, tj. 1-3mmipvinové délce 630nm (23, 24).

1.5. KYSLIK

K toxickému poSkozeni tké&npii fotodynamické terapii je nezbytn&imnost kysliku.

V pokusechin vitro bylo prokazano, Zeippoklesu obsahu kysliku v systému pod 2% jsou
buiky rezistentni na fotodynamickou terapii (25, 2&tudiemi bylo také ateno, ze
produkce singletniho kysliku je @ma absorgnimu koeficientu fotosenzibilizatoru a zavisi
na koncentraci kysliku ve tkani (27).

V preklinickych studiich bylo prokadzano, Ze v hypeickém prosedi, kde dochazi ke

zvySovani tkdové koncentrace kysliku, stoup&tinnost fotodynamické terapie (28, 29).
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DulezZita je skuténost, Ze singletni kyslik mé& velmi kratky p&ds (0,01 - 0,041s) a roviz
velmi maly akni radius (0,01 - 0,0@m) (30, 31). Na subcelularni Urovni protspbi pouze
v bezprostednim okoli svého vzniku. Konkrétni cil jehé@spbeni a mechanismus usmrceni

buiky zavisi na intracelularni lokalizaci fotosenzibditoru (20).

1.6. FOTOSENZIBILIZATORY

1.6.1. Uvod

Fotosenzibilizator je latka, ktera je schopna dbeeat sételnou energii a naslednji
piredavat molekulam jinym nebo ji vyizvat. Latek sdmito vlastnostmi existuje velké
mnozstvi, avSak pro peby klinické aplikace by th fotosenzibilizator sgiovatiadu dalSich
podminek.

Mezi pozadavky idealniho fotosenzibilizatoru fiatchemicka cistota, jeho schopnost
vychytani se v cilovych bitinych strukturich, kratkgasovy interval mezi jeho aplikaci a
maximalni akumulaci v postizené tkani, kratky gal rozpadu, aktivace vinovymi délkami
s optimalni penetraci, vysokdidnost (¥ tvorbé singletniho kysliku, nizka toxicita (tzv. ,lack
of dark toxicity”) (32, 33). Dostatmé mnozstvi fotosenzibilizatoru v postizené tkami |
zékladnim pedpokladem optimalni terapeutické odgdiv Aplikace fotosenzibilizatoru je
bud’ celkova (i.v.) nebo lokalni (intralezionalni, @fmdéi pod okluzi ve fornd masti, krému,
gelu a nebo roztoku).

V¢étSina fotosenzibilizatdr je nachylnych k jejich modifikaci a destrukcéhem setelné
expozice. Jde o tzv. ,photobleaching effect”. Kiky je tak ozn&vana situace,ip které

dochéazi k vymizeni fluorescence vipghu osvitu. Podkladem tohoto jevu je fotodegradace
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dané latky. HEc¢ina je nepochybh komplexni. Jednim z mechanidmje destrukce

fotosenzibilizatoru vlastnim singletnim kyslikentel vznika v péibéhu osvitu.

1.6.2. Rozdleni fotosenzibilizatoni

Fotosenzibilizatory jsou rozteny do dvou velkych skupin, a to na systémové kaltd.
Systémové fotosenzibilizatory (tab. 1) se dale iklagi podle pitomnosti tetrapyrolového
kruhu na latky 1l.generace zahrnujidfirqzené a polosyntetické purifikované derivaty
hematoporfyrinu, a dale na latky 2. generace, kamaazuji syntetické fotosenzibilizatory
neporfyrinického pvodu (12).

Mezi lokalni fotosenzibilizatory p#t prirozeny prekurzor porfyriln a to 5-aminolevulova
kyselina a jeji metylester forma, kdy ani u jednoh@ipadi se nejedna o vlastni

fotosenzibilizator, ale o prekurzor fotoaktivni stance protoporfyrinu IX.

1.6.2.1. Systémové fotosenzibilizatory 1.generace

Porfyriny jsou organické, cyklické sldeniny odvozené od tetrapyrolu porfinu, coz je latka
tvorena ¢tyimi pyrolovymi kruhy spojenymi pomoci methylenovyahuastki (obr. 2).
Porfyriny maji schopnost tvib komplexy s kovovymi ionty za vzniku metaloporifyi, které
maji nezastupitelnou Ulohu v mnoha metabolickychocesech. Nejvyznandj$im
metaloporfyrinem je hem vznikajici vazbou se Zeilezk&tery se nachazi v mnoha Zivétn

dulezitych enzymech, jako naphemoglobin, myoglobin, cytochrodnkatalaza.
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7 6

Obr. 2. Struktura porfyriin
Hematoporfyrinové derivaty (HpD) jsou ziskavany tglaei hematoporfyrinu pomoci
acetanhydridu a kyseliny sirové (obr. 3). Chemidgochazi Bhem gipravy ke vzniku
éterickych nebo esterickych vazeb mezi molekulaematoporfyrinu, takze vysledna &sn
obsahuje monoméry, diméry i oligoméry. Prvni klkizkousky s derivaty hematoporfyrinu

uréeneé k I€éb¢ karcinomu plic byly popsany Hayatem a kol. v r82934).

H,C-HOHC

H,C CHOH-CH,

H,C CH,
CH, CH,
CH, CH,
1 []
COOH COOH

Obr. 3. Hematoporfyrinové derivaty (HPD)
Porfimer sodny (Photofrft) Axcan Pharma Inc., Birmingham, AL, USA) je chekyicistsi
slowenina nez derivaty hematoporfyrinu, ze kterého bygstragny mére aktivni

monomeéry.
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HpD a porfimer sodnyiedstavuji prvni fotosenzibilizatory povolené k gysbvé aplikace u
¢lovéka pro terapeutické ¢ély v rdmci fotodynamické terapie. Jejich indiké spektrum

zahrnujetasna stadia karcinomu plic, Kaposiho sarkom, Bargitten (35).

1.6.2.2. Systémove fotosenzibilizatory 2.genera(3b)

1.6.2.2a Slo¢eniny odvozené od porfin

1.6.2.2a.1. Chloriny (Chlorins)

Chloriny, nebo-li derivaty chlorofylu, sithabsorbujici sétlo v ¢ervené oblasti v rozmezi
vinovych délek 640-700nm mohou byt ziskany modidikehlorofylu a nebo cestou jejich
chemické syntézy. Mezi nejznadi pati chlorin  a jeho derivaty, dale purpuriny, derivaty
benzoporfyrinu a metahydroxyfenylchlorin.

Chlorin g (Ceb6), rkdy také oznéovany jako fytochlorin, je ziskavan modifikaci crdéylu
(obr. 4). Tato hydrofilni latka ma Sotetpas (absormi maximum) pi vinové délce 402nm,
dalsi jeho absotmi pas se nachazi v oblagtirveného sstla pri 654nm. Po jeho finiku do
buiky se lokalizuje v lysozomech, kde po texdi zgisobuje poskozeni. Jeho derivaty (hap
mono-L-aspartyl chlorin g Ace6], diaspartyl Ce6, monoseryl Ce6) jsou vipefilni a jsou

lépe vychytavany v tumordzni tkani s naslednéinnigjSi destrukci postizenych béin
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H?Cﬁ CHy

CHy
HiC— —"Ir
HAC] ——CHg
H
) A=
- o HO @

0= HO

OH

Obr. 4. Chlorin g
Purpuriny se silnym absamim spektrem ¥ervené oblasti v rozmezi vinovych délek 630-
715 nm mohou tvi@t komplexy s kovy (zinek, cin). Prdvyto komplexy jsou &nné i
fotodynamickém procesu.
Benzoporfyrinové derivaty se silnym abs@mpm vrcholem f vinové délce 690nm jsou
syntetizovany z protoporfyrinu (obr. 5). Preparétteporfin (Visudin&, Novartis AG, Basel,

Switzerland) je pouzivan v oftalmologii kilgg senilni makularni degenerace.

R = CO,CH,

Obr.5. Benzoporfyrinové derivaty (Verteporfin, Viine®)
Meso(tetra)hydroxyfenylchlorin (m-THPC) (TemopotfinFoscafi; Biolitech Pharma,
Edinburgh, Scotland, UK) péatmezi jedny z nejvice aktivnich fotosenzibilizdtopro jejichz
fotodynamicky dinek je dostéujici malé mnoZzstvi a nizka davka texdi (obr. 6). Absorni

vrchol je @i vinové délce 652nm. Nevyhodou je nerozpustnodekuty m-THPC ve vodl.
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OH
Obr.6. Meso(tetra)hydroxyfenylchlorin (m-THPC)

1.6.2.2a.2. Ftalocyaniny (Phthalocyanines)

Ftalocyaniny jsou syntetické porfyriny, ve kterydiyly vymeénény pyrolové skupiny
benzenovymi a methylenovéistky dusikovymi (obr. 7). Jejich absoénd vrchol se pohybuje

mezi 675-700nm.

Obr.7. Ftalocyaniny

1.6.2.2a.3. Texafyriny (Texaphyrins)
Texafyriny pati mezi syntetické porfyriny, kdy mezi nejzn&¥si fotosenzibilizator z této
skupiny pati lutetium texafyrin (Lu-tex, Lutry®, Pharmacyclics Inc., CA, USA)

s absorpnim vrcholem g 732nm (obr. 8).
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Obr. 8. Lutetium texafyrin (Lu-Tex)

1.6.2.2a.4. Bakteriochlorofyl a jiné derivaty (badbchlorophyll)

Bakteriochlorofyl je pirozeny pigment s absafpim pasmem okolo 780nm (obr. 9). Jeho

derivaty (nap. WST09, Tookal, Toussus le Noble, France) jsou syntetizovanyevahi.

CHs CH; CHj CH; H
H : 0
COOCH:
QOC

Obr. 9. Bakteriochlorofyl

HiC

1.6.2.2b Slogeniny neporfyrinickéhojvodu

1.6.2.2b.1. Chinony (Quinones)

Mezi chinony pai antrachinony, perylenchinony a hypericin (obr, 10).
Fotosenzibilizujici schopnosti hypericinu jsou ziyaradu let, avSak jeho antitumordzni a

antivirova aktivita je detaikhzkoumana az v poslednich letech.
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O

Obr. 10. Antrachinon

OH O

Obr. 11. Perylenchinon

1.6.2.2b.2. Xantény (Xanthenes)

Xantény jsou organicka barviva ra@tena do dvou skupin, a to na tzv. bifenylmetanové
derivaty (pyroniny) a na trifenylmetanové derivétaleiny). Mezi nejznamg)si ftaleiny pati
fluorescein se svymi derivaty (eosin, erythrosiphodamin (obr. 12, 13).

Rhodamin je vyuzivan zejména v oblasti lasétvazuje se o dm také jako o potencialnim
fotosenzibilizatoru. Nejvyznandjsi z jeho skupiny je rhodamin 123 se silnym ab&oim

vrcholem pi vinové délce 500nm. Jeho maximalni fluorescénspektrum se nachazi
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v oblasti kolem 530nm. Jedna se o lipofilni molekuktera se akumulujei@devsim

v mitochondriich.

HO 0 OH
Obr. 12. Flurescein
CHy
cl
= .
HoMN (9] NH,

Obr.13. Rhodamin 123

1.6.2.2b.3. Cyaniny (Cyanines)

Cyaniny byly mivodre vyvinuty pro fotografickou emulzi, nasleglipo zjiséni jejich afinity

k nadorovym bitkam byla pozornost sodsténa i na jejich mozné vyuziti ve fotodynamicke
terapii nadoi.

Jednim z cyaniinje merocyanin 540 (MC540), u kterého byla proka&zafinita s naslednym
selektivnim fototoxickym &nkem pro fizné typy nadorovych bék a viry (obr. 14).
Nicmére jeho vyuZziti je limitovano pro superficialni formyumorti vzhledem k jeho

absorgnimu vrcholu pi kratkych vinovych délkéach.
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HsC

Obr. 14. Merocyanin 540 (MC540)

1.6.2.2b.4. Kationtova barviva (Cationic dyes)

Nekolik dalSich barviv s fotosenzibilizujicimcinkem byla popséna cetre fenothiaziri

(methylenova mod a akridinové oranzi (obr. 15). Thiazinova barvavakridin byly prvnimi

sloweninami, které byly pouzity ve fotodynamické terapantivirovym @inkem.

N(Me), s N(Me),

Obr. 15. Methylenova mad

Tab. 1 Hlavni fotochemické a fotobiologicke viasiti vybranych fotosenzibilizator
ukenych k systémové (intravenozni) aplikaci

absorgni  davka davka z#&eni délka inkubace délka foto-

vrchol (nm) (mg/kg) (Jlcrf) ped oz&enim (h) senzibilizace
Hematoporfyrinové derivaty 630 2,0-5,0 7820 24-48 2-3dwice
Porfimer sodny 630 2,5-3,0 75-200 24-48 1-2 gsice
Benzoporfyrinové derivaty 690 0,15-05 0&WO 0,5-2,5 4-7 dni
Mono-L-aspartyl-chlorin ¢ 654 0,5-3,5 25-100 0,5-2,5 3-7 dni
Meso(tetra)hydroxyfenylchlorin 652 0,1-0,3 8-12 24-48 do 6-ti tydn
Lutetium texafyrin 732 0,6-7,2 150 3-5 do 7 dni
Naftalocyaniny 760 0,3-0,5 200-450 24 3dny
Cin-ethyl-etiopurpurin 660 1,0-2,0 100-300 24 do 1 ®gsice
Zinek(ll)-ftalocyaniny 675 0,5-2,0 70-150 24-72 8-10 dni
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Prevzato:Calzavara-Pinton PG, Venturini M, Sala R: Photodynatherapy: update 2006. Part 1:
Photochemistry and photobiology. JEADV 2007; 21298-302.

1.7. KYSELINA 5-AMINOLEVULOVA (5-ALA)

Kyselina 5-aminolevulova (5-ALA) (§H10CINO3;, mol.hmotnost 167,59g/mol ) jeipzers
se vyskytujici latka, ktera je vyznamnym prekurnordiosyntézy hemu a b&mych
cytochromii (obr.16). Lidsky organismus vyrobi deénaoca 0,5g této latky, a pokud neni
vyuZzita pro syntézu, je vybovana moi.

5-ALA nem& sama o sébschopnost fluoreskovat, avSak stoji natgtku syntetického
ietézce, jehoz pedposlednim produktem je protoporfyrin IX (PPIXdedy @i osvitu swtlem
ur¢itych vinovych délek intenzivh¢ervere fluoreskuje. Poslednim produktem celéb@&zce
je hem vznikajici chelaci protoporfyrinu IX se Zmie, ktery rovéZz nema schopnost
fluorescence. Inkorporace Zeleza do molekuly PRI>odehrava v mitochondriich z&asti
enzymu ferochelatazy. Vznikajici hem se nasieddze na idzné proteiny za vzniku
klicovych biomolekul (jako nap hemoglobin, cytochromy, peroxidaza), které&ermpsem
kysliku umo#uji buns¢né oxid&ni pochody. Nehje piitomnost &chto latek v organismu
Zivotrg dulezita, jsou vSechny lalky lidského €la, s vyjimkou zralych erytrocyt vybaveny

enzymy nezbytnymi pro syntézu hemu.

OH

Obr. 16. 5-aminolevulova kyselina (vlevo) a protdpin 1X (vpravo)
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Pri fotodynamické diagnostice vyuzivame sKummsti, Ze po aplikaci 5-ALA dochazi

k hromaéni fluoreskujiciho PPIX. Tato akumulace je navic ommem intenzivyySi

v nddorovych biikach nez-li ve zdravychiimz je zajis&na vyznamna nadorova selektivita.
Pricinou zvySené akumulace protoporfyrinu IX v nadortkéni po podani 5-ALA je zejména
snizend aktivita ferochelatazy v tumordzni tka®i 7).

Jako prvni akumulaci endogennich porfyripo aplikaci 5-ALA popsali Kennedy a Pottier,
kteri pouzili 5-ALA rozpustnou ve vodné fazi olejové emulze na povrchové koZzni
bazocelularni karcinomy. Poékolikahodinové inkubaci pozorovalifipoz&eni modrym
swtlem o vinové délce okolo 400n&ervenou fluorescenci, ktera byl&tomna jen v oblasti

nadorového bujeni (38).

1.7.1. Syntéza hemu a jeji regulace

K pochopeni fi¢in selektivni akumulace endogennich porfgripo aplikaci 5-ALA je nutno
detailnich znalosti gbéhu syntézy hemu a jeho regéhéch mechanisin(obr. 17).

Prvnim krokem syntézy hemu je tvorbaALA z glycinu a succinyl koenzymu A z&asti
enzymu ALA-syntetazy Tento enzym je lokalizovan na Jmt strag mitochondrialni
membrany a vyznangrse podili na regulaci celého procesu.

V dalSi fazi dochazi ke kondenzaci dvou molekul 5AAza vzniku porfobilinogenu. Tento
krok je regulovan v cytoplazéruloZzenym enzymerLA-dehydratazou

Nasledujici proces je indukovan &wa cytoplazmatickymi enzymyporfobilinogen
deaminazou(PBGDR uroporfyrinogen 1l kosyntetazowkdy dochazi ke kondenzaétyr
molekul porfobilinogenu a tvowb tetrapyrolového jadra za vzniku osmikarboxylového

uroporfyrinogenu lll.

24



Nasledr cytoplazmatickym enzymenroporfyrinogen dekarboxylazgsou odstragny ¢tyii
karboxylové skupiny za vznikkoproporfyrinogenu 11

DalSi proces seipsunuje z cytoplazmy 2p do mitochondrii. Enzym koproporfyrinogen
oxydaza, ktery se podili na dalSim kroku, je tdmializovan v prostoru mezi membranami
mitochondrii. Tento enzym dekarboxyluje a oxidu@stipanniietzce propionovych kyselin
v kruhu A a B na vinylové skupiny za vznigwotoporfyrinogenu IX.

Nasledr jiz dochazi k syntézeprotoporfyrin IX (PPIX) oxidaci tetrapyrolového jadra
odstragnim Sesti vodik z molekuly protoporfyrinogenu IX. Enzym zodgowy za tento
krok, protoporfyrinogenoxydazase nachazi na viiti strag mitochondridlni membrany a
vykazuje vysokou substratovou specifitu. PPIX jingm oxidovanym porfyrinem v bice,
coz vys¥tluje jeho schopnost fluorescence. Ostatni porfyfaou za normalnich podminek
piitomny pouze v redukované foéjako porfyrinogeny, které nefluoresku;ji (39).

Poslednim krokem celého procesu je inkorporacedale molekuly PPIX zacasti enzymu

ferochelatazyVyslednym produktem jeem.

25



MITOCHONDRION CYTOPLASM

Succynll Cot 4.y “\\ ALA-Dehydrat
-aynthase x ralase
* 5 ALA y; > Porphobilinogen
Glycine A H.O
1 . 2
1 negative . Y 4 NH
PBG-Deaminase a
, control
[]
Heme Hydroxymethylbilane
2 H4 LUro ir n
Ferrochelatase ﬁf;p},:ms? B H,0
Fe® Y
Protoporphyrin 1X Uroporphyrinogen 11
Prot . Uroparphyrinogen 4w
3H, Tﬁ”ﬂ’f:d]":;em” Il decarboxylase 4 CO,
Copropofphyrinogen
Protoporphyrinogen <€—fX988 _ conan6mhyrinogen

] i

Obr. 17. Biosyntéza hemu
VSechny enzymy ziastnujici se syntézy hemugwbi ireverzibil@d. Nejnizsi aktivitu z nich
maALA-syntetaza PBGD, zatimco ostatni enzymy maji aktivitu podstatgssi (39).
Cely proces je regulovan kr@mdostupnosti substriat zpitnovazebnou inhibiciALA-
syntetazyTato zgtna vazba je realizovana hlavpiitomnosti hemu v hice. Ritomny hem
je schoperALA-syntetazunhibovat gimo, gipadré blokovat transkripci, translaci a transport
proteinu do mitochodnrii. f#m& inhibice ma izjm¢ mensi vyznam, protoZze se uplge az
pii koncentraci 1§ M, zatimco tvorba ALA syntetézy je kontrolovana i koncentraci
10°M (39).
Podstatné je, Ze v praxi postihujeétzppvazebny &inek hemu pouze syntézu prvniho

meziproduktu, a to 5-ALA, ale nikoliv dalSi krokyrdetickéhotietzce. Za pirozenych
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podminek proto nedochazi k akumulaci Zadného zpodgennich meziproduktschopnych

dat vznik fluoreskujici substanci.

1.7.2. Nasledky exogenniho podani 5-ALA

Po inkubaci buék s 5-ALA lze zachytit jeji fitomnost v cytoplazg) coz za normalnich
podminek neni diky zZpnovazebnym mechanismm mozné. Resny zfisob vstupu 5-ALA do
eukaryotickych bugk neni znam, fedpoklada se vSakéktery z mechanisin aktivniho
transportu.
U weétSiny studovanych bwinych linii byla prokazana vyznamna akumulace PPIX p
piedchozi inkubaci s 5-ALA (39). Tento jev je vyHovan limitovanym mnozstvim a
aktivitou enzymuferochelatazyJak jiz bylo uvedeno vyse, je prokazano, Ze aktitohoto
enzymu je ufady nadorovych butk velmi nizka, coz podporuje intracelularni akunsula
PPIX (36, 37).
Bylo zjiSttno, Ze intenzita syntézy porfyfirje v podminkach in vitro signifikangnvyssi u
malignich nadorovych linii nez u kultur derivovahyaz nemaligni tk&h (39). Existuje
nékolik vyswetleni, pr@& po aplikaci 5-ALA dochazi k selektivni akumulaciPIX
v nadorovych biikach:
1. Predpoklada se, Ze nadorove tkdmaji mer vyjadienou bariéru, kterd by branila
penetraci a intersticialni distribuci 5-ALA (40).
2. Vstup 5-ALA do buiky je prevazr zajisSeén aktivnim transportem, jehoz vykonnost
muze byt u nadorovych bk vystupiovana.
3. Aktivita PBGDje v nadorovych htkach zvysSena (39).
4. Aktivita ferochelatazyje naopak u nadorovych hdkn snizena. Tuto skutrost

povazuje ¥tSina autol za zasadni pro selektivni akumulaci PPIX (36,489,
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1.7.3. Absorpéni a fluoresceréni spektra PPIX

Dokonald znalost absampiho a fluorescemiho spektra PPIX je nezbytnd pro spravnou
volbu optimalnich vinovych délek excitaiho s¥tla (obr. 18). Tvary kvek vyswtluji, proc

je nutno k excitaci PPIX pouzit modréha@sa a pr@ dochazi k fluorescenéervené barvy.
NejiinngjSi absorpce u PPIX je dosazend pouZiti s¢tla vinové délky 400nm. Toto
absorgni maximum se ozraje jako tzv. Sorélv pas (,Soret band“). Z hlediska
fotodynamické diagnostiky je vyznamné, Ze gxcitaci s¥tlem této vinové délky, ktera lezi
ve fialovécasti spektra, je dosazeno nejintenzjgnfluorescence.

Po Soreto¥ pasu nasleduji 4 podstatmére vyjadené Q pasy (,Q bands“) ve vinovych
délkach mezi 500-630nm. Posledniato Q pas je vyuzivan k excitaciip fotodynamické
terapii.

Fluorescetini emisni spektrum ma dva pasy s maximy v obldstwjch délek 630 a 700nm,

tj. v ¢ervenésasti spektra.

INTENZITA

| I | |
300 400 500 600 700 nm

VLNOVA DELKA

Obr. 18. Absorpni(A) a fluorescetni emisni (B) spektrum protoporfyrinu IX

1.8. HYPERICIN
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Hypericin (GoH160g, mol. hmotnost 504,43g/mol) je latka izolovan&ezalky t&kované
(Hypericum perforatuin a jinych rostlin této #Hdy (obr. 19). Vyskytuje se spolu
s pseudohypericinem jako tmavé granule v drobnyldzkach lokalizovanych n#p ve

stoncich, listech, okinich listcich a t§ince cerstvych rostlin.

OH O OH

OH

OH

OH @) OH

Obr. 19.Hypericum perforatuna chemicka struktura hypericinu

Trezalka byla vyuZivdna v lidové medi€ink hojeni ran, jizev a k&¢ neuralgii (41).
Pozdiji bylo prokazano, Ze extrakt #erzalky t€kované nize byt @&inny i pii systémové
terapii depresivni choroby (42).ifzalka niiZze vyvolat fotodynamickou reakci s moznou
koZni odezvou ozravanou jako tzv. hypericismus (43, 4B)elicky

Hypericin, jedna z fotoaktivnich komponent produdoych tezalkou, je polycyklickd,
aromaticka slokenina patici do skupiny fenantroperylenchinonFotodestrukce bghk

vyvolana hypericinem je zavisla naitomnosti kysliku a sitla piislusné vinové délky.
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Naslednd smrt bwk je zpisobena vznikajicimi fototoxickymi produkty jako gngletni
kyslik, semichinonové radikdly a superoxidovy anipdb, 46). Akoliv mechanismus
cytotoxického psobeni hypericinu po o#ni neni detaikh zndm, dochazi v takto

postizenych boikach k oxidativnimu stresu a apoptéze (47, 48).

1.8.1. Burééna smrt — apoptdza a nekréza

Rovnovaha mezi proliferaci a smrti knje zakladnim jfedpokladem udrzeni dynamické
rovnovahy mezi p&éem burtk u mnohobu&cnych organisn.

Bunécnd smrt niZze byt navozena jednim ze dvou mechanisapoptézowi nekrézou.
Apopt6éza, nebo-li naprogramovana smrtily je autoregukni & postupné smrti
zmutované biky (DNA poskozeni), ktera tak neohrozi cely orgemis. Umirajici bitka se
typicky scvrkne, dochazi ke kondenzaci chromati@N& fragmentaci. Biiky se rozkladaji
do membranou uz&enych vezikul nazyvanych jako apoptotickhska (,apoptotic bodies"),
ktera jsou rychle pohlcovana sousednimikkami a fagocyty. Bhem apoptézy nedochazi
k aktivaci imunitniho systému, takZze zde nejsdilomny zadné znamky zé&o. To je v
zasadnim kontrastu s bimou smrti zpsobenou nekr6zou, ke které dochazi v ramci
odpowdi na chemickyi fyzikalni inzult. BEhem nekrozy dojde ke ztkni buiky vedouci

k naslednému poruseni integrity Bané membrany s uvainim intracelularniho obsahu do
extracelularniho prostdi a s navozenim zétivé reakce.

Apoptoza kriticky kontroluje mnoho fyziologickychrqres: véetne embryonalniho vyvoje,
tkdiové homeostazy a regulace imunitniho systému. dPoka vyskytne porucha
v naprogramované smrti bky, ktera je vysledkem ki selhani aktivace apoptotického

procesu nebo ipmrStné odpo¥di timto procesem, je tak vytien zaklad pro mnoho
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zavaznych lidskych chorob¢etné neurodegenerativnich onemeénfy nadorového bujeni a
AIDS.

Na druhé straf) je v chemoterapii ¢kterych tumoii s nizkym apoptotickym indexem
vyuzivano latek indukujicich apoptézu&mugici k wtSi agresivié a ke znieni takto |€éeného
nadoru.

Ackoliv jsou dolie znamy morfologické zémy vyvolané apoptdzou, stale ne zcela ¢gsou
objasrny mechanismy genové regulace tohoto procesu at@dnkroky vedouci k buttné
smrti, které jsou staleredmétem intenzivniho vyzkumu.

Bylo zjist¢tno, Ze velkou roli v regulaci apoptézy ma aktivaadké rodiny proteaz, tzv.
kaspaz ¢ysteinyl aspartate-specific proteases tzv. ,the caspase signaling syst&ma
proteinkinaz MAPK (Mitogen-Activated Protein Kirggzv.,the MAPK-signaling pathways
in the control of cell death’). Tii odliSné MAPK drahy byly popsany u séeh burgk: ERK
(the Extracellular signal-Regulated Kinase), JNKé,c-Jun N-terminal Kinase", dkdy téz

oznaovana jako ,the Stress-Activated Protein Kinasef88 MAP kinaza (48).

1.8.2. Hypericin jako fotosenzibilizator ve fotodymmické terapii

Hypericin, jedna z fotoaktivnich komponent produ&moych tezalkou, je polycyklicka
aromaticka slotenina patici do tidy fenantroperylenchindn V poslednich letech byl
obnoven zajem o tuto sléeninu pro jeji popsané antivirové a antineoplastidiastnosti.

Byla popsana usggna l|éba lidskych tumordznich xenotransplaftat mySi za pouziti
hypericinu po jeho fotoaktivaci (49Dulezité je i sdleni o I&b¢ bazocelularnich a
spinocelularnich  karcinoin fotodynamickou terapii s hypericinem jako ¢innym

fotosenzibilizatorem (50).
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PrestoZe tyto studie podporuji pouziti hypericinuojaklinicky inného a bezpgmého
fotosenzibilizatoru, stale existuje jen malo dostgh informaci o jeho fotocytotoxickém
pusobeni na molekularni Grovni u nadorovych &unAckoliv byla popsana apoptdza
vyvolana hypericinem u gitych nadorovych buftnych linii, o zgisobu genosu signal pro
navozeni tohoto procesu existuje jen velmi méalormaci (51, 52) (obr. 21).

V piipad hypericinu nabizeji HelLa lkky zajimavy model, kdy hiky ve zvySené nié
vychytavaji tuto latka a jsou citlivé ke &lem idukované cytotoxické reakci. Bylo zjigb
vychytdni  hypericinu v perinuklearni  oblasti éclito  bugk, a to pedevSim
v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu (58). Této subcelularni lokalizace bylo
dosazeno po 30 minutach inkubace a to bez ohledxtnacelularni koncentraci hypericinu a
nasledné ozéni burk (48). Perinuklearni lokalizace byla zaznamenamm i4 hodinach
inkubace hypericinu u melano@y{Hermes-4), bu¢k maligniho melanomu (UCT Mel-1) a

amelanotického melanomu (UCT Mel-3) (obr. 20, ndijgokané pozorovani; Davids L.M.,

Kacerovské D., Kleemann B.)

-UVA +UVA (1 J/crf
Obr. 20. Perinuklearélokalizovana fluorescence hypericinu
( Human cell line: UCT-Mel 1 from meetdic melanoma)

Agostinis a spol. ve snaze poroztinrda intracelularni koncentrace hypericintze ovlivnit
proces bu&né smrti, inkuboval HeLa liiky po dobu 16 hodin s hypericinem v koncentraci

od 80nM do 1QM. Buiiky byly nasleda oz&eny swtlem v davce 4 J/ctns naslednou
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inkubaci ve tm po dobu 72 hodin. Po této dobyl hodnocen typ butné smrti na zaklad
swtelné mikroskopie, barveni jadra a analyzy DNA fagtace. Se zvySovanim koncentrace
hypericinu dochazelo kipvladani nekrézy nad apoptozoti loncentraci od 80 do 250 nM
pievaZzovala v navozeni zéniku ity apoptéza. Se stoupajici koncentraci hypericinu
pievladla po nasledném deai naopak nekréza (4Male bylo pozorovano, Ze konverze
z apoptézy k nekr6ze ime byt docileno i zvySenim &elné davky v kombinaci

s nanomolarni koncentraci hypericinu.

" Intraceliular
pholosensitization

— - ol
Activation of protective | |

;l.i.bitiun of proliferative
pathways ERKS responses JNK/p38 |

/ f;'ET!:“‘ l

& o \
CYTOSTATIC Cytochromec | % A CELL SURVIVAL
RESPONSE oy = NN y},f\
(Aoet Y casp3
J——ﬁ High ROS
lipid peroxidation
Cﬂﬂ‘gﬂﬂ ATP depletion
v
APOPTOSIS MECROSIS

Obr. 21.
Obrazek pevzat :Agostinis P, Assefa Z., Vantieghem A., Vandenhk&dgMerlevede W., de Witte P.: Apoptotic and-anti

apoptotic signaling pathways induced by photodycéirérapy with hypericin. Advan. Enzyme Regul.02@0: 157-182
Zajimavé bylo pozorovani, kdy po 15-minutovéb&hypericinem v koncentraciuM a 3uM

s naslednym UVA ozénim v davce 1J/chmbylo zaznamenano \istajici procento usmrceni
burgk v zavislosti na jejich pigmentaci. ( tab. 2) (nbpkované pozorovani; Davids L.M.,
Kacerovska D., Kleemann B.)

Tab. 2 Procento usmrceni vybranychdupo 15-ti minutové &b¢ hypericinem
s naslednym UVA oinim (1 J/crf) in vitro
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1 UM HYP 3 UM HYP

keratinocyty 21% 25%
melanocyty 7% 19%
1'melanocyty 35% 64%
pigment. melanom 12% 39%
amelanot. melanom 6% 24%

1.8.3. Absorgni a fluoresceréni spektra hypericinu

Jak jiz bylo uvedeno shora, znalost abgpipo a fluorescamiho spektra fisluSného
fotosenzibilizatoru je z&kladnintgdpokladem usg$re provedené PDT a PDD.
V pripact hypericinu je absogmiho maxima dosazeno ve dvou pasmech, 548 nm arbo0

Maly vrchol je zachycen iipvinové délce 660nm, jehoZippmnost je ficitana chlorofylu,

ktery se v extraktu dZe vyskytovat.

Fluorescetini emisni spektrum hypericinu je charakteristicke giva pasy s maximy v oblasti

595nm a 640nm (obr. 22, 23).
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Obr. 22 Absorpni spektrum hypericinu
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Obr. 23 Fluorescemi spektrum hypericinu
1.9. INDIKACNIi SPEKTRUM FOTODYNAMICKE TERAPIE V

DERMATOLOGII

Doporuteni (guidelines), ktera vydala ,British Photoderatagy Group®, posoudilaikazy
ohledré (cinnosti lokalni fotodynamické terapie v dermatoipditeré byly k dispozici do
listopadu 2000 (23). kazy minimalg jedné randomizované kontrolované klinické studie
hovai ve prospch pouziti této metody u nehyperkeratotickych akkych keratdéz na
obliceji a ve kstici, u povrchovych bazocelularnich kamond a u morbus Bowen (spinaliom
in situ). V lednu 2007 uvejnila Americka Akademie Dermatologie (AAD) meziodni
konsensus pro é&u nemelanovych koznich naddokalni PDT (55). Tato dopoéeni byla
vypracovana &em setkani Mezinarodni spéhesti pro fotodynamickou terapii
v dermatologii (,International Society for Photodynic Therapy in Dermatology”) v lednu
2005 a hovdi o vysoké dinnosti lokalni PDT u aktinickych keratdz, morbusvigen,
superficialnich a tenkych nodularnich bazocelutdrnkarcinoni s lepSim kosmetickym

vysledkem nez je dosazeni pouZiti rekteré z metod standardnich terapeutickych pdstup
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V soutasné literatte mnoho autdr uvadi dalSi indikace, ve kterych se PDTakila (nag.
mycosis fungoides, kondylomata acuminata, vulgarafuky, psoriaza, cirkumskriptni
sklerodermie, akné, granulomatézni onemdaén kozni forma leishmaniézy, koZzni
sarkoid6za, hypertrichdza, keratoakantom).

V Ceské Republice je registrovan methylester 5-ALA (MAMetvix® creme, Galderma,
France), ktery byl kategorizovan od 1.7.2005 a fjéem k l&bé aktinickych kerat6z,

povrchovych bazocelularnich karcinéra karcinond in situ typu morbus Bowen.

1.9.1. PDT a aktinické keratdzy

Aktinické keratézy (AK) paf mezi nefastjSi kozni prekancerdzy s typickou lokalizaci na
hibetech rukou, obigji, kStici a na jinych slur@imu zd&eni vystavenych mistectla (,field
cancerization). Jejich mnoblietny nalez u jedné osoby je veltaisty a typicky. Uvadi se, ze
cca 5-20% lézi se wie Ehem rEkolikaletého (10-25 let) trvaniipmenit v spinocelularni
karcinom (56, 57).

Jelikoz AK pedstavuiji proliferaci keratinoaytomezenou na epidermis, jékterymi autory
navrhovan termin keratinocytarni intraepidermalnieopiazie (KIN; keratinocytic
intraepidermal neoplasia) pro jejich ozeai (58, 59). Ozn#ni je obdobné jako u cervikalni
intraepitelidlni neoplazie (CIN), které je¢dm¢ uzivano v gynekologické patologii pro
neoplastické léze é&bZzniho cipku. Kritéria ke stanoveni gradu keratinocytarni

intraepidermalni neoplazie jsou shrnuta v tab8lce

Tab. 3 Klinick& a histologicka kritéria ke stanavetupr (grading) keratinocytarni
intraepidermalni neoplazie (KIN)

Klinicka Histologicka
KIN- grade | plocha, 6Zova makula na fokdélni atypie bazélnich
kazi poSkozené slugaim keratinocyd v dolni #etiné
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z&enim; Zadna drsnost nebo epidermis

hyperkerat6za
KIN- grade I razovaci ¢ervena papule fokalni atypie keratinacyt
nebo lozisko s drsnym, hyper- nejraévou tetinach dolni
keratotickym povrchem epidermis; fokalni hypaetdza;
stidajici se orto- a parakeratdza;
prominujici akant6za
KIN- grade Il cervene, olupujici se, indurované  difuzni proliteratypickych
lozisko v oblasti solarniho keratinogytasahujici difuzé&
posSkozenikze; epidermis v celé jejiiée;
muze byt i pigmentace parakeratoza; akant6za;

papilomat6za

Konsensus Mezinarodni spétesti pro fotodynamickou terapii v dermatologii ezmje PDT

s MAL ¢i ALA jako vysoce winnou I&ebnou metodu pro AK s vybornym kosmetickym
vysledkem (hodnoceni: intenzita dop&eni - A, kvalita dkazu - 1) , ktera by tudiz mohla byt
povazovana za ¢éu prvni linie, a to zejména u mnaietnych lézi v oblastech poskozenych
slung&nim z&enim (55). Studiemi byl prokazan j@depsi kosmeticky vysledek u MAL-PDT
ve srovnini s kryoterapii (55). V guidelines Mezodni spolénosti pro fotodynamickou
terapii v dermtologii neni v dopatani zohled#ni, zda se jedna o nehyperkeratotické
hyperkeratotické léze. V guidelines Britské fotodatologické skupiny je ALA a MAL-PDT
je vysoce dinnou l&ebnou metodou pro nehyperkeratotické AK na dafjilia skalpu
(hodnoceni: intenzita dopateni - A, kvalita dkazu — 1) (23).

e

Nejdalezit¢jSi klinické studie lokalni PDT aktinickych keratfsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4 Pehled hlavnich klinickych studii lokalni PDT u aktikych kerat6z

Studie Design studie  Velikost studie Ret I&. sezeni Vysledky Ref
MAL
1x MAL-PDT randomizovand, 202 paciént 1x MAL-PDT CR: 69% MAL-PDT (60)
VS multicentr. 732 1ézi (367x  2x kryoterapie 75% kryoterapie
2x kryoterapie studie MAL-PDT) Vybortiydobry
Follow-up: 3M. kosmeticky efekt:
Studie Design studie  Velikost studie Ret I&. sezeni Vysledky Ref

96% MAL-PDT
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2x MAL-PDT
VS
placebo PDT

2x MAL-PDT
VS
1x kryoterapie
VS
placebo

MAL-PDT u
transplant. paciet

Srovnani MAL-PDT
ve 2 schématech

ALA
ALA-PDT réiznych
koznich malignit

ALA-PDT
S
5-FU

AK na rukou

2X ALA-PDT
Vs
placebo-PDT

81% kryoterapie

randomizovana, 80 paciént 2X MAL-PDT CR: 89% MAL-PDT (61)
placebo-kontro- 502 lézi (260x (7 dni pauza) 38% placebo
lovana, dvajit MAL-PDT 2x placebo PDT
slepa, multicentr. Follow-up: 3M. (7 dni pauza)
studie
randmizovana, 200 paciént 2x MAL-PDT CR: 91% MAL-PDT (62)
placebo-kontro- 855 lézi (295x (7 dni pauza) 68% kryoterapie
lovana, multi- MAL-PDT 1x kryospie 30% placebo
centr. studie Follow-up: 3M. 2x placebo-PDT Vyborny¢i dobry
kosmetickykefe
84% MAL-PDT
51% kryoterapie
randomizovana, 17 paciént 2x MAL-PDT CR: 13 ze 17 paciént (63)
placebo-kontro- Follow-up: 4M. (7 dni pauza)
lovana, dvojit 2x placebo-PDT
slepa studie (7 dni pauza)
randomizovana, 211 pacient schéma 1: 1x MAL- CR: 92% schéma 1 (64)

multicentr.
studie

400 lézi PDTiipaut 87% schéma 2
Follow-up: 3M. pégby dalSi terapie Vyborny kosmeticky

za 3M. vysledek u > 80% lézi
saa 2: 2x MAL-
PDT (7 dni pauza)
otevena studie 50 AK 1x ALA-PDT, CR: 100% (za JM. (65)
laser, opakovano
kazdy druhy den do
vymizeni klin. nalezu
randomizovand 17 paciént  1x ALA-PDT CR: 73% ALA-PDT (66)
studie 5-FU 70%8-(za 6 M.)
randomizovana, 243 pacigént 1x ALA-PDT, v CR: > 75% u 89% (67)
placebo-kontro- (181x ALA-  ffpadct potreby pacierfitlétenych
lovana, vy$et PDT) dalSi terapie za 8 T. ALA-PDT a

jicim slepa, Follow-up: 3 M. placebo-PDT 13% pacierit
multicentr. dénych placebem
studie Vyborngi dobry

kosmeticky efekt:
92% ALA-PDT

AK, aktinické keratdzy; PDT, fotodynamicka terapid;A, 5-aminolevulova kyselina; MAL, methylester
aminolevulové kyseliny;5-FU, 5-fluorouracil; M. &sic; T., tyden; CR, kompletni odpak (,complete

response")

1.9.2. PDT a bazocelularni karcinom

Bazocelularni karcinom (BCC) je w@eptjSi maligni kozni nador prezentujici se jako

superficialni, nodularni, infiltrujicéi morfeiformni Iéze. Jedna se o lok&lagresivni tumor,

avSak s malou tendenci k metastazovani. Guidelim&beé BCC doporduji pri volbé terapie
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tohoto nadoru zvazitiené faktory a vybrat tak ¢ééu nejoptimalgjSi a nejvhod¥si pro
konkrétni nélez (histologicky typ bazaliomu, lokalce, poet lézi, recidiva) (68).
Chirurgické odstra#ni bazaliomu fedstavuje tradin¢ zlaty standard v jeho terapii. Nicn€én
ur¢ité situace (velikost a et nadoé, nevhodnd lokalizace pro invazivni terapii, sn&en
hojivost rany, chuda vaskularizace, imunosupregheties) nejsou vhodné pro chirurgické
feSeni.

V guidelines Mezinarodni spaleosti pro fotodynamickou terapii v dermatologiiippddkalni
PDT mezi efektivni a spolehlivou débnou metodu pro superficialni typy BCC (sBCC)
s vybornym nebo dobrym kosmetickym vysledkem. Thitha nabizi vyhody zejména
v l&cbé velkych a mnohé&etnych nadar (55). (hodnoceni: intenzita dopéani - A, kvalita
diukazu — 1)

Nejdulezit¢jSi klinické studie lokalni PDT sBCC jsou uvedentatulce 5.

Tab. 5 Rehled hlavnich klinickych studii loké&lni PDT u sujpe bazocelularnich karcinain

Studie Design Velikost Ret I&. sezeni Vysledky Ref.
MAL
MAL-PDT retrospektivni 147 lézi 1x MAL-PDT CRa1 3M: 91% (69)
studie Follow-up: Recidiva za 35M: 9%
24-48M. Vyborny kosmeticky
efekt: 79% paciefit
MAL-PDT otewena 38 sBCC 2x MAL-PDT, CR za 3M.: 80% (histol.)(70)
(,difficult-to- multicentr. (40 nBCC) v fipact poteby Recidiva za 60M: 38%
treat* BCC)  studie Follow-up: opakovano za 3M.  Vyborny¢i dobry
60M. kosmeticky efekt:
94% pacient
(sBCC+nBCC)
MAL-PDT otevena 80 sBCC 2X MAL-PDT, CR za 3M.: 93% (71)
(,high risk“  multicentr. (49 nBCC) vifipact poteby Recidiva za 48M.: 18%
BCC) studie Follow-up: opakovéano za 3M. Vybpéndobry
48M. kosmeticky efekt:
86% pacient za 24M.
(sBCC+nBCC)
MAL-PDT randomizovana 118 paciént 1x MAL-PDT CR za 3M.: 97% MAL-PDT (72)
VS multicentr. 219 1ézi (102x  (¥padt poteby 95% kryoterapie
kryoterapie  studie MAL-PDT) opakovano za 7 dni) Recidiva za 48M.: 22% PDT
Follow-up: 2x kryoterapie 19% kryotp.
48M. (v gipack potreby Vybornygi dobry
opakovano za 3m) kosmeticky efekt: 89% PDT

50% kryotp.
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ALA

ALA-PDT otewena, 80 lézi 1XALA-PDT CR za 2-3M.: 90% (73)
jednocentr. Follow-up:
studie 2-3M.
ALA-PDT otewena 55 lézi 1x ALA-PDT CR za 3T.: 100% (74)
studie Follow-up: (laser) Velmi dobry kosmétic
3T. efekt: 91%
ALA-PDT otewena 23 sBCC ALA-PDT CR za 1M.: 91% (+histol (65)
riznych studie Follow-up: (laser), opakovéano Reeidi piméru
koZnich 24-36M. kazdy druhy den za 29M.: 17%
malignit do vymizeni nalezu
ALA-PDT otewena 32 pacieiit 1x ALA-PDT, CR: 88% po prvni e, (75)
studie 34 ézi vifipadé poteby procento CR zvySeno
Studie Design Velikost Ret I1&. sezeni Vysledky Ref.
Follow-up: opakovano za 3-6M.  na 97% po druhédige
20M.
ALA-PDT otevena, 37 pacieit 1x ALA-PDT CR za 6M.: 92% (76)
jednocentr. 190 lézi
studie Follow-up: 6M.
ALA-PDT retrospektivni 47 pacieint 1x ALA-PDT CR: 86% (77)
studie 95 lézi Recidiva vipnéru za 19M.:
44%
Vyborny kosmeticky efekt
ALA-PDT otevena, 6 pacielit 2xX ALA-PDT CR za 1-2M.: 100% (78)
jednocentr. 26 lezi (7 dni pauza) 1 recidivd &hl.
studie Vyborny kosmeticky efekt
ALA-PDT randomizovana, 39 sBCC (22x 1x ALA-PDT Riga za 12m.: (79)
S otekena ALA-PDT) 2x kryoterapie 38% ALA-PDT
kryoterapie  studie (49 nBCC, (vipack poteby 7% kryoterapie

25x ALA-PDT) opakovano za 3M.)
Follow-up: 12M.

Vyborgadobry
kosmeticky efekt:
(sBCC+nBCC)
93% ALA-PDT
549% kryoterapie

BCC, bazocelularni karcinom; sBCC, superficidlrddazelularni karcinom; nBCC, nodularni bazocelularni
karcinom; PDT, fotodynamicka terapie; ALA, 5-amiealilova kyselina; MAL, methylester aminolevulové
kyseliny; M., nésic; T., tyden; CR, kompletni odpal’ (,complete response*)

U nodularnich BCC (nBCC) je jednou z efektivnichapeeutickych metod MAL-PDT, a to

zejména pro tenkeé léze tohoto typu nadoru (55)rfboeni: intenzita dopotani - A, kvalita

diukazu — 1) Bylo dokadzano, Ze MAL pronika hlagjibdo tkare nez ALA, a to diky jeho

snizenému naboji a zvySené lipofilicii80). Red provedeni PDT nBCCGisich nez 2mm by

melo byt provedeno jejich giznuti (tzv.“debulking®) a v fipad potreby by ngla byt I&ba

opakovana.
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NejdulezitejSi klinické studie lokalni PDT nBCC jsou uvedeniabulce 6.

Tab. 6 Pehled hlavnich klinickych studii lokalni PDT u nddoazocelularnich karcinaim

Studie Design Velikost Ret I1&. sezeni Vysledky Ref.
MAL
MAL-PDT retrospektivni 189 lézi 1x MAL-PDT CERa 3M.: 89% (69)
studie Follow-up: (Pprava nadoru Recidiva za 35M.:
24-48M. ped terapii *) 7% u tenkych nBCC
14% u silnych nBCC
MAL-PDT otewena 40 nBCC 2x MAL-PDT CR za 3M.: 87% (70)
(.difficult-to- studie (38 sBCC) (vifjpadt poteby Recidiva za 60M.: 18%
treat” BCC) Follow-up: opakovano za 3M.;
60M. fiprava nadoru
pred terapii *)
MAL-PDT randomizovana, 101 paciént 2x MAL-PDT CR za 3M.: 91% PDT
VS multicentr., 110 lézi (56x (7 dni pauza) 98% excize (81)
chirurgie oteiena studie MAL-PDT) chirurgicka Recidiva za 60M.:
Follow-up: excize 14% MAL-PDT
60M. 4% chirurg. excize
Studie Design Velikost Ret I&. sezeni Vysledky Ref.
Vybornygi dobry
kosmeticky efekt:
82% MAL-PDT
33% chirurg. excize
MAL-PDT randomizovana, 65 paciént  2x MAL-PDT CR za 6M. (klin. + histol.): (82)
S placebo kontro- 80 lézi (41x (7 daiipa, v 79% MAL-PDT
placebo-PDT lovana, dvajit MAL-PDT) piipack poteby 35% placebo-PDT
slepé studie Follow-up: 6M. opakovano za 3M.) biyly ¢i dobry
placebo-PDT kosmeticky efekt:
(piprava nadoru 92% paciénd MAL-PDT
pred terapii *)
MAL-PDT randomizovana, 66 paciént 2x MAL-PDT CR za 6M. (histol.): (83)
VS placebo kontro- 70 lézi (34x (7 dabpa, v 73% MAL-PDT
placebo-PDT lovana, dvajit MAL-PDT) pripact potreby 21% placebo-PDT
slepé studie Follow-up: opakovano za 3M.) Vybatngobry
6M. placebo-PDT kosmeticky efekt:
(piprava nadoru 95% MAL-PDT
pred terapii *)
MAL-PDT otewena 49 nBCC 2x MAL-PDT CR za 3M.: 94% (71)
(,high risk* studie (80 sBCC) (opakovano za 3M.  Recidiva za 4M.: 30%
BCC) Follow-up: v fipadt poteby;
48M. fiprava nadoru
pred terapii *)
ALA
ALA-PDT otewena 25 lézi 1x ALA-PDT CR za 3T.: 64% (74)
riznych studie Follow-up: 3T. (laser; Zzadna Dobogreticky
koZnich specialnitiprava efekt: 60% pacieint
malignit nadoruied terapii)

41



ALA-PDT otewena 32 pacieiit 1x ALA-PDT CR po 1.terapii: 32% (75)

studie 22 ézi vifjpadé poteby CR po 2. terapie: 59%
Follow-up: opakovano za 3-6M.
3-20M.
ALA-PDT otewena 30 lézi ALA-PDT (laser; CR po 1m.(histof)% (65)
riznych studie opakovano kazdy Recidivadnmiru za 29M.:
koznich druhy den do 33%
malignit vymizeni nalezu)
ALA-PDT otevena 48 pacient ALA-PDT CR za 3-6M.: 92% (84)
studie 119 lézi (+DMSO; Recidiva vipréru za 17M.:
Follow-up: piprava nadoru 5%
17M. fred terapii *) Vybornyi dobry
kosmeticky efekt: 91% paciént
ALA-PDT otewena 23 pacieiit 1x ALA-PDT CR za 3m. (histol.): 92%  (85)
(malé nBCC) studie 24 lézi (kyretézgp PDT) Vybornyi dobry
Follow-up: kosmeticky efekt: 95%
3M.
ALA-PDT randomizovana, 49 nBCC (25x 1x ALA-PDT eftdiva za 12M.: (79)
Vs otefena ALA-PDT) 2x kryoterapie 13% ALA-PDT
kryoterapie  studie (39 sBCC, 22x (figadt poteby 21% kryoterapie
ALA-PDT) opakovano za 3M.;
Studie Design Velikost Ret I&. sezeni Vysledky Ref.
Follow-up: s#iznuti Iéze skalpelem
12M. fed terapii)

BCC, bazocelularni karcinom; sBCC, superficidlrddazelularni karcinom; nBCC, nodularni bazocelularni
karcinom; PDT, fotodynamicka terapie; ALA, 5-amieallova kyselina; MAL, methylester aminolevulové
kyseliny; M., ngsic; T., tyden; CR, kompletni odp&¥ (,complete response*); DMSO, dimethyl sulfoxid.
* pfiprava projevu fed I&bou zavisela na tlodée tumoru, mohlo se jednatdw jemné ¢&iSténi povrchu

¢i o séiznuti (tzv. debulking) tumoru.

1.9.3. PDT a morbus Bowen

Morbus Bowen (MB) pedstavuje spinocelularni karcinom in situ, ktery3# mize gejit

Vv invazivré rostouci karcinom a asi v jednitiné mize zakladat metastazy (86, 87). Jeho
negastjSi lokalizaci jsou dolni karetiny u starSich lidi, ale prakticky tbe vzniknout
kdekoliv na Kizi.

Podle doporéeni konsensu Mezinarodni spiiesti pro fotodynamickou terapii
v dermatologii je lokalni PDT efektivni vdéé¢ MB s dobrym kosmetickym vysledkem.
(hodnoceni: intenzita dopafeni - A, kvalita dkazu — ) Jeji &innost je srovnatelna

s kryoterapii¢i s I&bou 5-fluorouracilem (5-FU). Lokalni PDT byéha byt zvazovana jako
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lé¢ba prvni linie pro toto onemoeéni. Po opakovanych netsmych PDT by rdo piijit na

fadu chirurgick&eSeni (55).

Tab. 7 Rehled hlavnich klinickych studii lok&lni PDT u magBowen

Studie Design Velikost Ret I&. sezeni Vysledky Ref.
MAL
MAL-PDT randomizovana, 225 paciént 2x MAL-PDT CR - 3M.: 93% MAL-PDT (88)
VS placebo kontrol., 2751ézi (111x 2x MADP CR za 3M.: 93% MAL
kryoterapie multicentr. studie MAL-PDT) 1x kryotgrie 86% kryotp.
5-FU 1x 5-FU 83% 5-FU
(v ptipads Recidiva za 24M.:
poteby 18% MAL-PDT
opakovano 23% kryoterapie
za 3M.) 21% 5-FU
ALA
ALA-PDT randomizovana, 19 paciént  1x ALA-PDT CR po 1. 1&¢: 75% ALA-PDT (89)
VS jednocentr. 40 lézi (20x 1x kryoteeap 50% kryoterapie
kryoterapie  studie MAL-PDT) (vifpack CR po 2 terapiich: 100% ALA-PDT
Follow-up: 12M. paeby CR po 3 terapiich: 100% kryoterapie
opakovano 12m. follow-up: Zadna recidvaDT
kazdé 2 M.) 2 recidivy u kryoterapi
Ulcerace: Zadna u ALA-PDT
5 gipadi u kryoterapie
Jizveni: Zadné u ALA-PDT
4 fipady u kryoterapie
ALA-PDT randomizovana, 40 paciént  1x ALA-PDT CR za 6T.: 88% ALA-PDT
VS multicentr. 66 lézi (33x 5-FU 67% 5-FU (90)
5-FU studie ALA-PDT) (vipads 12M. follow-up: 2 recidivy ALA-PDT
Follow-up: pateby regidiv u 5-FU
12M. opakovano za
6T.)
ALA-PDT randomizovana, 16 paciént  1x ALA+ ¢ervené LPoinajici” [éze CR: (91)
Studie Design Velikost Ret |&. sezeni Vysledky Ref.
cervené jednocentr. 61 lézi &o (630x15nm; 94%ervené sitlo
S studie follow-up: 12M. 125 J/ms 72% zelené &tlo
zelené sitlo 1x ALA+ zelené 12m. follow-up:

s¥tlo (540£15nm;

62,5 Jich)

88%ervené s#tlo
48% zelené s¥lo

MB, morbus Bowen; PDT, fotodynamicka terapie; Al5Aaminolevulova kyselina; M., &sic; T., tyden; CR,
kompletni odpotd’ (,complete response”)

1.9.4. PDT a zas#tlivé dermatozy

PDT mize ovlivnit celouradu zastlivych dermat6z (92). ¥Sina studii se sousdila na

akné, psoriazu a virové bradavice. &¢hto indikacich doSlo ke zm¢ postupu, kdy se
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Ié¢ebnych protokal urcenych pro nadorova onemaan kize.

ALA-PDT u akné se jevi jakodinna I&ebna metoda redukujici &t zartlivych 1ézi u
mirné az sedrs t&zké formy (93, 94)Casto je v3ak ba provazendadou nezadoucich
Gcinki, jako je bolestivost, tvorba krust, erytéyperpigmentace.

Ve studii porovnavajici dinnost mezi 20% hydrochlorid 5-aminolevulové kyseglia
methylester formou této kyseliny k& akné nebyl zji%n Zadny statisticky signifikantni
rozdil v terapeutickém efektu obou fotosenzibiliwét avSak u ALA-PDT byly pozorovany
déle trvajici a zava#si nezadoucidinky (95).

V PDT lupénky probhlo rekolik studii srozdilnymi z&ry na zaklad odliSnych
koncentracich 5-ALA. V r. 2005 byly publikovany Vgdky studie hodnotici jak klinicky tak
i imunohistochemicky nalezied a po I8b¢ PDT lozZiskovité formy psoriazy za pouziti 20%
5-ALA. Klinicky bylo hodnoceno zaSupeni, erytémmiéilirace loZzisek pomoci tzv. SEI index
(the scale, erythema, induration index, max. skdvedi) a dale pacienti hodnotili bolestivost
béhem |&by pomociciselné Skaly od 0 do 10, kdy nula znamenala begbweéeprovedeni
lécby a deset naopak nesnesitelnou boleésiein ozéovani. Ped I&bou, po druhé a po
posledni PDT byla provedena biopsie s naslednymathiemickym barvenim protilatkami
proti faktoru VIl a endotelinu. V @méru doSlo ke snizeni SEI indexu z 7 (r&5-9) na
1,5 (rozgti 0-3), bolestivost v dab ozaovani dosahla bodu 7. Dale bylo zji%b, Ze
v prabéhu PDT je indukovana neovaskularizace v dermis, tkgdypatet cév v subpapilarnim
plexu zvySovan (96).

Vysledky jiné studie byly naopak mé&misgsné. Jednalo se o 12 nemocnych s chronickou
lupénkou loziskovitého typu ¢énou PDT, kdy u kazdého pacienta byla pouzita na 3

psoriaticka loZiska jind koncentrace 5-ALA (0,1%%.15%). Klinicky byl hodnocen tzv. PSI
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index dany sottem jednotlivych skére pro zaSupeni, erytém atmafii. Piimérné procento
zlepSeni bylo 37,5%, 45,6% a 51,2% pro koncen@deéh, 1% a 5% 5-ALA (97).

Efekt PDT u virovych bradavic je stale diskutahilByly vSak provedeny studie srovnavajici
ucinek ALA-PDT s placebo-PDT s vyraztepSim vysledkem pro ALA-PDT (98, 99).

Dale se PDT zkousi i u jinych chronicky 28ivych dermatéz jako ndp lichen ruber,
cirkumskriptni neurodermatitis, numularni ekzémyrigo nodularis. Objevuji se i zpravy o

uspsSné PDT kondylomat akuminata (100, 101).

1.9.5. PDT a fotorejuvenation

N¢kolika studiemi byl prokdzan efekt PDT s pouZzitintenzivniho pulzniho stla (intense
pulse light, IPL) o vinovych délkach 550 az 1200 manzmirgni projeva fotoposkozenéize
s navozenim fotoomlazeni (photorejuvenation) n&ejla ve kstici (102, 103).

1.9.6. PDT jako prevence nemelanomovych nadibkizZe u imunosuprimovanych

pacient

Transplantovani pacienti maji 10x zvy3Sené rizikaika BCC a 40-150x &tSi riziko vzniku
spinocelularniho karcinomu (104, 105). Bylo prok#zaze transplantovani pacienti s historii
nékterého z nemelanomovych natldize ed transplantaci maji vyssi riziko vznikichto
nadoi po transplantaci nez pacienti, u kterych gdgransplantaci nevyskytl Zadnyezhto
tumort (106). Incidence sdizni i podle typu transplantovaného organu (109léwysledk
n¢kolika studii by PDT mohla tpdstavovat prevenci proti vzniku AK u
imunosuprimovanych pacient(107, 108). K potvrzeni tohoto tvrzeni je vSak atégbi

dalSich studii s dlouhodobym sledovanéchto pacient (55).
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1.10. VYUZITI FOTODYNAMICKE DIAGNOSTIKY V DERMATOLO Gl

Fotodynamicka diagnostika &kdy ozn&ovana také jako fluoresc&m) mize byt

v dermatologii vyuZzita pro vymezeni povrchovych ricalé&eného projevu a k rozpoznani
jehoc¢asné recidivy.

Bylo zjisteno, Ze nejsilySi fluorescence po lokélni aplikaci 5-ALA je dosad u aktinickych
keratéz a epitelovych nador(bazocelularni a spinocelularni karcinom, morbusveén,
Pagetova choroba) (109). Tyto léze vykazuji za HeEIn od naneseni fotosenzibilizatoru
intenzivni, silnou a okt ohranienou ¢ervenou fluorescenci ve Woodbvamps. Takto
intenzivni fluorescence e byt dand poruSenim rohové vrstvy pokozky a \pystuanou
bungénou proliferaci vdchto tkani vzhledem k neoplastickému aétl@vému procesu.

Také u lupénky byla pozorovana intenzivni, silndofescence srovnatelna s vysSe zmymi
nadory, kterd vSak nebyla vzdy homogenni, cdzangedstavovat witou limitaci pouZziti
PDT pro toto onemoemi. Heterogenita fluorescence byla u lozisek pggrigjiS€na i
navzdory pedchozi |éb¢ keratolytiky (110).

Stredre intenzivni fluorescence byla pozorovana u léziutigrythematosus, v loZiscich
mycosis fungoides (109).

Naopak zadna fluorescence nebyla &jiatu melanocytarnich néa nepatrna fluorescence
byla detekovana u maligniho melanomu. \&tni je reékolik. Povrch étSiny melanom
limituje penetraci 5-ALA ve srovnani nags bazaliomem, jehoz povrch dasto ulcerovany.
PoruSeny kozni povrch i#e byt prag jednim z kléovych faktofi zvySené penetrace
fotosenzibilizatolt u epitelovych koznich tumbr Fyzikalni faktory mohou také sehratiuou
roli u melanond, kde se pedpoklddd na melaninu zavislé sniZzeni stimulacemésee
porfyrinové fluorescence. Podobné w§iseni mize byt i u Kaposiho sarkomu, kde byla

pozorovana téz velmi nizka fluorescence (109).
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Nepritomnost fluorescence winych bradavic rize byt vys¥tlena [iliS silnou rohovou
vrstvou. Proto by kazda verukaélm byt ged nanesenim fotosenzibilizatoru d@deéna
keratolytiky, které by vedly ke snizeni rohové wvysta k podpeeni dobré penetrace

fotosenzibilizujici latky.

1.11. UPLATNENI FOTODYNAMICKE TERAPIE A DIAGNOSTIKY V JINYCH

LEKARSKYCH OBORECH

1.11.1.Pneumologie

V pneumologii je mozné vyuziti fluoresaam bronchoskopie kasné detekci rakoviny plic.

1.11.2.Gastroenterologie

V gastroenterologii je fluoresc&m diagnostika vyhrazena zejména pro detekci Bawreet

jicnu.

1.11.3.Neurochirurgie

Klinické studie PDT v neurochirurgii se saigsti na Iébu primarniho a recidivujiciho

glioblastomu, astrocytomu, maligniho meningiomugaréa hypofyzy a metastaz maligniho

melanomu.

1.11.4.Gynekologie

a7



PDT se zkouSi vibé kondylomat acuminata, lichen sclerosus et atraghica

intraepitelidlnich neoplazii vulvy (VIN).

1.11.5.Urologie

V urologii jiz své uplatani nalezla fluorescéni diagnostika slouzici k vizualizaci

povrchovych naddrmaotového néchyre, jejichz typickym znakem je vysokeé riziko recigia

multifokalni charakter.

1.11.6.0ftalmologie

V oftalmologii jsou vyuZivany benzoporfyrinové deity (Verteporfin, Visudyn® jako

ucinné fotosenzibilizatory ze skupiny chlotipro I&bu senilni makularni degenerace.

1.11.7.0torinolaryngologie

V otorinolaryngologii niize byt fotodynamické diagnostika a terapie vyukitetekci a |8bé

prekancer6z a/nebo tumiohlavy a krku. Probihaji klinické studiecl®y perzistujicich a

recidivujicich nasofaryngealnich karcinobm za pouziti fotosenzibilizatoru

meta(tetra)hydroxyfenylchlorinu (Foséan

1.12. ZAVER
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Z toho, co bylo uvedeno vyplyva, Ze fotodynamicletapie nabizi moznost pémé
selektivniho zasahu s dobrym kosmetickyimkem. MiZe dokonce zmirnit idgkteré projevy
aktinického starnuti &@e. DalSi vyhodou je i jeji lokalni aplikace, ktggneinvazivni, a
moznost léby rozsahlych ploSnych Iézi.

Mezi jeji nevyhody péat slozitost jejiho provedeni v podminkach ordina&asovou
nara:nosti, bolestivost a dalSi népmné pocity doprovazejici ozani a dale i jeji finami
narainost a to jak ze strany fotosenzibilizdidek i kvalitnich ozgovacich pistroja rizné
provenience.

Pro koho niZze byt tato metoda v dermatologii nigjpsrEjSi? Studie ukazuji, Zze PDT je
bezp€nou a «&innou metodou pro pacienty s mnébtnymi nehyperkeratotickymi
aktinickymi keratbzami nebo s povrchovymii tencimi nodularnimi  bazocelularnimi
karcinomy, s loZisky morbus Bowen, u kterych jejiockalizace, velikosti pocet predstavu;ji
omezeni pro pouZzitiskteré metody z klasické terapie.

Zda se, Zetjwodni nazor o PDT jako o metdtledajici své uplatmi, byl jiz vyvracen.
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2. CILE DIZERTACE, P REDPOKLADY PRO JEJICH SPLN ENi

NaplIni tohoto postgraduélniho studia v oboru deonexterologie byla fotodynamicka terapie
a diagnostika (PDT, PDD) u nemelanomovych koznigHom a rekterych nenadorovych
nemoci.

Cilem vlastni dizertai prace bylo o¥eni (&inku hypericinu v extraktu Ze¢zalkové nati
jako nového fotosenzibilizatoru ve fotodynamickeafa a diagnostice koznich prekancer6z a
epitelovych naddr (aktinické keratdzy, bazocelularni karcinom, kaoch in situ typu
morbus Bowen). DalSim Ukolem bylo porovnani tertipkého efektu této latky v &bé
nemelanomovych koznich nadoa rekterych vybranych nenadorovych onemgtnkiaze
(psoriaza, vulgarni veruka apod.) s jednim z néjresjSich lokalnich fotosenzibilizator
vyuzivanych ve fotodynamické dé, a to s 20% 5-aminolevulovou kyselinou v gelu.
VedlejSim cilem této prace bylo vyhodnoceni nasniol spektrofotometrickychikek
béhem fotodynamické tby koZnich nélez se zansienim se na moznou detekciieftaného
fotosenzibilizatoru v l&eném projevu a jeho fotobleaching efektu poiezé pomoci
remitertniho spektrofotometru.

Zvoleny cil dizertace byl s@ésti vyzkumného projektu pod@mého grantem IGA MZR
(NR 7901-3).

Dermatovenerologick& klinika FN v Plzni¢ha k dispozici lampu Rebeca RBC 051 (firma
Precioza Turnow eska Republika), ktera byla od dubna 2004 nahrazempou Medeikonos
PDT (lampa Medeikonos PDT, Model 200, Medeikonos, A®thenburg, Svédsko). Tato
lampa byla stejajako Rebeca RBC 051 zdrojem nekoherentiiroeného sitla v rozmezi
vinovych délek 580-680 nm. Jejimi vyhodami oprateqchazejicimu zdroji bylo snadné
nastaveni davky vrozmezi 10-150 Jcen moZnost ozéni Wt&i plochy (100x100mm)

spojené s rovno#nnou distribuci s#telné energie v takto omavaném mist Vzhledem
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k malému mnoZstvi pacianbSetenych lampou Rebeca (12 osob) nebylo mozno stdysti
porovnat Usgsnost terapie ip pouziti obou lamp. Podle naSich zkuSenosti sek vSa
terapeuticky efekt lampyceské provenience zdal byt srovnatelny ¢imkem lampy
Medeikonos PDT.

Oba fotosenzibilizatory byly v pravidelnych intelweh dodavany na Dermatovenerologickou
kliniku FN v Plzni, takZze byla zaji&a pravidelnd ba osob zavzatych do studie. Extrakt
hypericinu ztezalkové nati byl fpravovan na Ustavu klinické biochemie a laboratorn
diagnostiky 1. Lék&ké Fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Fotosenzimtor 20% 5-
aminolevulova kyselina v gelu byla dodavana spudsti Science for Life v ramci klinické
studie povolené Statnintadem pro kontrolu tév.

Provedeni probatornich excizi¢éych projeu pied a po fotodynamické dbé vcetrg
histopatologického vysini bylo zaji&no na Dermatovenerologické klinice FN v Plzni,

kterd je vybavena k provéai chirurgickych vykofi na kiZi v lokalni anestézii a zaji§je

histopatologické vyhodnoceni vSech excidovanycliepto
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1. RIPRAVA HYPERICINU

Produkt hypericinu byl ziskadn extrakci 25g nati leucdrogy (Hypericum perforatum,
Hyperici Herba sc., MEGAFYT(Ceska republika) 95% etanolem (Perfzska republika)

v Soxhleto¥ pristroji s naslednym ffdanim glycerolu. Po 4 hodinach extrakce byl roztok
koncentrovan do 50 ml vakuuovou destilaci. Surowgndentrat byl hrubd precisten
chromatograficky (Kieselguhr Hyflo-Super Cel, JoMuansville Co., New York, USA)
s naslednym idanim 3ml glycerolu a odstramim 95% etanolu rotaim odp&ovacim
piitrojem. Nasled& byl horky produkt pendan zkumavky, ve které byl usklgdn

Vznikly produkt byl hrdo ¢erné barvy, homogenni, husté konzistence a vysst@®zani.
Obsahoval 36% glycerolu, 17% vody a 47% pevnyceklafeho hustota byla 1,2 g/ml. K
pireména z protohypricinu a protopseudohypericinu na hgpea pseudohypericin doslo po
vystaveni produktu dennimu &k, Koncentrace hypericinu byla zjdvana
spektrofotometricky f vinové délce 590 nm (resp. v rozmezi 450-800 mmjetanolu. (fig.
2). Hlavnimi absorgnimi latkami v takto fipraveném extraktu byl hypericin a rozpadoveé
produkty chlorofylu. (Fig. 3) Fluorescence hypearicia pseudohypericinu se pohybovala
v rozmezi vinovych délek 590-670 nm. TLC analyzoylobzjisttno, ze 1,5-2,5 mg/ml
vysledného produktu obsahuje 32,5% hypericinu &%7pseudohypericinu. Tento produkt
byl pripraven do finalni koncentrace 2 mg/ml.afPerny vytzek hypericinu byl 17mg
(0,07%) z 25¢g suché drogy.

Takto ziskany produkt byl chrém pred odp&enim, s¥tlem a byl skladovanip pokojové
teplo€. Pxi kontrole za 12 msial produkt vykazoval stejna spektra jako po jelitpra.

Tim byla o¥iena jeho stabilita.
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Metodiku g@ipravy extraktu hypericinu v glycerinovém roztokavrhl a propracoval prof.
MUDr. Milan Jirsa, DrSc., jeden ze spwégiteli grantového projektu IGA MZR (NR

7901-3).

450 a00 550 GO0 G50 700 fnm] 730

| ------ Speacirum of the light source —— Hypericin — Jur product ]

The emission spectrum of the lamp and absorptieotsygm of hypericin (40g/ml) in
methanol and our product 1:160 in methanol.

450 500 550 =1uli] B50 700 750 mm  E00

[ ——Hypericins — Chiorophyll degradation products —Total |

Absorption spectrum of hypericin and chlorophylydedation products (the main color
components in our product) after separation by &h@ extraction with methanol
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3.2. AMINOLEVULOVA KYSELINA

Fotosenzibilizator 20% hydrochlorid 5-aminolevuldygelina v gelu byla dodavana po celou
dobu spolénosti Science for Life v ramci klinické studie ptemé Statnim iadem pro
kontrolu I&€iv. Pripravek byl skladovan v chladite v nepiihlednych tubach, #h gelovou

konzistenci, Zluto oranzovou barvu a byligritny.

3.3. METODIKA PRACE

Pri samotné fotodynamické terapii byl vzdy dodrzogégjny postup. L&ené kozni l€éze byly
zbaveny a &stény od krust a Supinipd samotnym nanesenim fotosenzibilizatoru na jejich
povrch projevu a do jejich bezpréestiniho okoli pod okluzi (Tegaderm, 3M Health Care).
Doba latence u hypericinu byla 2 hodiny, u 5-ameralové kyseliny byla ALA 3 hodiny. Po
této dokk byla snesena okluze a event. byl povrch |éZistam tampdnem naviénym
fyziologickym roztokem od nev@banych zbytk fotosenzibilizatoru. Vychytani
fotosenzibilizujici latky v Iéeném projevu bylo asfeno pomoci diagnostické nebo Woodovy
lampy. Nasled& byl projev ozéen lampou emitujici nekoherenttgrvené sitlo v rozmezi
580-680 nm v davce 75 J/érfv piipads vulgarnich veruk byla davka zvy$ena na 120 Jcm
Po oz#eni bylo oeteno, zda doslo k fotobleaching efektu a tétggmoci diagnostické nebo
Woodovy lampy. Léeny projev byl pekryt (Cicaplaie Sterile, Smith+Nephew), nemocni by
powen o nutnosti fotoprotekce v nasledujicich 2-3 tneea@et terapii seridil se ridil
klinickym nalezem aigtrvavajici fluorescencirpfotodynamické diagnostice a byl vipnéru

6X.

U wvétSiny I&enych projeu byly snimany kivky remitertnim spektrofotometrem ied

nanesenim fotosenzibilizatoru, po jeho aplikate¢psamotnym ozénim) a po oz&ni.
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Klinicky nalez byl v ptibéhu terapie dokumentovan fotografickyteB samotnym zahajenim
fotodynamické terapie byl nemocny informovan o gipn této metody a o jehoizzeni do
studie, podepsal informovany souhlas.

Nalez po ukotené fotodynamické terapii byl hodnocen klinicky arybranych diagnéz i
histologicky (bazocelularni karcinom, morbus Bowei)inické hodnoceni zahrnovalo
kompletni,cast&né ¢i Zadné klinickému zhojeni. “ Kompletni klinickdpavéd™ odpovidala
klinickému zhojeni, kdy keny projev zcela vymizel, v méstpavodniho loziska nebyla
hmatn4 Zadné& infiltrace, povrch byl zcela hladkyCast&éna Kklinicka odpowd™
piedstavovala jetast&né zlepSeni nalezu, kdy se projev zmensil, vyblegdlpstil, ubylo
infiltrace. Ri hodnoceni ,,Zadné klinick& odpé&d* nedoslo vibec ke zlepSeni.
Histopatologicky nélez byl hodnocen jako zhojenyy kebyla zji&na Zadn& znamka nadoru,

a nebo jako nezhojeny ggbrvavajicim nalezem tumoru.

3.4. REMITEN CNi SPEKTROFOTOMETR
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Pro kozni ndfeni byl pouzivan kozni spektrofotometr s kontinir@lrspektrem umaitijici
pienos informace v blizkém intrarveném, viditelném i ultrafialovém spektru optioky
vlakny. Ristroj vyuzival komponent firmy Ocean Optics (USA)umooval grafické i
matematické zpracovani naranych dat. Jeho zakladem byl monolyticky spektmfotr
firmy Ocean Optics (USA) dopény o software stejnojmenné spiesti a sutlovodice > 4°

V praxi byla KiZze os¥tlovdna pomoci flexibilnich stelnych viaken. Reflektované
rozptylené s#tlo od kozniho povrchu i Zienych epidermélnich a dermalnich vrstev bylo
snimano integrovanym &elnym systémem. Podobnymétiovodicem byl veden odrazeny
paprsek zgt do detektoru. Kombinovany signdl vinovych délek ssgnalem ze snimaciho
zaizeni byl konvertovan na signal elektricky, ktegft hasled® pireveden na soustawvislic
dale zpracovavanou pibacem.

Cilem meteni bylo zachytit p jaké vinové délce je dosazeno nejvysSi absorbpageaneseni
fotosenzibilizatoru na ti&eny projev. Déle jsme @vovali, zda se gni absorbance po o&mi
viditelnym swtlem. V praxi jsme tedy cBi zjistit, zda je mozné vyuzit remiténi

spektrofotometr k detekci wsbaného fotosenzibilizatoru doude a kowieni tzv.

~photobleaching efektu” po provedené PDT.

3.5. UZITE STATISTICKE METODY

Statistickd analyza byla provedena s uZitim soBwBA.S. (Statistical Analysis Software)
release 8.02 a programu STATISTICA 98 Edition.

Pro nméfené parametry v celém souboru a v jednotlivych sldgh a podskupinach byly
pocitAny zakladni statistické Udaje jakouper, snmérodatna odchylka, rozptyl, median,
mezikvartilové rozpti, minimum, maximum. Vybrané statistické UdajeybidZ zpracovany

graficky do tzv. Box & Whisker plot diagraima histogramh. Na porovnani distribuci

jednotlivych parametrv riznych skupinach a podskupinach, vzhledem k distfibugchto
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proménnych, byly pouzity neparametrické testy, a to KaekdNVallisiv test a Wilcoxofiv
test. V zéasa# byly pouzivany dvouvyrové varianty &chto test. Pro zjiSéni zavislosti
zkoumanych znak vzhledem k neggausovskému réedi €chto pronénnych, byl pouZzit
Spearmativ koeficient korelace. U kategorickych prémmych byla o¥fovana zavislost
danych znak uzitim Chi-square testu a Fisherova exaktnihatest

U nekterych tesi nebyly vzdy plg splnény podminky pro jejich uziti (chi-kvadrat test)

vzhledem k jgiliS malému pétu osob v jednotlivych podskupinach.
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4. VYSLEDKY DIZERTACE

3.4. CHARAKTERISTIKA SOUBORU NEMOCNYCH

Pacienti, kt& vstoupili do studie, byli roztleni podle pouZzitého fotosenzibilizatoru a podle
diagndzy. Ve skupih s ALA bylo zahrnuto celkem 48 osob, ve skuépshypericinem 46
osob. Celkov se jednalo 16x o aktinické keratdzy, 43x o baadéehi karcinom, 11x o
karcinom in situ typu morbus Bowen, 18x o vulgareiuky a 6x lupénku. V Zzadné skupin
rozckélené podle fotosenzibilizadtoru nebylacitd diagn6za zastoupensmstji (statisticky
vyznamny rozdil nebyl prokadzan, Chi-Square: 0.998K aby ziskané vystupy nebylo mozné
spolu porovnavat. Stejrtak nebylo prokadzano, Ze by sefstiacient: u jednotlivych diagnoz
liSilo v ramci pouzitého fotosenzibilizatoru (Wikon Two-Sample Test: 0.8767).

Patet terapeutickych sezeni se statisticky vyznamaliSil v ramci I€by jedné diagndzy
odliSnym fotosenzibilizatorem (Wilcoxon Two-Sampleest: 0.4668), piet terapii byl
praimérne 6x.

ALA-PDT HYP-PDT Celkem
(n=48; 52%) (n=45; 48%) (n=93; 100%)
Pohlavi
muz 28 (58%) 28 (61%) 56 (59%)
Zena 20 (42%) 18 (39%) 38 (41%)
Vék (roky)
pramér = SD 59,8 +19,6 58,7+21,0 59,3 £20,3
median 66,0 68,5 68
maximum 84 84 84
minimum 15 13 13
Diagnéza
keratosis actinica 8 (9%) 8 (9%) 16 (17%)
basalioma superf. 17 (40%) 18 (42%) 35 (81%)
basalioma nodulare 5 (12%) 3 (7%) 8 (19%)
morbus Bowen 6 (6%) 5 (5%) 11 (12%)
psoriasis 3 (3%) 3 (3%) 6 (6%)
verruca vulgaris 9 (10%) 9 (10%) 18 (19%)
Rasa
kavkazska 48 (51%) 46 (49%) 94 (100%)
Dg: keratosis actinica ALA-PDT HYP-PDT Celkem
(n=8) (n=8) (n=16)
Pohlavi
muz 6 (75%) 5 (63%) 11 (69%)
Zena 2 (25%) 3 (37%) 5 (31%)
Vék (roky)
prameér = SD 75,4 +6,6 75,0+ 6,7
median 74,5 74,5
maximum 84 84
minimum 68 63
Lokalizace
kstice —skalp 5 5 10
oblicej 3 3 6
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Dg: basalioma ALA-PDT HYP-PDT Celkem
superficiale (sBCC) (n=17) (n=18) (n=35)
nodulare (nNBCC) (n=5) (n=3) (n=8)

Pohlavi

muz — sBCC 9 (53%) 9 (50%) 26 (60%)
—nBCC 5 (100%) 3 (100%)
Zena— sBCC 8 (47%) 9 (50%) 17 (40%)

Vék (roky)

pramér + SD —sBCC 64,1+14,1 64,8 + 14,0
- nBCC 73,8+8,4 73,47
median —-sBCC 69,0 70,0
—-nBCC 77,0 72,0
maximum —-sBCC 84 82
—nBCC 82 79
minimum  —-sBCC 34 32
—-nBCC 61 70
Lokalizace — sBCC
kstice 0 0 0
oblicej 2 1 3
DK 1 0 1
HK 0 2 2
trup 14 15 29
Lokalizace — nBCC
oblicej 3 2 5
kStice 0 1 1
trup 2 0 2
Dg: morbus Bowen ALA-PDT HYP-PDT Celkem
(n=6) (n=5) (n=11)
Pohlavi
muz 4 (67%) 3 (60%) 7 (64%)
zena 2 (33%) 2 (40%) 4 (36%)
Vék (roky)
pramér £ SD 66,2 +7,8 67,2+7,3
median 67,5 67,0
maximum 74 76
minimum 53 57
Lokalizace
oblicej 3 1 4
kstice 0 1 1
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DK 2 1 3

HK 1 1 2

trup 0 1 1
Dg: verruca vulgaris ALA-PDT HYP-PDT Celkem

(n=9) (n=9) (n=18)

Pohlavi

muz 3 (33%) 6 (67%) 9 (50%)

Zena 6 (67%) 3 (33%) 9 (50%)
Vék (roky)

prameér + SD 3541165 28,1+£17,5

median 20,0

maximum 61 61

minimum 15 13
Lokalizace

DK 7 7 14

HK 2 2 4
Dg: psoriasis ALA-PDT HYP-PDT Celkem

(n=3) (n=3) (n=6)

Pohlavi

muz 1 (33%) 2 (67%) 3 (50%)

Zzena 2 (67%) 1 (33%) 3 (50%)
Vék (roky)

pramér + SD 30,7 £18,9 41,3+ 14,4

median 33,0

maximum 52 58

minimum 16 33
Lokalizace

DK 1 1 2

HK 1 0 1

trup 1 2 3

2.8. AKTINICKE KERATOZY (AK)
Ve skupirg s HYP i ALA bylo I&eno 8 osob. Ret terapii byl ptmérné u HYP 6x, u ALA
5x. (viz. tab.)

Pramér + smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 6,13 +2,70 6,50

ALA-PDT |5,25+1,98 6,00

Prizmerny pa’et terapii u PDT aktinickych kerat6z

Fotosenzibilizator HYP: (graf 1)

V pripact HYP doSlo po Iéb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 4 osob, kéastané
klinické odpovédi u zbyvajicich 4 pacietiju kterych v mist pavodniho nalezu igtrvavala
stale hmatna infiltrace.
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Pfi kontrole za 3 n¥sice pretrvavalo zhojeni u v8ech 4 osob, u nichZ doSikdmpletni

klinické odpo¥di na I&bu. U zbyvajicich 4 osob, u kterych byl vysledeklgidé hodnocen
jako zlepSeny, doslo ke zhorSeni koZzniho nalezu.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavili jen 3 pacienti ze skupiny, kde dd@dkompletnimu
klinickému zhojeni. U 2 z nichiptrvavalo zhojeni, u jedné osoby doslo k recidiv

Ve vztahu klinicky nalez po &¢ versus kontrola za 3 #gmice byla zji&ina statisticky
vyznamna pozitivni korelace (Spearman Correlatioefficient: 1.00000, p-value: <0.0001).

Pied HYP-PDT Po HYP-PDT, klinicky zhojeno

Pred HYP-PDT

Fotosenzibilizator ALA: (graf 1)

V ptipad ALA doSlo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 5 osob, kéastainé
klinické odpovédi u 2 pacienti,u kterych v mist léeného projevu ietrvavala lehka
infiltrace. U 1 osoby musela byt terapiefgouSena pro sekundarni impetiginizaci (viz.
obrazova dokumentace). Po jejim zhojeni si pacieptal dale v Iébé PDT pokr&ovat.

Pri kontrole za 3 mésice byla zjiS€na recidiva u jedné ooby, u které dosSlo pe&bééke
kompletnimu zhojeni. U dalSiho pacienta, u kterélyd nalez po PDT hodnocen jako
zlepSeny, doSlo ke zhorSeni. Nal¢ztgto kontrole byl uzasen jako nezhojeny.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavilo jen 6 paciégntU 4 z nich petrvaval nélez stale
zhojeny. U 2 nemocnych, u kterych byl nalez neamdjpgla zahajena jina terapie.

Ve vztahu klinicky nalez po &8¢ versus kontroly po 3 a 6&sicich nebyla zji&ha statisticky
vyznamna korelace.
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Pred ALA-PDT

Pred ALA-PDT

Zavér:

Nebyl zjis€n statisticky signifikantni rozdil vdinku pouzitych fotosenzibilizatérv |&cheé
aktinickych kerat6z fotodynamickou terapii (FislseExact Test: 0.6084). St&jtomu bylo i
pii kontrole za 3 nmésice, kdy ani u jednoho z fotosenzibilizdtonedoSlo KasgjSim
recidivam ve srovnani s druhym fotosenzibilizatoi€hi-Square: 0.4477).

2.9. BAZOCELULARNI KARCINOM (BCC)

2.9.1. Bazocelularni karcinom — superficialniho typ (sBCC)
Ve skupirg superficidlnich bazocelularnich karcinbrbylo |&eno 18 osob s HYP a 17
s ALA. Paet terapii byl piimérné u HYP i ALA 7x. (viz. tab.)

Pramér = smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 7,22 + 2,69 6,00

ALA-PDT | 6,88 +1,93 6,50

Primerny pa’et terapii u PDT superf. bazocelularnich karcinom

Fotosenzibilizator HYP: (graf 2, 3)

V piipact HYP doSlo po 1ébé ke kompletni klinické odpovédi u 5 osob, kéastané
klinické odpovédi u 7 osob a u zbyvajicicle nalez neragoval na terapitistologicky
pietrvaval nalez bazocelularniho karcinomul6 osob a jen u2 pacient doSlo ke
kompletnimu histologickému a klinickému zhojeni.

Jeden pacient s klinicky zhojenym nalezem p&bdéodmitl kontrolni biopsii. B jeho
kontrole za 3, 6 a 12 #mial byl nalez stale nezén¢én, bez znamek recidivy.
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Ke kontrole za 3 mésicese dostavilo 15 osobiilnemocni se nedostavili Zidodu zahéjeni
jiné terapie nadoru po nedsmé |l€bé PDT (histologicky s fetrvavanim bazocelularniho
karcinomu). Klinicky byl nalez zhojeny jen u 4 osobl1 getrvaval nalez nadoru.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavilo 7 osob, z toho u #pvaval zhojeny nalez, u 3 byl
nalez nezhojen. Zadna recidiva nebyla &jiat

Ve vztahu klinicky nalez po &¢ vs histologicky nalez po ¢é¢ a ve vztahu klinicky nalez
po I&bé vs kontrola po 3 ®sicich byla v obou fjpadech zji&tna statisticky vyznamna
pozitivni korelace (Spearman Correlation Coeffitiehlinicky stav po |éb¢ vs histologicky
nélez po lébé: 0.51757, p-value: 0.0333; Spearman Correlatioeff@ent — klinicky stav po
lécbé vs kontrola za 3 #sice: 0.73855, p-value: 0.0017). Ve vztahu Kliniciélez po l&b¢
vs kontrola po 6 ®sicich nebyla zjigha statisticky vyznamna korelace pro malyqto
nemocnych, kté se ke kontrole dostauvili.

Pred HYP-PDT Po HYP-PDT, klinicky zhojeno

Fotosenzibilizator ALA: (graf 2, 3)

V ptipadt ALA doslo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 9 osob, kéastatné
klinické odpovédi u 7 osob a ul osoby nalez neragoval na terapii. U padies# zlepSenym
klinickym nalezem doslo k Ubytku infiltrace nadaak jeho vyblednuti. Dle histologického
vySeteni korespondoval nalez s klinikou. Kistologickému zhojenidoSlo u9 osob, u
kterych byl ndlez po tb¢ klinicky hodnocen jako zhojeny. U pacienta, u &ter nedoSlo ke
zhojeni a u dalSicH osob stast&énym klinickym zlepSenim igtrvaval histologicky nalez
bazocelularniho karcinomuiiTnemocni, u nichZ doSlo jendéste&né klinické odpowdi na
Ié¢bu, odmitli provedeni kontrolni biopsie po ukeni PDT.

Ke kontrole za 3 mésice se dostavilo 13 osob. U zbyvajicich 2 padiei@ kontrola
planovana, u 2 osob s histologickyefrvavajicim nalezem nadoru byla provedena totalni
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excize, a proto u nich kontrola za Jsfce nebyla provedena. Z dostavenych 13 osob byl
klinicky zhojeny nalez u 11, u Zgtrvaval nalez nezhojeny.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavilo 12 paciahtz toho u 2 z nichietrvaval klinicky stale
nezhojeny nalez, u 9 osob byl nalez klinicky kortmiehojeny, u 1 osoby doSlo k recidiv

Ve vztahu klinicky nélez po &&¢ versus histologicky nalez pocl# a ve vztahu klinicky
nalez po lébé vs kontroly po 3 a 6 #sicich byla ve vSechripadech vzdy zji&ha statisticky
vyznamna pozitivni korelace (Spearman Correlatioefticient - klinicky stav po k&g vs
histologicky nalez po #e: 0.76488, p-value: 0.0014; Spearman Correlatioeffent —
klinicky stav po I€b&¢ vs kontrola za 3 #&sice: 0.70173, p-value: 0.0075; Spearman
Correlation Coefficient — klinicky stav podé vs kontrola za ®siai: 0.62361, p-value:
0.0403)

Pred ALA-PDT Po ALA-PDT, klinicky zhojeno

Pr“ed L-PT Po ALA-PDThistoIogicky zhojeno

Zavér:

Byl zjiStén statisticky signifikantni rozdil vdinnosti fotosenzibilizatdgr v Iécbe¢
superficialniho bazocelularniho karcinomu fotodyiekou terapii ve prosgh 5-ALA
fotosenzibilizatoru (Fisher's Exact Test pro histgptké hodonocenD.006§. Fri kontrole za
3 meésice byl opt potvrzen statisticky signifikantni rozdil ¥ianosti obou fotosenzibilizatar
ve prosgch 5-ALA fotosenzibilizatoru (Fisher's Exact Te8t0039

2.9.2. Bazocelularni karcinom — nodularniho typu (BCC)
Ve skupiré nodularnich bazaliotn byli I1é¢eni 3 pacientis HYP a 5 s ALA . Bet terapii byl
pramérné u HYP 6x a ALA 7x.(viz. tab.)

Pramér = smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 6,33 + 3,10 7,00
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| ALA-PDT | 7,40 + 4,34 | 6,00 |

Priameérny patet terapii u PDT nodul. bazocelularnich karcinbm

Fotosenzibilizator HYP: (graf 4, 5)

V piipact HYP nedoSlo ke&kompletni klinické odpovédi na l&bu u Zadné osoby. P osob
doslo kéastatné klinické odpowedi na I&€bu,u nichz se nador oplostil. U zbyvajicitio
pacienta nereagoval nador na terapiiistologicky pietrvaval nalez bazocelularniho
karcinomu u vSecB osob.

Ke kontrole za 3 mésicese dostavil jen jeden nemocny s nezhojenym naleaétteré doslo
béhem terapie Kasténému zlepSeni klinického obrazu. Ostatni pacientiedostavili, nelb
u nich v této dobbyla zahajena jina terapie nadoru.

Ve vztahu Kklinicky ndlez po &8¢ vs kontrola po 3 ®sicich byla korelace statisticky
nevyznamna pro maly pet nemocnych. Korelace klinického a histologickét@ezu po
lécbé byla statisticky nevyznamna.

=y A
IL'\

Pred HYP-PDT

Po HYP-PDT, histologicky nezhojeno

Fotosenzibilizator ALA: (graf 4, 5)

V piipact ALA nedoSlo kekompletni klinické odpovédi na l&bu u Zadné osoby. B osob
doslo kéastetné klinické odpowdi na I&bu, u zbyvajicich2 nemocnych nélez neragoval na
terapii. V piipac cast&ného klinického zlepSeni se nador oplostil a zniengédoSlo vSak

k jeho uplnému vymizenHistologicky prertrvaval nalez bazocelularniho karcinomu u vSech
5 osob.

Ke kontrole za 3 mésicese dostavili jen 2 pacienti, neba zbyvajich 3 byla jiz v této déb
zahajena jina terapie. V obotipadech se jednalo u osoby, u kterych doSlo keckiému
zlepSeni po k&e¢. U jedné osoby byl nalez zcela zhojeigtpravala jen hypopigmentovana
ploSka, bez hmatné infiltraceiiFontrole za 6 nésial byl tento nalez totoZzny, bez znamek
recidivy. U druhého nemocného byl nalez nezhojeny.
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Ve vztahu Kklinicky nélez po &8¢ vs kontrola po 3 ®sicich byla korelace statisticky
nevyznamna pro maly pet nemocnych. Korelace klinického a histologickété@ezu po
lécbé byla statisticky nevyznamna.

P
g, Y i r i i

il —

Tl R - T 'l e % i ety 4
Pred ALA-PDT Po ALA-PDT,histologicky nezhojeno

Zavér:

Statisticky nebyl zji&n rozdil v &inku pouzitych fotosenzibilizatérv lécbé nodularniho
bazocelularniho karcinomu fotodynamickou terapiio gak @i klinickém tak histologickém
hodnoceni (Fisher's Exact Test pro klinické hodnacé&.0000, Fisher's Exact Test pro
histologické hodnoceni: 1.0000). Stegomu bylo i @i kontrole za 3 mésice, kdy u Zadného
z fotosenzibilizatar nebyla zaznamenana vysSi frekvence recidiv.(Fish&xact Test:
1.0000)

2.10. KARCINOM IN SITU TYPU MORBUS BOWEN
Ve skupirg pacient s morbus Bowen bylo ¢éno 5 osob s HYP a 6 s ALA. & terapii byl
pramérné u HYP i u ALA 6x.(viz. tab.)

Pramér = smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 6,20 £ 0,45 6,00

ALA-PDT | 5,80 +0,45 6,00

Pramérny patet terapii u PDT morbus Bowen

Fotosenzibilizator HYP: (graf 6, 7)
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V ptipadt HYP doslo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 2 osob, kéastatné
klinické odpovédi u 3 osob. Khistologickému zhojeni doSlo u4 pacienti. Z toho se jednalo

0 2 nemocné, u kterych byl nalez pghbé& hodnocen jako zlepSeny. U zbyvajlciosoby
pietrvaval histologicky nalez nadoru.

Ke kontrole za 3 mesicese dostavili vSichni pacienti, kdy u 2 z nickepvavalo klinické
zhojeni, u 2 osob, u kterych byl projev pohb& klinicky zlepSen, doSlo ke zhorSeni kozniho
nalezu a u 1 pacientagirvaval stejny kozni nalez jako pa:lé, kdy byl zhodnocen jako
zlepseny.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavili 3 pacienti. U 2 z nichrgprvavalo zhojeni. U 1
nemocného, kde byl nalez poité a za 3 misice klasifikovan jako zlepSeny, doSlo ke
zhorSeni. U této osoby byla zahajena kryoterapie.

Ve vztahu klinicky nalez po ¢ vs kontroly po 3 a 6 #sicich byla zji&na v obou
piipadech statisticky vyznamna pozitivni korelace e@man Correlation Coefficient —
klinicky stav po lébé vs kontrola za 3 #sice: 0.91287, p-value: 0.0305; Spearman
Correlation Coefficient — klinicky stav poclé vs kontrola za 6 #siai: 1.00000, p-value:
<0.0001). Korelace klinického a histologického aél@o I€beé byla statisticky nevyznamna.

e

et o SO Pl s el SR E N o
Pred HYP-PDT Po HYP-PDT,histologicky zhojeno

Pred HYP-PDT Po HYP-PDT, klinicky zhojeno

67



Pred HYP-PDT

Fotosenzibilizator ALA: (graf 6, 7)

V ptipad ALA doslo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 4 osob, kééastatné
klinické odpovédi u 2 pacienti, u kterych nalez vybledl a ubylo vyrazinfiltrace. Dle
histologického vy3Séeni korespondoval nalez s klinikou.Histologickému zhojenidoslo u4
osob, u kterych byl projev podé: klinicky zhojen. U zbyvajict2 osob, kde doSlo klinicky
jen kcéast&éné odpowdi na l&bu, pretrvaval histologicky nalez karcinomu in situ typu
morbus Bowen.

Ke kontrole za 3 nmésicese dostavili jen 2 pacienti se zhojenym nalezene@im, u kterych
pietrvaval totozny klinicky obraz. Zbyvajici 4 neméee nedostavili z nasledujicichvwbdi:

u 1 osoby, u které doSlo jenclsténému zlepSeni s histologickygirvavajicim nalezem
nadoru, byla v té dabjiz zahajena jina terapie, u zbyvajich 3 osobgetkola za 3 rssice
planovana.

Ke kontrole za 6 mésiai se dostavili jen 2 pacienti se zhojenym nalezemépbe, kde
pretrvaval stejny klinicky obraz. Znamky recidivy iy zjiStény anipii kontrole za 1 rok
od ukorgeni PDT.

Ve vztahu Klinicky nalez po &¢ vs kontroly po 3 a 6 w#sicich byla v obou ffpadech
korelace statisticky nevyznamna pro maly¢gtonemocnych v obdobi kontrol. Korelace
klinického a histologického nalezu p@lbé byla statisticky nevyznamna.

Pied ALA-PDT Po ALA-PDT, klinicky zhojeno
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Pred ALA.PDT . Po ALA-PDT, ,histologicky zhojeno

Pred ALA-PDT

T 1 it
o =

Po ALAPD hitologicky nezhojen .

Zavér:

Statisticky nebyl zji&n rozdil v &inku pouzitych fotosenzibilizatérv I&bé¢ morbus Bowen
fotodynamickou terapii, a to jakiipklinickém tak histologickém hodnoceni (Fisher saEt
Test pro klinické hodnoceni: 0.5671, Fisher’s EXast pro histologické hodnoceni: 1.0000).
Stejre tomu bylo i @i kontrole za 3 nssice, kdy u zadného z fotosenzibilizdétarebyla

N 1

zaznamenana vysSi frekvence recidiv. (Chi-SquaB4:99)

2.11. VERUKY VULGARNI
Ve skupirg vulgarnich veruk bylo &eno s HYP i ALA 9 osob. Ret terapii byl ptmérné u
HYP i ALA 6x. (viz. tab.)

Pramér = smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 6,78 +1,72 6,00

ALA-PDT | 6,56 +2,35 6,00

Primérny paet terapii u PDT vulgarnich veruk

Fotosenzibilizator HYP: (graf 8)
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V ptipact HYP doslo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 4 osob, kéastatné
klinické odpovédi u 3 osob a 2 pacienti nalez nereagoval na terapii.

Pti kontrole za 3 nmésicebyl zaznamenan kompletrklinicky zhojeny nélez u 5 osob, z toho
se v jednom fipact jednalo o nemocného s klinicky zlepSenym nalezenétbé. U 3 osob
pietrvaval nalez nezhojeny, z toho se jednalo o loceeho, u kterého doSlo po PDT ke
zlepSeni. B jeho kontrole za 3 #sice bylo zaznamenano vyrazné zhorSeni.

Ve vztahu klinicky nélez po &¢ vs kontrola po 3 ®@sicich byla zji&tna statisticky
vyznamna pozitivni korelace (Spearman Correlatioefficient — klinicky stav po ¢ vs
kontrola za 3 resice: 0.85201, p-value: 0.0072)

Pt
Pred HYP-PDT Po HYP-PDT, klinicky zhojeno

Fotosenzibilizator ALA: (graf 8)

V ptipadt ALA doslo po léb¢ ke kompletni klinické odpovédi u 4 osob, kéastatné
klinické odpovédi u 2 osob a B pacienti nalez nereagoval na terapii.

Pfi kontrole za 3 mésice pretrvaval zhojeny nélez u 4 osob, u 1 pacientetrpavalo
zlepSeni, u 4 nemocnych nebyl nalez zhojenéchto 4 pacierit, u kterych petrvavaly
veruky, se jednalo o 1 osobu, u které doslo kaidkému zlepSeni po dbe. Fi jeji kontrole
za 3 ngsice byl vSak nélez vyragizhorSen.

Ve vztahu klinicky nalez po &é¢ vs kontrola po 3 ®@sicich byla zji&na statisticky
vyznamna pozitivni korelace (Spearman Correlatioefficient — klinicky stav po k&b¢ vs
kontrola za 3 résice: 0.95150, p-value:<0.0001).
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Pred ALA-PDT ' Po ALA-PDT, klinicky zhojeno

Zavér:
Nebyl zjiS€n statisticky signifikantni rozdil vainku pouzitych fotosenzibilizatérpii lé¢bé
vulgérnich veruk fotodynamickou terapii (Chi-Squafe8187). Stejd tomu bylo i i

kontrole za 3 mssice, kdy u Zadného z fotosenzibilizétonebyla zaznamenana vySSi
frekvence recidiv. (Chi-Square: 0.5490)

2.12. PSORIAZA
Ve skupirg psoriazy byly léeny s HYP i s ALA 3 osoby. Ret terapii byl pimérné¢ u HYP
6x a u ALA 4x.(viz. tab.)

Pramér = smérod.odchylka | Median

HYP-PDT | 6,00 + 0,00 6,00

ALA-PDT |4,00+1,73 3,00

Prizmerny pa’et terapii u PDT psoriazy

Fotosenzibilizator HYP: (graf 9)

V piipact HYP doslo po lébé k ¢astatné klinické odpowdi u 2 osob, ul osoby nalez
nereagoval na terapii.

Pri kontrole za 3 mésicedoSlo u 1 osoby ke zhojeni, u 1 pacientatipavalo zlepSeni, u 1
nemocného byl nalez nezhojen.

Korelace ve vztahu Klinicky nalez poc¢k& vs kontrola po 3 ®&sicich byla statisticky
nevyznamna.

Pred HYP-PDT Po HYP-PDT, klinicky zlepSeno (Ubyteltiate,
vyblednuti, zmenSeniskek)
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Fotosenzibilizator ALA: (graf 9)

V piipackt ALA doslo po Iébé ke ¢astatné klinické odpowdi u vSech3 pacient , ktera se
projevovala vyblednutim a Ubytkem infiltrace v ledich lupénky.

Pri kontrole za 3 mésicedoSlo u 1 osoby ke zhojeni, u 1 pacientatpavalo zlepSeni, u 1
nemocného byl nalez nezhojen.

Korelace ve vztahu Klinicky nalez poc¢k& vs kontrola po 3 ®&sicich byla statisticky
nevyznamna.

Pired ALA-PDT Po ALA-PDT, klinicky zlepSeno (Ubytektiatie, vyblednuti)

Zavér:

Statisticky nebyl zjig&n Zadny signifikantni rozdil véinku pouZzitych fotosenzibilizatérpti
lécbé psoriazy fotodynamickou terapii (Fisher's Exac$tTé.0000). Vysledky vSak nemusi
byt validni pro maly p&et pacieni ve sledovanych skupinéch.

2.13. CONDYLOMATA ACUMINATA — POPIS P RiPADU

Byla usgsre provedena fotodynamicka terapie u 30 letého muaessnnézou 20 &sia
trvajicich a neusfdns lécenych kondylomat akuminata na glans penisiedionzce (20%
podofylin, 0,5% podofylotoxin, 5% imiquimod). V imologickém vySéeni zjiSéna hladina
lymfocyta pri dolni hranici, lehky pokles IgM a C4 komplementdlV vySeteni bylo
negativni.

Protshla 1&ba PDT za pouZiti 20% 5-ALA v gelu. Davkaiedi byla 50 J/cfy intenzita
z&eni se pohybovala v rozmezi od 70 do 90 mV¥/crerapeutickych sezeni bylo celkem 10
a probihaly ve 2-tydennich intervalech. Kondylomktanpletr# vymizela za 22 tydin od
zahajeni PDT, s tim zéigkontrole za 1, 3 a 6 &sia1 po skorené |€b¢ nebyly zaznamenany
Zzadné znamky recidivy.
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fd ALA-PDT Po ALA-PDT

Fotodymiaka dignostika

2.14. KOZNi LEISHMANIOZA — POPIS P RiPADU

Byla Uusgdre provedena fotodynamickd terapie mnédtoych loZisek histologicky
verifikované kozni leishmanidzy u 39 letého muakalfotosenzibilizator byla pouzita 20%
5-ALA v gelu, lokalrg aplikovana pod okluzi po dobu 3 hodin. Pouzitakdéxd&eni @i PDT
byla 75J/ crfy intezita z&eni se pohybovala v rozmezi od 88 do123 m\§/dtfinicky nalez
se vyraza zlepSil po prvnich 4 terapeutickych sezeni, pseeni, kdy byla t#a ukokena,
doslo ke zhojeni s minimalni pigmentaci v givodnich projev.

Souwasreé probihala terapie tekutym dusikem zbyvajicich dekileishmanidzy, ktera byla
opakovana v tydennich intervalech po dobu 5-ti tydmii |eécbé kryoterapii doslo ke zhojeni
projevi leishmaniézy.
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2.15. REMITENCNi SPEKTROFOTOMETR — VYSTUPY (viz. grafyc. 10-57)

Pro kozni ndieni byl pouzivan kozni spektrofotometr s kontinirélrspektrem umaidjici
pienos informace v blizkém intrarveném, viditelném i ultrafialovém spektru optioky
vlakny. Ristroj vyuzival komponent firmy Ocean Optics (USA)umozoval grafické i
matematické zpracovani naranych dat. Jeho zakladem byl monolyticky spektmfotr
firmy Ocean Optics (USA) dopény o software stejnojmenné spatesti a sétlovodice *> 4°

V praxi byla kize os¥tlovana pomoci flexibilnich s¥elnych vlaken. Reflektované
rozptylené s#tlo od kozniho povrchu i Zienych epidermalnich a dermalnich vrstev bylo
sniméno integrovanym &elnym systémem. Podobnyméfevodicem byl veden odrazeny
paprsek zgt do detektoru. Kombinovany signél vinovych délek ssgnalem ze snimaciho
zaizeni byl konvertovan na signal elektricky, kteg basled® preveden na soustawislic
dale zpracovavanou pibacem.

Cilem neteni bylo zachytit p jaké vinové délce je dosaZzeno nejvyssi absorbpageaneseni
fotosenzibilizatoru na ti&eny projev. Dale jsme @fovali, zda se #ni absorbance po o&i
viditelnym swtlem. V praxi jsme tedy cHlii zjistit, zda je mozné vyuzit remiténi
spektrofotometr k detekci vsthaného fotosenzibilizatoru doude a kowieni tzv.
~photobleaching efektu” po provedené PDT.

Po aplikaci hypericinu bylo vzdy mozné pozorovahilztypického piku v rozmezi 650-
680nm, po samotném dehi intenzita absorbanceetelre klesla.
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U 5-ALA se ndm nepod#éo zachytit Zadny charakteristicky pik, ktery by sbjevil po jeji
aplikaci.

V piipact obou fotosenzibilizatar byly vzdy gitomny dva piky ve spektralni oblasti mezi
520 a 580nm, a totpvSech 3 mifenych situaci (f@d nanesenim PS, po jeho aplikaci a po
samotném provedeni PDT). Tento absofpéas zeleného &tla by nel teoreticky odpovidat
absorpci oxyhemoglobinu.

ALA versusHYP — klinicky stav po l&g u jednotlivych dg
ALA versusHYP — histologie po ¢ u jednotlivych dg

HISTOGRAM
Kimchky staw
group: aktin. keratoza

parcentage
[=7]
=

=

i MEZLEPSENG
fF FLERSEND
I ZHOJEND

Graf 1 — aktinické kerat6zy — klinicky nalez po PDT
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HISTOGRAM
Wiricky stav
group: bazakiom superficialal
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Graf 2 — superf. bazocelularni karcinomy — kliniciétez po PDT

HISTOGRAM
histalogie
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Graf 3 - superf. bazocelularni karcinomy — histobbg nalez po PDT
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HISTOGRAM

Klirisky stan
group: bazaliom nodularm
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Graf 4 - nodul. bazocelularni karcinomy — kliniakdlez po PDT
HISTOGRAM
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Graf 5 - nodul. bazocelularni karcinomy — histoldgi ndlez po PDT
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HISTOGRAM
ki stew
groug: marbus Bowen
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Graf 6 — karcinomy in situ typu m.Bowen — klinicéyez po PDT

HISTOGRAM
histalagle
graup: merbus Bowen
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Graf 7 - karcinomy in situ typu m.Bowen — histolégioalez po PDT

78



HISTOGRAM
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graup: bradavice
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Graf 8 — vulgérni veruky — klinicky nalez po PDT

HISTOGRAM
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Graf 9 — psoridza — klinicky nalez po PDT
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Klinicky stavversushistologie v ramci konkrétnich dg a jednotl. faozgibilizatof

HISTOGRAM
lecba: HYP

uperf. bazaliom, HYP-PDT, klinika vs disgie

¢ Nwo
S ERW
S S/

= [/ E

HISTOGRAM
lecha: ALA

uperf. bazaliom, ALA-PDT, klinika vs blisgie
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AKTINICKE KERATOZY-HYP  (kratky interval)

R1*naker; LS Means

Current effect: F{38. 1178)=7.2208, p=0.0000
Effective hypothesis decampasition
Varical bars denate 0.95 confidence intervals
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Graf 16* — A" - krivka p'ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“#Avka po 2 hod. latence PS

RA*naber; LS Means

Current effect: F(38, 1216)=_ 66934, p=93842
Effactive hypolbesis decomposition
Warlical bars densle 095 confidanca inlervals
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Graf 17* - ,B“ - krivka po 2 hod. latence PS, ,C" ~ikka po ozéeni
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R1°naber; LS Means

Current affect: F{¥6. 1786)=4.0051. p=0.0000
Effeclive hypathesis decomposition
Warlical bars denota 0095 confidénce infervals
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Graf 18* - ,A“ - k7ivka p*ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“#Avka po 2 hod. latence PS, ,C* ~ikka po ozéeni

nabey; LS Means

Current effect; F(Z, 47)= 74536, p= 48003
Effective hypothesiz decompesiion
‘Warical bars denole 0.95 confidence infervalz
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Graf 19 — pamérné hodnoty kivek ,A“, B, ,C*
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SUPERFICIALNI BAZOCELULARNI KARCINOM-HYP

oV

R1 naber: LS Keans

Current effect: F{33, 5168)=10.306, p=0.0000
Effective hypothesis decompasiion
Vartical bars denote 0,95 confidence intervals
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Graf 20* - ,A“ - k7ivka p*ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“#vka po 2 hod. latence PS
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R naber. LS Means
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Verdical bars demote .35 confidence infervals
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Graf 21* - B - krivka po 2 hod. latence PS, ,C* +ikka po ozéeni
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R naber; LS Means
Curranl effect: FiTE, 7714)=7 8891, p=0.0000
Effactive frypothesis decomposifion
Varical bars denole 0.95 confidenca intervals
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Graf 22* - ,A" - krivka p'ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“Fvka po 2 hod. latence PS, ,C* <ikka po ozéeni
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current effect: F(2, 2021=2.0190, p=.13534
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Graf 23 - primérné hodnoty kvek ,A", B, ,C*
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NODULARNI BAZOCELULARNI KARCINOM-HYP

R17naber. LS Means
Current effect: F(28, 634)=2.7 123, p=.00000
Effeclive hypothesis decomposilion
Verlical bars denote 0.%5 confidence intervalz

(kratky interval)
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Graf 24* - /A" - k7ivka p'ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“Fvka

R1 naber; LS Means

Cuorrent effect: F{38, 684)=15418, p=1,0000
Effective hypothesis decomposition
‘fertical bars denote .95 confidence intervals
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R naber; LS Means
Currend effect: F(76, 1028)=2.05613, p=.00000
Effective hypathesis decamposition
\Vertical bars denole 0.35 confidence infervals
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Graf 26* - ,A" - k7ivka p*ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“#Avka po 2 hod. latence PS, ,C* ~ikka po ozéeni

naker; LS Means

Current effect: F(2, 27)= 66612, p=.57306
Effactive hypothesis decamposition
Warlical bars denole 095 confidance inter/als
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KARCINOM IN SITU TYPU MORBUS BOWEN-HYP

R1*naber, LS Means
Current effect: F{33, 664)=10.327, p=0.0000
Effactive hypolhesis decarmposition
Yartical bars denole 0.95 confidance intervals
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R1*naker; LS Means

Current effect: F{76. 388)=8.1681, p=0.0000
Effeclive hypolhesis decomposilion
Vertical bars denole 0.95 confidence intervals
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Current effect: F(2, 26)=3.4390, p=.04720
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Werlical bars denode D95 confidence intervals

%

o
A,
X
&

A B L=
niaker
Graf 31 — pamérné hodnoty kivek ,A“, B, ,C*

90



VULGARNI VERUKA-HYP (kratky interval)

R1°naber; LS Means
Current effect: F(38, 532)=27 432, p=0.0000
Effaclive hypothesis decomposition
Werlical bars denota 0.95 confidence infervals
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Current effect: F{38, 570)=90819, p= 62960
Effactive hypolhesis decarmposition
Yartical bars denole 0.95 confidance intervals
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R *naber; LS Means

Curren! effect: FI76, 836)=12.018, p=0.0000
EMfective typolhesis decampositicn
Verical bars denole 095 confidance inen/als
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Vertical bars denole 0.95 confidence intervals
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PSORIAZA-HYP (kréatky interval)

Ri7naber; LS Beans
Currant effect: Fi23, 1292)=12.883, p=0.0000
Effaciive trypothesis decompesition
Verlical barz denote 0.95 confidence intervals
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R1naber; LS Means
Current effect: Fi38, 1292)=1.25825, p=14140
Effective brypothesis decomposition
Vertlcal bars denote 0.95 confidence inlervals
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R17naber: LS Meanz
Current effect: F(T&, 1938)=2.6115, p=0.0000
Effeciive hypothesis deconspeosifion
Yerlical bars denote 00.95 confidence intervalzs
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naber: LS Mears
Currant effect: F(2, 51)=1.0345_p= 36275
Effactive hypothesis decomposition
Warlical bars denote 0.95 confidence infersals
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AKTINICKE KERATOZY-ALA  (kratky interval)

1 naker; LS Means

Current effect: F{38, 418)=.70713, p=.90478
Effactive hypathesis decomposition
Vertical bars denole 0.95 confdance inlarvals
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R1*naker; LS Means
Currant effect: F{76, 646)= A8599, p=. 74173
Effeclive hypothesis decamposition
Vertical bars denole 0,95 confidence intérvals

B v P e e e e e e e e e e e ey
QT r
D&+
05
< osl
b
03
02t
gl [ i | —=— nabes
A
<10 RS 0 00 0D 6 0 e R 0 9 -a- naber
.".'dlf-E wildd wdG2 wad5S wdbE wdB1 vdEd wdET wdT0 wdT3 wdTE wdTI wda2 5 ?‘Iﬂ!ﬂl‘
R1 e

Graf 42* - A" - k7ivka p*ed nanesenim fotosenzibilizatoru(PS), ,B“#Avka po 2 hod. latence PS, ,C* ~ikka po ozéeni

naber; LS Means
Cument effect: F(2, 171=.14289, p= 86788
Effeciive hypolhesis decomposilion
Verlical bars denote 0.35 confidence intervals
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SUPERFICIALNI BAZOCELULARNI KARCINOM-ALA

Rinaber; LS Means
Curranl effect: F(38, 3686)=1.1144, p=29018
Effactive frypothesis decomposifion
Varical bars denole 0.95 confidenca intervals
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R naber; LS Means

Currend effect: F(38, 2930)=4308%, p=.29312
Effective hypolhesis decomposzition
‘ertical bars denote 0.95 confidence intervals
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R1*naber; LS Means

Current effect: F{76, 67001=1.1233, p=21728
Effaclive hypothesis decompasition
Varical bars denote 0.35 confidence intervals
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nabar; LS Means
Currerd effect: F(2, 1507=.242336, p=.708534
Effective hypothesis decomposilion
Verlical bars derote 0.95 confidence intervalz
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NODULARNI BAZOCELULARNI KARCINOM-ALA

Ri“naber; LS Means

Current effect; F(28, 1558)=2 2608, p=,00001
Effective hypothesis decomposifion
Verlical bars dencte 0.95 confidence intervals
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R1 naber; LS Means

Current effect: F(76, 23561=1.2831, p=.00001
Effactive hypothesis decomposition
Warlical bars denote 0.35 confidence infarvals
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KARCINOM IN SITU TYPU MORBUS BOWEN-ALA (kratky interval)

R1*naber: LS Maans

Currert effect: F(36, 1368)= 58581, p=9T943
Effecthve hypothesiz decomposition
Verlical bars denoie 0.95 confidence infensals
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Current effect; F(38. 1406)=2 6871, p=_.00000
Effactive hiypolhesis decompositien
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R naker; LS Means
Currart effecl: F(TE, 2052922 9705, p= 00000
Effactive hypolhesis decomposition
Verlical bars denole 0.95 confidence inarals
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VULGARNI VERUKA-ALA (kratky interval)
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A1 naber; LS Means

Current effect: F(7e, 2014)=24802, p=1.0000
Effeciive hypothesis decompogition
Vertical bars denote 0,95 confidence infervals
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naber; LS Means
Current effeci: F{2, 52)= 40464, p= 66926
Effective hypothesis decompasition
‘Verfical bars denote 0.95 confidence intervalz
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PSORIAZA-ALA (kréatky interval)

R1 naber; LS Means
Cuorrent effect: F{38, 3B0}=239270, p=_93951
Effective hypothesis decomposition
‘fertical bars denote 0.95 confidence intervals
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R naker; LS Means
Currenl sffecl: F(76, 570)=.72930, p= 95592
Effactive fypothesis decomposition
Verlical bars denole 0.95 confidence inarals
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2.16. SHRNUTI A VYZNAM ZISKANYCH DAT:

Vi 7

fotosenzibilizatoru, a to hypericinu v glycerinovéraztoku, ve fotodynamické terapii a
diagnostice &kterych koznich onemoéni a porovnani jeho dinnosti s nejast;i
pouzivanym fotosenzibilizatorem, a to 20% 5-aminolevou kyselinou v gelu.

Ve studii byla @innost hypericinu jako lokathaplikovaného fotosenzibilizatoru @ao nizsi
ve srovnani s pouzitou 20% 5-aminolevulovou kyselinTo bylo velice prawbodobré
zpasobeno jeho &Si molekulovou hmotnosti, a tim i menSinimikem do nadoroveé tké&n

K ovéieni, zda pr&v nevhodny zpsob lokalni aplikace hypericinu bylidodem nizSiho
poctu vyl&enych projeu, je zapatebi dalSich studii porovnavajicich jehdininost i
odliSnych zfisobech aplikace (n&pintralezionalni, liposomy, pomoci elektr. pole).aNa
zaklad dat ziskanych z literatury je hypericin stédeen mezi fotosenzibilizatory se slibnym
terapeutickym &inkem. Jeho vyroba by jistoyla podstaté levrgjSi a snazsi, nez je tomu u
derivat: porfyrin.

NaSe studie také potvrdila, Ze Ize zaznamert@bmnost hypericinu objektivn pomoci
remitertni (reflexni) spektrofotometrie. Pozorovali jsmekut&nost , Zze prbe¢h kiivek se
liSi mezi jednotlivymi diagnézami. Lz#ci, Ze jde o vedlejSi, ale mozndleZité zjiSeni,
které by si ovSem vyzadalo dalSi vyhodnoceni. Vitosmeru zatim statistické Setni nebylo
provedeno, nelionebylo gedmétem ani cilem této studie.

3. GRAFY:

4. OBRAZOVA DOKUMENTACE:

Pribéh 1é&¢by

HYP-PDT (superficialni bazocelularni karcinom)

107



&rqgj pribehu l&by

T
LA it% g

Projev po ukodieni PDT, klinicky zlepSeno, histol. nezhojeno
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Pritbéh 16¢by

ALA-PDT (karcinom in situ typu morbus Bowen)

Projev po PDT, lehk& hyprpigmentace

Stadium krustoskvam po PDT
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e . 3 . - N A ' —
Pred ALA-PDT Po ALA-PDT, bisgicky zhojeno
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Fotodynamicka diagnostika

Fluorescence po 2hod. inkubace HYP pod okluzi (6upezocelularni karcinom)

Fluorescence po 3hod. inkubace ALA pod okluzi {kem in situ typu morbus Bowen)
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Sekundarni impetiginizacedénych proje

Pred ALA-PDT (aktinické kerat6zy) Po ALA-PDT, sekundéarni étiginizace

Iritace l&eného projevu a v jeho okoli, herpes simplex labial

Pred ALA-PDT (superf. bazocelularni karcinom) ARAA-PDT, herpes simplex labialis, erytém, deskvama
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Abstract

Background Based on news about hypericin (HYP) as a poterdtgsensitizer with
promising photobiological activities, we decidednpit as a topically applied photosensitizer
in photodynamic therapy (PDT).

Objective The aim of this single-centre, prospective studg W investigate the effectiveness
of topical HYP-PDT treatment for non melanoma stancer.

Methods The study was carried out on 34 patients (20 raaté 14 women in the 32 to 83
years age range) with actinic keratoses (AK), ba&sdll carcinoma (BCC) and Bowen's
disease. The patients were treated once a week¥ikhin a glycerol solution and a red light
dose of 75 J/chfor 6 weeks on average.

ResultsThe percentage of complete clinical response Was for AKs, 24% in patients with
superficial BCC and 40% in patients with Bowen'sedise. Complete clinical response did
not occur in the group with nodular BCCs. A comglatstological response rate was found
out in 12% of patients with superficial BCCs and®@®bh the patients with Bowen's disease.
No control biopsies were performed after the treaimof AKs. All patients complained of
burning and pain sensations during irradiation.

Conclusion The topical HYP-PDT is a promising treatment fonrmaelanoma skin cancer
although the results of our study were less subdesscomparison with PDT using one of
the most often photosensitizers (ALA, MAL). The adee of the therapy is a question of

improvement of hypericin delivery into pathologicalls.
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Introduction

Hypericin (GoH160s, molecular weight 504.44, CAS Number 548-04-9)aigolycyclic,
aromatic phenanthroperylenedione with photosemsitiactivity isolated fromHypericum
perforatumplants, commonly known as St. John’s wort (Fid. 1)

The first detailed report of the isolation of hyjger from Hypericum perforatumwas
published in 1939 by Brockmann et’alhe first correct chemical formula of hypericin was
reported in 1942, also by the same author.

In recent years increased interest in hypericima gsotential clinical anticancer agent has
arisen since several studies established its palerfvivo and in-vitro anti-neoplastic
activity upon irradiation. Photodestruction of satharged with hypericin is dependent on the
presence of oxygen and light of a distinct wavelefginvestigations of the molecular
mechanisms underlying hypericin phototoxicity inncer cells have revealed that this
photosensitizer can induce both apoptosis and siscin a concentration and light dose-
dependent fashioh®

Here, we investigated the effects of photodynarharapy (PDT) with a topically applied

hypericin in a glycerol solution under occlusiom fmn melanoma skin cancer.

Material and methods

Thirty-four patients (20 men [59%] and 14 womenYgXanging in ages 32 - 83) with actinic
keratoses (AKs), superficial or nodular basal caifcinoma (sBCC, nBCC) and Bowen’'s
disease were included in the study (Table 1). &ptst in the AKs group (age range: 63-83
years; mean age: 75 + 6.72 years), 21 patienteanBCC group (age range: 32-82 years;
mean age: 66 + 13.35 years) and 5 patients in tveeB’'s disease group (age range: 57-76
years; mean age: 67.2 + 7.32 years) underwentriezdt Of these, three subjects in the BCC
group had diagnosed nBCC and the rest sBCC. Afliaall diagnoses, actinic keratoses
excluded, had been verified by histology beforetisig PDT treatment with hypericin.
Individual AK lesions designated for treatment wetimically graded as grade 1 (lesions
slightly palpable and more easily felt than seemjrade 2 (moderately thick AKs, easily seen
and felt) or grade 3 (very thick and/or hyperketiatdKs).’

In the nBCC group no debulking of the tumor wasealbafore treatment.

The above mentioned lesions were treated by photodic therapy in weekly intervals, the

average period of treatment was 6 weeks.
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As photosensitizer, we used hypericin product olehiby extraction with an addition of
glycerol. The product was prepared by extraction26§ of a dry drug (aerial parts of
Hypericum perforatum, 7% loss on drying, Hypericerbla sc. from MEGAFYT, Czech
Republic) by 500 ml of 95% ethanol (Penta, CzechuRéc) in a Soxhlet extractor. After 4
hours of extraction the ethanolic extract was catre¢ed to 50 ml by vacuum distillation.
The raw concentrate was roughly purified by coluchnromatography on Kieselguhr Hyflo-
Super Cel (John Mansville Co., New York, USA) watb cm diameter and 6 cm height and
95% ethanol as a mobile phase. Then 3 ml of glyoses added and 95% ethanol was
removed under reduced pressure in a rotating espoiSubsequently, the hot product was
transferred into a storage tube. The product waskidbrown, homogenodsyery viscous,
had density 1.2 g/ml and consisted of 36% glycet@lbo water and 47% total solids (by
freeze drying). The concentration of hypericins wamated by spectrophotometry at 590nm
(scan 450-800nm) in methanol (Fig. 2) after expesardaylight to let convert protohypericin
and protopseudohypericin to hypericin and pseudethgin, respectively. Main absorbing
compounds were hypericins and chlorphyll degradapooducts (Fig. 3J. Fluorescence
spectroscopy revealed the main photoactive commah&90-670 nm, the emission light of
the used excitation lamp, are hypericin and pseyuisfiicin. TLC analysi§ with hypericin
(Sigma) as a standard showed that the productsicedt 1.5-2.5 mg/ml of the hypericin
(32.5%) and pseudohypericin (67.5%). Distinct padwvere mixed up to give the same final
concentration of 2 mg/ml. Average yield of hypargwas 17 mg (0.07%) per 25 g of a drug.
This product was protected from evaporation, skiéldrom light and stored at room
temperature. Subsequent tests of this product gaesame spectra for periods up to 12
months.

The photosensitizer was applied to lesions and 1@hsurrounding skin in a 1-mm thick
layer under occlusive dressing (Tegaderm, 3M, &ul,AViinnesota, USA) for 2 hours, and
then removed with saline and non-woven gauze. Bdterapplication, the surface of treated
areas was cleaned of possible crusting and fladding After the period of incubation the site
was irradiated with non-coherent red light with emission spectrum of 580 to 680 nm
wavelength (Medeikonos PDT, Model 200, Medeikond &othenburg, Sweden). A total
light dose of 75 J/cfnwas delivered at all times. Before the irradiataom accumulation of
hypericin in treated area was verified by a diagiodamp.

The clinical development of the treated manifestatvas photographically documented.
Dermatological medical history of all data concegiithe duration of the disorder and

treatment up to that point were obtained from gaatient before starting the PDT treatment.
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Controlled biopsies were performed from th&t8 the § week after completion of the PDT
in the cases of patients with BCCs and Bowen'sadise

The protocol of this prospective study was appravedhe local ethics committee and all of
the subjects gave informed consent. Exclusion raitef this study included a history of
cutaneous photosensitization, hypersensitivity toJShn’s wort, photodermatoses, use of

photosensitizing drugs, pregnancy or lactationastive infectious disease.

Results

In the group of patients with AKs a total of 8 peowere treated (grade 1: 3/8, 37.5%; grade
2: 4/8, 50%; grade 3: 1/8, 12.5%). The manifestaivas localized on the scalp and face. Four
patients (4/4, 50%) showed complete clinical recpvéhe remaining 4 (4/4, 50%) only
showed improvement of clinical findings with lagilight infiltration of the treated area. The
lesions that cleared completely were clinicallydgréh as grade 1 in three cases and grade 2 in
one case. Complete clinical recovery was seenl ipatdilents with healed lesions (4/4, 50%)
during follow-up at 3 months after the cessatiodPBIT treatment. In the remaining patients,
clinical findings were aggravated. In the follow-opntrol at 6 months, only 3 patients, who
had shown complete clinical response, were presemt patients (2/3, 67%; 2/7, 29%)
showed healed lesions, and one showed recurrengead® 2 patient with complete clinical
recovery of AK was not present for the follow-umtiol after 6 months because of his death
from an unrelated internal disease to the cutandisosder.

In the group of patients with BCCs, a total of Zdtignts, 18 with sBCC and 3 with nBCC,
were treated. The tumors were located on the trextkemities, scalp and face. In the sBCC
group, of the 5 patients (5/18, 28%) showing coneptdinical recovery, only 2 (2/18, 11%)
showed complete histological recovery. In 3 paientho were considered to have recovered
clinically, signs of lasting basal cell carcinomare histologically detected. Seven patients
(7/18, 39%) showed partial improvement of clinifiadings following treatment while the
treated tumours of 6 patients (6/18, 33%) failedespond to PDT treatment with hypericin.
At 3 months following PDT treatment, 15 patientpegred for follow-up monitoring; the
remaining 3 patients were started on a new thetapewdality. Clinical healing persisted in
4 patients (4/15, 27%; 4/18, 22%) while signs afsigting tumour were clinically found in
the remaining 11 patients (11/15, 73%; 11/18, 6186)% months following PDT treatment,
only 7 patients appeared for follow-up monitoridgpf whom (4/7, 57%; 4/18, 22%) still
showed clinical healing. The remaining 8 patiengsenstarted on a new therapeutic modality

before the 6-month follow-up.
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None of the patients in the nBCC group showed ceteptlinical recovery. In 2 cases (67%),
however, there was an improvement of the clinicalupe; a reduction of the tumour mass
and a decrease of infiltration. All patients wetat®d on a new treatment.

In the group of patients with Bowen's disease, lfjexts in total were treated. Manifestation
was localised on the scalp, face, trunk and extremiOf the total number of afflicted
patients, 2 (2/5, 40%) had complete clinical recgvelistologically, 4 (4/5, 80%) recovered
completely. In 2 subjects, whose clinical findinfgdlowing treatment were evaluated as
improved yet not recovered, there were no histoklgsigns of carcinoma. At 3 months
following PDT treatment, complete healing persisted2 patients (2/5, 40%). In these
patients recovery still persisted after 6 montlis,(20%) (Fig. 4). Aggravation was noted in 2
patients with improvement findings following trean at 3 months follow-up control after
the cessation of PDT treatment.

Upon irradiation all patients complained of paim dwrning sensations, which spontaneously
disappeared within 24 hours of terminating thedpeutic session. No other serious negative
side effects were reported.

The results are summarized in bar charts and t@bigs5, 6 and 7; Table 2 and 3).

Discussion

The term “photodynamic reaction” was first coingdHtermann von Tappeiner in early™0
century. At that time it was already known that PD@&atment required the simultaneous
presence of a photosensitizer, light and oxygeménthe diseased tissue. Today, PDT serves
as an effective treatment modality for non-melanoskan cancers and certain other
dermatose$’ By all appearances, PDT treatment may also hayeesentive effect on
premalignant lesions in immunosuppressed patiénts.

The first PDT drugs were topically applied dyeseli&osin red or erythrosine. Today, for
dermatological purposes, only haematoporhyrin @gtres or protoporphyrin IX-inducing
precursors such as 5-aminolevulinic acid (ALA) oethyl aminolevulinate (MAL) are of
practical concerf®

Concurrently, however, the weight of evidence isegech is directing increasingly more
attention to other possible photosensitizers. TAemeasons for this are the high economic
costs of photodynamic therapy, both from the aspephotosensitizers as well as that of the
guality of radiation devices of varying provenantkerefore, there have been efforts to bring
into practice other new photosensitizers, whichraseonly chemically different from those

used most frequently (ALA, MAL) in current practjdeut also financially more accessible.
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Hypericin would be one such example. Its stabilitydifferent formulations was proved in
several studie§’ *°

In-vivo experiments with hypericin in cancer phbetapy were originally performed at the
University of Nevada in 1990. Thomas and collabmmsatdemonstrated that hypericin
phototherapy can kill Mx1-mammary carcinoma cellsihymic mice® The first local use of
hypericin as a photosensitizer in photodynamicapgrfor skin metastases of a malignant
mesothelioma of the tunica vaginalis testis wasiesd in 1994 by Alth and Ebermahhin
this case, treatment with superficially applied érygin was combined with interstitial
haematoporphyrin derivatives therapy.

In 1998 eight patients with squamous cell carcinamd eleven patients with basal cell
carcinoma were treated with intralesional injecsiah hypericin. In those cases, as well as in
ours, hypericin displayed selective tumour-targe(iRig. 8) and lower photobleaching when
compared to ALA. Penetration in the surroundingues did not induce necrosis or cell loss.
The effectiveness of the therapy depended on theertration and total dose of hypericin
and the frequency and duration of the therapy.duration of therapy was from 2 to 6 weeks
and was repeated 3 to 5 times per w&ek.

In our study, the average duration of the PDT tnegit was 6 weeks, repeated once a week.
In contradistinction we applied hypericin topicalbty the surface of treated lesions under
occlusion for 2 hours.

Unlike ALA-PDT or MAL-PDT, hypericin therapy showdiited success in our study. This
is interpreted as being due to the higher moleculaight of hypericin (504.44 Da) in
comparison with the low molecular weight of 5-améwulinic acid (167.59 Da), which can
cause a decreased penetration of hypericin in kire tsssue. For a drug to be delivered
passively via the skin it is better to have a mall@cweight <500 Da and also an adequate
lipophilicity, which can be affected by a suitaitehicle!®

Various strategies have emerged over recent yeavptimize skin delivery and they can be
categorized into passive and active methods. Thsiymapproach entails the optimization of
formulation or drug carrying vehicle to increasengkermeability. Skin penetration enhancers
as dimethylsulphoxide or carriers such as liposoaresused today. But in general, passive
methods do not greatly improve the permeation ofgiwith molecular weights >500 Da. In
contrast active enhancement of drug delivery tlwaimally involve physical (iontophoresis,
electroporation) and mechanical methods (abrasbfation, perforation) or other energy-

related techniques (ultrasound) has been showa geberally superid?.
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The present study describes diagnoses where PBifrieat with locally applied hypericin is
less successful in comparison with more often ysestosensitizers. However, this does not
diminish the fact that hypericin is still considéréo be one of the most promising
photosensitizers today, especially for superficia@incers. The effecttiveness might be
improved by higher concentration, light source vath emission designed for hypericin or a
better vehicle to improve penetration. It seemg #fficient penetration of hypericin or its
derivates into the skin and its delivery into pddlgccal cells is a critical factor for therapy

effectiveness.

Acknowledgement

This work was supported by the grant of the Czechigity of Health, IGA NR/7901-3.
Authors are also very grateful for invaluable helph all aspects of the study to Professor
Milan Jirsa (who passed away on DecemB®r2D04) and we would like to devote this paper
to his memory. We would like to thank Mr. Ladisl@wmka, Mrs. Anna Fliegerova and Mr.
Martin Leba for their technical assistances ang.hel

References

1. Schempp CM, Ludtke R, Winghofer B, Simon JC.eEiffof topical application of
Hypericum perforatunextract (St. John's wort) on skin sensitivity tdas simulated
radiation.Photodermatol Photoimmunol Photormi2@D0; 16: 125-128.

2. Brockmann H, Haschad MN, Maier K, Pohl F. UbeasdHypericin, den
photodynamisch wirksamen Farbstoff aus Hypericum perforatum
Naturwissenschaftet939; 32 (27): 550.

3. Brockmann H, Pohl F, Maier K, Haschad MN. Ubeas dHypericin, den
photodynamischen Farbstoff des Johanniskrautes gititgpm perforatum)Annalen
der Chemiel942; 553: 1-52.

4. Delaey E, Vandenbogaerde A, Merlevede W, de eMRA. Photocytotoxicity of
hypericin in normoxic and hypoxic conditiorighotochem Photobiol B: Biolog3000;
56: 19-24.

5. Agostinis P, Vantieghem A, Merlevede W, de WR#. Hypericin in cancer treatment:
more light on the wayint J Biochem Cell Bio2002; 34: 221-241.

6. Seyed MA, Malini O, Ganyik Y, Khee CS. Inductiohapoptosis by Hypericin through
activation of caspase-3 in human carcinoma ceeits] Mol Med2001; 8: 521-530.

130



7. Cockerell CJ, Wharton JR. New histopathologitassification of actinic keratosis
(incipient intraepidermal squamous cell carcinpndaDrugs DermatoR005; 4(4):
462-467.

8. Jurgenliemk G, Nahrstedt A. Dissolution, solipiland cooperativity of phenolic
compounds from Hypericum perforatum L. in aqueogstesns.Pharmazie2003; 58
(3): 200-203.

9. Schmitt LA, Liu Y, Murphy PA, Petrich JW, DixoRM, Birt DF. Reduction in
hypericin-induced phototoxicity by Hypericum pedtum extracts and pure
compoundsJ Photochem Photobiol B006; 85(2): 118-130.

10. Mulinacci N, Bardazzi C, Romani A, Pinelli Pindieri FF, Constantini A. HPLC-
DAD and TLC-Densitometry for Quantification of Hyp&n in Hypericum
perforatum L. Extract€Chromatographial999; 49(3/4): 197-201.

11. Nestor MS, Gold MH, Kauvar AN, Taub AF, GeroneniRG et al. The use of
photodynamic therapy in dermatology: results obasensus conferenc#drugs
Dermatol.2006; 5 (2): 140-154.

12. Wulf HC, Pavel S, Stender |, Bakker-Wensveeidpical Photodynamic Therapy for
Prevention of New Skin Lesions in Renal TranspRetipientsActa Derm Venereol
2006; 86: 25-28.

13. Szeimies RM, Drager J, Abels C, Landthaler N&tdty of photodynamic therapy in
dermatology. In: Calzavara-Pinton, P.G., Szeimi&M., Ortel, B, editors.
Photodynamic therapy and fluorescence diagnosis dermatology Elsevier,
Amsterdam, 2001: 3-16.

14. Huygens A, Kamuhabwa AR, de Witte PAM. Stapibf different formulations and
ion pairs of hypericinEur J Pharm Biopharn2005; 59: 461-468.

15. Liu F, Pan Ch, Drumm P, Ang CYW. Liquid chroogriaphy — mass spectrometry
studies of St. John’s wort methanol extraction:ivactconstituents and their
transformationJ Pharm Biomed AnaR005; 37: 303-312.

16. Thomas C, Pardini L, Pardini RS. Evaluationaopotential antineoplastic agent,
hypericin, against MX-1 human mammary carcinor84. Biennial meeting of the
International Photodynamic AssociatidBuffalo, NY 1990, July 17-21.

17. Koren H, Schenk GM, Jindra RH, Alth G, Eberm&rKubin A et al. Hypericin in
phototherapyPhotochem Photobiol B: Biology996; 36: 113-1109.

131



18. Alecu M, Ursaciuc C, Halalau F, Coman G, Meeld W, Waelkens E, de Witte PA.
Photodynamic treatment of basal cell carcinoma squhmous cell carcinoma with
hypericin.Anticancer Re4998; 18 (6B): 4651-4654.

19. Bos JD, Meinardi MMHM. The 500 Dalton rule fitve skin penetration of chemical
compounds and drug&xp DermatoR000; 9: 165-169.

20. Brown MB, Martin GP, Jones SA, Akomeah FK. Dalnand transdermal drug
delivery systems: current and future prospdatag Deliv2006; 13(3): 175-187.

21. Szeimies RM, Morton CA, Sidoroff A, Braathen Photodynamic therapy for non-
melanoma skin cancekcta Derm Venered005; 85: 483-490.

Legends:

Fig. 1: The chemical structures of hypericin and pseudehgm. Hypericin (MF: GoH160s)

R = -CHs. Pseudohypericin (MF: 4gH1609) R = -CHOH.

Fig. 2: The emission spectrum of the lamp and absorppentsum of hypericin (40g/ml) in
methanol and our product 1:160 in methanol.

Fig. 3: Absorption spectrum of hypericin and chlorophyghdadation products (the main
color components in our product) after separatipi bC and extraction with methanol.

Fig. 4: Bowen’s disease: (a) Clinical finding before HYPIPtreatment; (b) Clinical finding
after HYP-PDT treatment; (c) Histological findingfore HYP-PDT treatment; (d)
Histological finding after HYP-PDT treatment.

Fig. 5: Clinical response to HYP-PDT treatment in patiesith actinic keratosis, superficial
and nodular basal cell carcinomas, Bowen'’s diseases

Fig. 6: Histological response to HYP-PDT treatment in patevith superficial and nodular
basal cell carcinomas, Bowen'’s diseases.

Fig. 7: Percentage of clinically cleared lesions after HYPT treatment, at 3 and 6-month
follow-up.

Fig. 8: Fluorescence of superficial basal cell carcinom@nduphotodynamic diagnostic (in 2
hrs after a local application of hypericin).

Table 1: Patient demographics
Table 2: Summary of clinical and histological lesion respnt HYP-PDT, at 3 and 6
month follow-up

Table 3: Lesion recurrence at 3 and 6 months after HYP-PDT
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Table 1 Patient demographics

Actinic keratosis Basal cell carcinoma Bowen’s disse Total
No. (N) N=8 N=21 N=5 N=34
(23%) (62%) (15%) (100%)
Gender:
Male 5 12 3 20 (59%)
Female 3 9 2 14 (41%)
Race
Caucasian 8 (24%) 21 (62%) 5 (15%) 34 (100%)
Age (year)
Mean + SD 75.0+£6.72 66.0 £ 13.35 67.2+7.32
Median 74.5 71 67
Min-Max 63-83 32-82 57-76
Lesion location
Face 3 3 1 7 (21%)
Scalp 5 1 1 7 (21%)
Trunk 0 15 1 16 (47%)
Upper extr. 0 2 1 3 (9%)
Lower extr. 0 0 1 1 (3%)

Skin type Il or 11l on the Fitzpatrick scale in plhtients
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Table 2 Summary of clinical and histological lesion respesmto HYP-PDT, at 3 and 6 month

follow-up

after HYP-PDT

Percentage ofaled lesions:
3-month follow-up

6-month follow-up

AKs — clinical response
- complete
- partial
- no response

50% (4/8)
50% (4/8)

50% (4/8)

29% (2/7)*

sBCC — clinical response
- complete
- partial
- no response
sBCC - histological response
- complete
- incomplete

28% (5/18)
39% (7/18)
33% (6/18)

11% (2/18)
89% (16/18)

22% (4/18)

22% (4/18)

nBCC — clinical response
- complete
- partial
- no response
nBCC — histological response
- complete
- incomplete

67% (2/3)
33% (1/3)

100% (3/3)

BD - clinical response
- complete
- partial
- no response
BD - histological response
- complete
- incomplete

40% (2/5)
60% (3/5)

80% (4/5)
20% (1/5)

40% (2/5)
40% (1/5)

40% (2/5)

AKs, actinic keratoses; sBCC, superficial basdl @@icinoma; nBCC, nodular basal cell carcinoma; BD
Bowen’s disease; PDT, photodynamic therapy; HYpehyin.
* one patient was excluded from the study becab@isésaleath from an unrelated internal diseasédo t

cutaneous disorder.
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Table 3 Lesion recurrence at 3 and 6 months after HYP-PDT

Complete clinical Recurrences at1@onth Recurrences at 6-month
recovery after PDT follow-up follow-up

AKs 4/8 (50%) 0/4 1/3*

sBCC 5/18 (28%) 1/5 0/4

nBCC 0/3 (0%) 0/0 0/0

BD 2/5 (40%) 0/2 0/2

AKs, actinic keratoses; sBCC, superficial basdl @@icinoma; nBCC, nodular basal cell carcinoma; BD

Bowen’s disease; PDT, photodynamic therapy; HYpehyin.

* one patient was excluded from the study becab@ibésaleath from an unrelated internal diseasédo t
cutaneous disorder.
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Clinical response to HYP-PDT
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Histelogical response to HYP-FDT
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Percentage of clinically cleared lesions after HYP-PDT
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Fig. 8
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