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CiL DIZERTA CNi PRACE

Predkladana dizertai prace zahrnuje vysledky vyzkumu fotodynamickéapee
(PDT) kolorektalniho karcinomu. Vlastni experimeptobihal ve spolupraci s
Ustavem biofyziky a informatiky 1. |ékské fakulty v letech 2005-2008. Kolorektalni
karcinom pati mezi nefasgjSi malignity ¢eské populace. Riziko onemdaci
kolorektalnim karcinomem nyni dosahujéaské populace 5,9 % a staletusta. Stale
pocetnd je i skupina pacight pokr@ilym nadorem (fiblizné 30% nemocnych), kdy
je indikovana pouze terapie paliativni. V dnesriddie jednim z ne&jasgjSich postuf

u nemocnych s pokédym nadorem zaloZeni stomie, coz vyrazasahuje do Zivota
nemocného. Fotodynamicka terapie je jiz standagiyuzivanou metodou, ktera je
schvalena k k&b¢ malignich i benignich onemogmi v mnoha zemich sta \etrng
Evropské unie. Prvnim krokem v PDT je podani fota#ezéru, latky, ktera se
selektivie vychytava v nddoru a nasledné i@rd s¥tlem o ugené vinové délce.
Vysledkem je cilend nekréza tumoru s minimalnimivodnim okolnich tkani a
orgari. Experimentalni PDT kolorektalni rakoviny je \eliatde popisovana
vyjimecné. Fritom dobré dostupnost &elného zdroje pomoci koloskopu tuto metodu
vyrazre zjednoduSuje. Zaéiili jsme se na moznost terapie kolorektalni rakgvin
ftalocyaninem, ktery p#t mezi fotosenzitizéry druhé generace s rychlym
vychytdvanim preparatu v nadoru. Vlastni experimgyit proveden na atymickych
mysSich, které byly rozdeny do 4 skupin. Prvni skupina byla&éda disulfonovanym
hydroxyhlinitym ftalocyaninem, druha skupina foiofm, ktery je jednim
z nejrozSiensjSich fotosenzitizér, a dalSi dv skupiny byly kontrolni. Ob skupiny
byly oz&eny xenonovou lampou s filtrem o vinové délce 600-Am. DalSi d¥
skupiny byly kontrolni. Jedna davka ftalocyaninudkeek nekréze nadoru v 87 %
pripadi. Lé&cba fotofrinem vedla k nekroze u 62 % mysi. Cilemacasného vyzkumu
je zlepSeni screeningu a navrzeni novycisepi 1écby, které by dosahovaly lepSich
vysledii nez stavajici postupy. PDTue zlepSit kvalitu zivota i u nemocnych
s pokra&ilym malignim onemocinim a prodlouzit intervaligziti. Cilem naSi préace je

nabidnout nemocnym dalSi moznosbig kolorektalniho karcinomu.



1. UVOD

Fotodynamicka terapie je vedle chemoterapie, rathpie a imunoterapie
jednou ze standardnich moznosttb¢ nadorového onemoéni. V dnesni dob je
fotodynamicka léba jiz standardhpouzivanou l&ebnou metodou k terapii roztiych
benignich i malignich chorob. Fotodynamickabié vyZzaduje podani fotosenzitizéru,
ktery se selektivé vychytava v nadoru, a nasledné i@rd s¥tlem o dané vinové

délce. 1234° pyj

dostaténé hladi@ molekularniho kysliku dochazi po deai
fotosenzitizéru Kadk chemickych reakci, které vedou k destrukci makriekal,
predev&im membranovych ligida proteiri. ®’ Idedlni fotosenzitizér by &h byt
stabilni latkou o znamé chemické strukits vysokou selektivitou k nadoru. Vlivem
absorpce sMla dochazi ve fotosensitizatoru ke vzniku excitopeh staw, které
v zasad podléhaji dema typim deaktiv&nich reakci. Bd excitovana forma
fotosensitizatoru reagujetrimo s bugcnymi strukturami nebo dochazi k transferu
energie z fotosensitizatoru na kyslik a ke vznikgoce reaktivni singletové formy
kysliku. Volné radikaly, zvlastpak radikaly lipidickych slozek b@tnych membran
vedou k destrukci nadoru. Vyslednym terapeutickyrekiem je nekréza a
(nebo) apoptéza nadorovych kkn'>® Reakce PDT in vivo je pomé rychla. Po
oz&eni dochazi ke vzniku nekrozy jiz za 24 - 48 hodinekterych gipadech,
negastji v obdobi 1 - 2 tydfi po PDT, z&ne nador oft rast. Nafist tumoru nize byt
zpasoben rezistenci nddorovych Bkma PDT a to ziiznych divoda, nag. hypoxie,
nedostaténa akumulace fotosensitizatoru v tumoru, nedo&tdat&oncentrace stelné

energie v oz&vané oblasti nebo kombinace vy3e uvedenystodi. >°°

Vybér vhodného sételného zdroje je dovan dema zakladnimi faktory:
absorgnim spektrem fotosenzitizéru a hloubkouirpku swtla do tkag. Vinové
déelky pouzivaneho stla v PDT se nachazi mezi 600 a 900 nm. KratSwdndelky
jsou pohlcovany endogennimi barvivy, hldvhemoglobinem, delSi vinové délky
nemaji dostatmou energii pdebnou k aktivaci fotosenzitizier »#>***2 Na prinik

swtla do tkaw ma rozhodujici vliv odraz stla, rozptyl, genos, absorpce a



kombinace jednotlivych paramétrPronikani sétla do tk&d rozhodujicim zpsobem
ovliviuje vinova délka. DelSi vinové délky pronikaji hieji do tkarg, hloubka
penetrace se pohybuje mezi 3 aZ 8 ninvimové délce 630 az 800 nm. WsSpa PDT
byla popsana i u nadorSiie 10 mm, zde sei@dpokladaji dalSi vlivy na destrukci
tumoru jako zvySena imunitni odpall a omezeni krevniho fioku tumorem. Jako
zdroje s¥tla se pro PDT kive pouzivaly Sirokospektralni, speci@lapravené lampy
s barevnymi, pappact tepelnymi filtry. Ri jejich uZziti se nedosahovalo dostatech
piikona z&ivé energie v nadoru a dochéazelo téZz kiemé okolnich zdravych tkani.
Proto se nyni pouzivaji lasery, které jsou zdrojponochromatického, koherentniho,

linearre polarizovaného a intenzivniho &elného svazku s nastavitelnym vykonem.
3,13,14

V roce 1976 byla poprvé pouzita fotodynamick&ke s fotofrinem u pacienta
s inoperabilnim karcinomem ravého méchyre, kdy byl cely michyt oz&en
transuretrald zavedenym sitelnym zdrojem. V dnedni debse indikace PDT
rozc&luji na ti hlavni skupiny: onkologii, oftalmologii a dermaagii. V onkologii byl
nejprve I€en bronchogenni karcinom v pokilém a pozdji v ¢asném stadiu
onemocgni. Swtelny zdroj byl giveden bronchoskopem a postizena oblast byla
oz&ena. Daldim karcinomem s dobrou odezvou na PDRieitom jicnul**>*ve
studii s fotofrinem doslo ke zmenSeni nadoru u 9hémocnych a 76 % paciént
udava zlepSeni polykacich obtizi. PDT byla naslqubuZzita k I€bé Barrettova jicnu
s vysokym stupgm dysplazie jako alternativa mukosektondieresekce. Dobrych
vysledii je také dosahovano ve studiich $d& tumort dutiny astni, laryngu a
faryngu. Cilem je vyhnout se obvykle mutilujicimesgnim vykorim. Derivaty
fotofrinu jsou dale zkouSeny v terapii astrocytora glioblastormi. V roce 2006
probéhla studie, kdy byla PDT kombinovana s klasickymeranim postupem u
primarnich a recidivujicich nadomozku. Tumor byl neurochirurgicky odstigna
zbytkova dutina byla po podani fotosenzitizéru rema. Vysledkem bylo delSi
prezivani a niz8i procento recidiv. V stadiu klinicky zkouSek byla i Iba
mesoteliomu a diseminovych tuniorajeiniki. Problémem je vSak dostaie ozéeni

pleurdlnici peritonealni dutiny. V énim lékdstvi se PDT pouZiva k terapii makularni



s st

degenerace (jeji exsudativni formy), ktera jecas§jSi pricinou slepoty ve vysflych
zemich. B tomto onemocéni dochazi k novotvorb cév, které vedou k vypadku
v centralni¢asti zorného pole. Po podani fotosenzitizéru séeugzalocha v pkméru 3
milimetra, dochazi k destrukci endotelu cév a tim Kk jejiobkndze. Pouzivanym
fotosenzitizérem je verteporfire skupiny chlorifi. Tato metoda je zcelainé a bylo

ji 1éceno jiz rkkolik miliona nemocnych. Prawgodobri nejvice vyuzivana je PDT
v dermatologii.*’*® Snadny pistup a lokalni aplikace vedla k roisii indikaci a
vyuziti v Kklinické medicid. Nejvice zastoupenym fotosenzitizérem je
aminolevulonova kyselina a jeji metylester. Mezavmli indikace pdi solarni
akantéza a bazocelularni karcinom. Niz&hdost je u spinocelularni ho karcinomu,
Bowenovy choroby (skvamoézni karcinom in situ) a aneimu, kde je hlavnim
problémem penetrace &la. VSechny vySe uvedené indikace jsou schvaleay k

klinickému pouZiti v Evrop a mnoha jinych zemich &a. 9202

V minulych letech se vyzkum PDT také z&ih na jeji pouziti v terapii
lokalnich bakterialnich a virovych infekci. Jsowpivany odlisSné fotosenzitizéry, nez
jaké se pouzivaji v onkologickéclkeE. PDT s metylénovou maéidje schvalena k tdo¢
periodontitidy v Kanadl Fotosenzitizér je pouzivan ve fofngelu, aplikovan na
postizené misto a nasledoza&en. Dale je PDT pouzivana ridgad v 1&bé fokalnich
infekci v oblasti dutiny Ustni, infikovanych rai chronickych diabetickych red.
PDT ma @inek i na mykotické nebo virové infekce. PDT bylapisné pouZzita
k sterilizaci krevnich derivatinfikovanych virem HIV a hepatitidou. Tato techogie
vSak dosahuje takové finam nar@nosti, Ze ji nelze zatim pouZivat v klinické
medicire. Vyuziti PDT v terapii infeknich nemoci by mohlo pomoci v terapii
rezistencich bakterialnich kmien



1.2 Historie fotodynamické terapie

Historie fotodynamické terapie je pé&m dlouha. Jiz Rekové a Cinané
popisovali hojivé dinky slun€&niho s¥tla a Herodotus je oztavan za otce tzv.
helioterapie. V roce 1900émecky student Otto Raab zjistil, Zeédw ma letalni
ucinek na nalevniky - trepky (paramecia), kdyz dowoee které trepky byly, fidal
akridinovou mod Jednalo se o nahodné st nebd Petriho misku zapongh na
okennim parapetu. Je to prépddobr prvni zminka o vyuZiti fotoreakci
v biologickych systémecl:>* Pro |&eni nadol byly fotosensitizatory poprvé pouzity
v roce 1903 Tappeinerem a Jesionek&ndednalo se o kozni nadory (spinocelularni
karcinom, bazaliom, Ilupus a condylomata lata Zzeciskygenitalii). Jako
fotosensitizator byl pouzit eosin. V roce 1904 Teippr prokazal, Ze pro U&nou
terapii je nezbytna fitomnost kysliku a jako prvni pouzil pojem ,fotodymicky

efekt”. O fotodynamiku se ve své dobajimali i Paul Ehrlich a Louis Pasteur.

Porfyrin byl objeven v roce 187PRozornost mwsSak byla ¥novana az v roce
1912, kdy Meyer — Betz vyzkouSel porfyrin sdm nbésq¢Obr. ¢. 1) V nasledujicich
letech pak Meyer — Betz publikoval mnoho praci aanj fotodynamiky. V roce
1924 byla pozorovana fluorescence endogennich gify sarkomech laboratornich
zvirat a v lidskych nadorech a to u nemocnych operastamyo karcinom prsu a u
fady dalSich povrchavlokalizovanych naddr Za vyzkum porfyrid v roce 1925
ziskal H. Fischer Nobelovu cenu. Teprve v roce 1ByRhematoporfyrin aplikovan
potkarim a zjistilo se, Ze se hromadi v transplantovanykanich, nadorech,
metastazach @aste&né i v lymfatickych uzlindch. Naslednbylo potvrzeno, Ze se
hematoporfyrin hromadi nejen v nadorové tkani a fatiokych uzlinach, ale i
v embryondlni a regenerujici tkani hlodavcv roce 1945 byla poprvé popsana
fotosenzitivita kKZze po podani porfyrin O 12 let pozéii byly piipraveny
z hematoporfyrinu hematoporfyrinové derivaty (HpCHti dalSich pokusech na
potkanech a mysSich (rhabdomyosarkom, karcinomimélé&lazy u mysi, Walkéy
karcinosarkom u potkdiy se zjistilo, ze HpD se akumuluji Iépe v nadortkéni nez

,hruby hematoporfyrin“. >>?* Prvni porfyrinovy preparat byl zaregistrovan pod



firemnim nazvem Photofrin ® v roce 1983 a schvddem pouZiti v klinické medicin

v roce 1993 v Kanad Vlastni fotosenzitizér je sk8 monomel, dimeit a oligomed
vzniklych derivaci z hematoporfyrinu. Ve Spojenystiadtech americkych je schvalen
k terapii Barrettova jicnu, tumdjicnu a mgéoveho néchyre.

Obr.¢. 1 Molekula porfyrinu

V sowasnosti jsou hematoporfyrinové derivaty pdadnymi firemnimi nazvy jiz
schvéleny pro Kklinické pouziti v terapii tundojicnu, endobronchialnich tumir
nadofi matového néchyfe a mozku, stefntak koznich onemoeni, wetné Kaposiho
sarkomu. Davkovani fotofrinu je 2,5 mg/kg a intérvaezi podanim preparatu a
oz&enim je 48 hodin. Nevyhodowchto fotosensitizatdr prvni generace je, ze se
jedna o ne zcelaipsreé definované latky, které po intravendzni aplikagvolavaji
kozni fotosenzitivitu po solarnim dzhi, ktera mze trvat 4-6 tydf po aplikaci latky.
Pacienti nesmi byt vystavovanitimému slunénimu svitu, rozptylené denni &lo v
mistnosti obvykle fotosenzitivitu nevyvolavateBto HpD jsou pod firemnimi nazvy -
Photofrir® (USA), Photocarcinori®@ (Cina), Photosa® (Némecko), Photogef
(Rusko), Haematodréx (Bulharsko) pouzivany dodné&g:2%%’
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Optimalni fotosenzitizér musi sfvat nasledujiciigdpoklady:

a) fyzikalni — maximalni absorpce vinovych dél€ld-850 nm pro maximalni
penetraci do tk&h

b) fotochemické — produkovat dostaté mnozstvi signetového kysliku, mit
dostaténou fluorescenci pro spektroskopii. Byt dostate stabilni, aby vysledek
terapie neovlisioval photobleaching (ztrata fotodynamickéninosti fotosenzitizéru).

c) chemické — vysoce stabilni, levné, se snadnggungsem syntézy a vyroby.
Rozpustné ve vadpro intravendzni podani nebo v tucich pro formih gemasti.

d) biologické — minimalni fytotoxicita, dobra faakokinetika.

Soubzré se studiem hematoporfyrinovych derivabyl syntetizovan meso-
tetra-(4-sulfonatofenyl)-porfin (TPRS ktery byl po chemické strance iegré
definovanou latkou, kterd byla v roztoku stabimiol¥e rozpustné&’* Sledovana byla
distribuce TPPS4 do Walkerova karcinosarkomu atmista orgaf u potkari.
Nalezla se nejvyssi koncentraci TPPS4 v nadorwstatmich organech a tkanich byla
koncentrace nizSi. Wezité bylo, Zze koncentrace TPPS4 v nadoru bylaSivyez

koncentrace HpD.

V nésledujicich letech se sice potvrdililegky o akumulaci TPPS4 do nadore
srovnani s HpD, ale nalezla se také zvySena koramenTPPS4 v ledvinach. Druhym
problémem, jestslozitjSim, byla otdzka neurotoxicity. Srovnaval se tghto latek
na rychlost vodivosti motorickych nana na jejich morfologické zémy. Zjistilo se,
Zze jak podani HpD, tak i TPPS4 v uvedenych davkegbola snizeni rychlosti
vodivosti motorickych ner. V pripace HpD se tyto zmany vrati k normalnim
hodnotam asi za 3 tydny. \tipad TPPS4 nebyl navrat k normalu z§istani za 60
dni po jeho aplikaci mySim. Na zaktadhorfologickych studii byly po aplikaci TPPS4
mySim zjisény strukturalni abnormality motorickych népkteré nebyly pozorovany
po podani HpD#*?*#Vvzhledem k uvedenym problém se od klinického vyuZiti
TPPS4 upustilo. (Tals. 1)
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Tabulka ¢. 1 Déleni fotosenzitizén

Porfyriny Porfyrin, hematoporfyrin
5-aminolevulonova kyselina
Benzoporfyrinové preparaty

Texafyriny

Chlorofylové derivaty Chloriny
Purpuriny

Bakteriochloriny

Barviva Ftalocyaniny

Naftalocyaniny

Hlavnim zastupcem benzoporfyrinovych deriv@ verteporfin. Je aktivovan
swtlem o vinové délce 690 nm, rychle se kumuluje daréd a ma rychlou clearence,
takze fotosenzitivita je minimalni. Verteporfin domantre pisobi na cévni zasobeni
nadoru, proto je jeho nastupitku porEérné rychly a je vyhodny u nadors bohatou
neovaskularizaci. V klinické medigins verteporfin pouziva k terapii makularni
degenerace. 80 % nemocnych udava zlepSeni staviyedmwém cyklu terapie.
Vzhledem k recidivAm se dop@uje PDT opakovat wimesicnim intervalu. Vyuziva
se také k terapii chorioretinopathie. Vertoporfiyl byzkousen s dobrym efektem i

v terapii maligniho melanomu sitnice.

Texafyriny pati do skupiny plg syntetickych porfyrif. Jsou zakladem
kontrastnich latek pro magnetickou rezonanci vacglninach s gadoliniem. V PDT se
vyuZzivaji texafyriny v kombinaci s gadoliniem nehdeciem. Byly pouzity v &g
koZnich a cévnich chorob. Di@se vazi na lipoproteiny, takze byly vyzkouSemy i
terapii aterosklerézy. V ostatnich cévnich indikee jedna o fotosenzitizér s vysokou
afinitou k endotelu, takZze dosahuje dobrych vysiedkneovaskularizanich proces
jako je makularni degenerace. Texafyriny jsou aktany s¥tlem o vinove délce 730

nm, coz zajiBuje hluboky piinik swtla do tkag a sodasré nedochazi k pohlcovani
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swtla v cévnimiecisti hemoglobinem. Vzhledem k rychlému v§twéani z organismu

u nich fotosenzitivita nebyla prokazana.

5-aminolevulonova kyselina (ALA) je prekursorem toqorfyrinu, ktery je
syntetizovan v mitochondriich. Vznik&d syntézou ghyc a sukcinylkoenzymu A.
Bunky s vysokym metabolickym obratem produkuji v mitondriich protoporfyin ve
zvySené nie. Je hlavnim zastupcem prepargiouzivanych k lokalni aplikaci.
Indikace k systémovému podavani jsou velmi omezAhd je aktivovan s¥tlem o
vinové délce 635 nm. Vzhledem knizké aktvitALA je treba pouzit
vysokoenergetické zdroje nebo delds ozéeni. Interval mezi aplikaci a azmnim je
4 hodiny. ALA byla schvalena kdBé solarni akantozy v roce 2000 ve Spojenych
statech americkych a jeji metylester (Metvix@ stejné indikaci v Evrap 33!
Vzhledem kvybornému kosmetickému efektu se déadpokladat stalecasgjsi
pouzivani. Ozalje se modrym spektrem&la. Jedna se pravdodobr o nefastjSi
indikaci PDT v klinické praxi. Dale se pouziva k&ni I&be¢ dalSich koznich nemoci,
bazocelularniho a spinocelularniho karcinomu. Unkd nadoi je jedna aplikace
PDT dostéujici na tumory do 1 cm v pméru. U WwtSich nadak je poteba PDT
opakovat nebo pouzit azni v kombinaci se zavedenimégovaného vladkna do
tumoru. Nevyhodou f¥e byt rkdy bolestivost a tudiZz nutnost pouZiti anestetika.
Benzylester je schvalen k paliativnEl€ gastrointestinalnich nadorALA byla také
pouzita s dobrym efektem v terapii papilarniho keomu m@ového ngchyre. Roztok
s ALA byl instalovan do rchyie a nasledhoz&en. DalSi z indikaci je leukoplakie

dutiny ustni.

Obr.¢. 2 Molekula 5 aminolevulonové kyseliny

H,N OH
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Ftalocyaniny a naftalocyaniny patdo skupiny fotosenzitizér ze skupiny
barviv. Ftalocyaniny jsou latky znameé jiz vice ri#Z let. Jejich hlavni pouziti bylo
v metalurgickém a chemickémipnyslu, kde se pouzivaly jako barviva. P&gzdoSlo
k rozSteni jejich pouziti v textilnim a papirenskémumyslu. V poslednich letech se
vyuziti ftalocyanir presunulo do sofistikovanych technologickych aplikaldbenrg se
s nimi setkavAme na zaznamové sirakompaktnich disk, nebo v laserovych
tiskarnach. Jedna se o symetrické cyklické &ainy, kde se do jejich centralniho
kruhu vaZzou kovové prvky nebo vodik. Na centrakoitase pak mohou vazat dalSi
ligandy. Jejich pouziti v PDT je otdzkou posledngth let. Jedna se o hydrofobni
latky, které se mohou aplikovat ve farmiposomalnich preparat— nag. zinenaty
ftalocyanin. Sulfonaci ftalocyaninpak vznikaji fotosensitizatory, které jsou vice
hydrofilni a tim pouzitelné pro intravendzni poddvaSyntézou s kovy — zinkem,
hlinikem a kemikem se zvySuje fotodynamicky efekt ftalocy&nifr®° Jsou to
syntetické latky s absatpim maximem 675 - 700 nm, které absorbujitlsv
v ¢ervené oblasti spektra. Jejich obrovskou vyhodowtiprvS8em ostatnim
fotosenzitizéim je rychla absorpce v tumoru, kde dostaée hladiny pro &énnou
PDT je dosazeno po minutach. Hlinity sulfonovanyldtyanin (Photosen ®)

registrovany v Rusku je schvélen k terapii kozrd@ndobronchialnich nador

Obr. ¢. 3 Molekula ftalocyaninu

oy
S
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Naftalocyaniny jsou odvozeny od ftalocyaiinNaftalocyaniny pdt mezi
preparaty s vysokou selektivitou k tumorozni tk&momalym vyldovanim z tumoru,
s nulovou fotosenzitivitou a s vyraznym fotodynakgim efektem natzné nadory.
NejlepSich dinka dosahuje hlinity naftalocyanin v terapii malignilnelanomu. (Obr.
&, 4)

Obr. ¢. 4 Molekula naftalocyaninu

DalSi velkou skupinou fotosensitizditdi. generace jsou chloriny (degrada
produkty chlorofylu, které absorbuji &lo o vinovych délkach 640 - 700 nm).
Hlavnim zastupcem je temoporfin (Foscan®), kterysgavalen v klinické medicén
v terapii koznich onemoeni, nadoti hlavy a krku, jicnu a endobronchialnich nador
Interval mezi ozéenim a aplikaci je 4 dny a vinova délka laseru g9 6m.
Temoporfin pati mezi fotosenzitizéry s nejnizSi energii iednou k aktivaci,
dostd&uje pouze 20 J/cthtakZe doba ozéni je také nejkratsi. Jeho nevyhodou je
fotosenzitivita. Proto je pt#bné v piibéhu ozd@ovani zakrytéasti €la, které nemaji
byt oz&eny. DalSi zastupce této skupiny je aspartyl-démdorinu e6 (Npe6), ktery
je ve voa& rozpustny a nevyvolava kozni fotosenzitivitu. Viu# se k terapii koznich
onemocgni a nejlepSich vysledkdosahuje v terapii makularni degenerace. Interval
mezi podanim latky a ognim je 4 hodiny. Experimentalni studie ukazugi,Npe6
primarrgé pasobi na cévni zasobeni nadoru. HPPH (Photochldrydeofobni lipofilni

fotosenzitizér s vybornymi dinky v terapii nadal. Byl pouzit k terapii recidiv
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endobronchiélnich nadiba Barrettova jicnu. Fotosenzitizér je podavaravenozg a
doba potebna ke kumulaci v nddoru je 2 dny. ¥terych gipadech se ale objevila
fotosenzitivita. Talaporfin sodny (LS11) je ve ¥orbzpustny a je vykovan jatry,
proto je nevhodny u paciants chronickym postizenim jaterfiFeho aplikaci se
objevily u pacient obéhové problémy, proto se v dnesni datepouziva. Purpurin je
degradani produkt chlorofylu. Interval mezi aplikaci fomitizéru a oz&nim je 24
hodin a vinova délka laseru je 660 nm. Nevyhodaoggtabilita ve vodnim prasdi a
casté alergické reakce. DalSi preparaty ze skupgriat jsou nap. feoforbidy a
pyrofeoforbidy (byly roviz izolovany z chlorofylu, nevyvolavaji kozni fotoetivitu

a maji absofni maximum 665 nm), temoporfin, #ada jinych. ** Meta-
tetrahydroxyfenylchlorin je schvalen k paliativéthé nadofi v oblasti hlavy a krku

v nékterych statech Evropské unie. (Tabutk&)

Tabulka ¢. 2 Hlavni zastupci fotosenzitizéit schvalenych pro klinickou praxi

Fotosenzitizér Genericky nazev Vyrobce
Hematoporfyrinové derivaty Photofrin Axcan, Kanada
Hematoporfyrinové derivaty | Photosan SeelLab F&E ¢hecko
Benzoporfyriny Visudyne Novartis, Svycarsko

5 aminolevulonova kyselina | Levulan DUSA, Kanada

(5 ALA)

Metylester 5 ALA Metvix Photocure, Norsko
Sulfonovany hlinity ftalocyanin| Photosens Instibbiecné fyziky, Rusko
Chlorin e6 Laserphyrin Meiji Seika Kaisha, Japonsko
Lutécium texafyrin Abtrin Pharmacyclics, USA
Tetrahydroxyphenylchlorin Foscan Biolitec, Irsko
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Snahou je vyvinout takové fotosensitizatory, kigyérely tyto zakladni vlastnosti:

a) byt latkou o znamé chemické strukdu

b) selektivré se akumulovat v nadoru

c) v dostaténé mie produkovat singletovy kyslik

d) aktivovat se stlem o vysSich vinovych délkach, které penetrupulbkji do tkare
e) byt minimalre toxicky k ostatnim tkanim

f) nevyvolavat fotosenzitivitu k solarnimuieai

g) byt ve vhodné lékové forén

h) byt levrgjSi nez stavajici tba

i) byt fotolabilni a snadno se rozkladat poiera s¥tlem odpovidajici vinové délky
j) rychle se vyldovat z organismu

k) neinterferovat s ostatni protinadorovoskeéu

[) aktivovat se sitlem o [Fesré stanové vinové délce

m) byt vhodnou latkou i pro ambulantni pouziti

Afinita jednotlivych fotosensitizatérk riznym nadorovym htkam je rozdilna. Na
rozdilné akumulaci fotosenzitizérv bunkach se podili rozdilna lymfaticka drenaz

nadofi, znmeny v pH, nahst lipoproteinovych receptra abnormalni nadorové stroma
1.3 Swtelné zdroje

Vybér vhodného sételného zdroje je dovan dema zakladnimi faktory:
absorgnim spektrem fotosenzitizéru a hloubkouirpku swtla do tkag. Vinove
délky pouzivaného gtla v PDT se nachazi mezi 600 a 900 nm. KratSwdndélky
jsou pohlcovany endogennimi barvivy, hlavhhemoglobinem, vodou, ¢kterymi
lipidy, melaninem a ostatnimi pigmenty. DelSi vidodélky nemaji dostateou
energii potebnou k aktivaci fotosenzitiziér *>***?Na piinik swtla do tka® ma
rozhodujici vliv odraz sitla, rozptyl, genos, absorpce a vzajemna kombinace
jednotlivych parameir. Tyto parametry se vzhledem k nehomogenni stfaktikiani

urcuji pomerné obtizre. Odraz swtla mize u delSich vinovych délek dosahovat az
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50%. Naopak odraZeni &la v dutinach vede ke zvySenkitku diky aplnému
vstrebani swtla. Mnozstvi s¥tla proniklého do tkahtak mize byt @i pouziti PDT
v dutindch (moovy mechyr) 5 az 7 krat vysSi. Pronikani&ha do tkar rozhodujicim
zpasobem ovliviuje vinova délka. DelSi vinové délky pronikaji higji do tkarg,
hloubka penetrace se pohybuje kolem 8 niinvimové délce 630 az 800 nmeéfieri
autdi ale uvadji penetraci sétla az 20 mm). UsgEna PDT byla popsana i étsich
nadofi, zde se fedpokladaji dalsi vlivy na destrukci tumoru jakoyzena imunitni
odpovd’ a omezeni krevniho floku tumorem. Jako zdroje &la se pro PDT ive
pouzivaly Sirokospektralni, specidlnupravené lampy s barevnymi, pomack
tepelnymi filtry. Ri jejich uZziti se nedosahovalo dostatgch gikona z&ivé energie
v nadoru a dochazelo téz k éeai okolnich zdravych tkani. Proto se nyni pouzivaj
lasery, které jsou zdrojem monochromatického, kem@iho, linearé polarizovaného
a intenzivniho sstelného svazku s nastavitelnym vykoneft>** Rozhodujicimi
parametry kazdého &elného zdroje jsou vinova délka,éteny vykon (udavany
ve Wicnt) a celkova energie #ni (udavana ve J/éh Idedlni setelny zdroj by il
byt dostatené absorbovan fotosenzitizéremginby dosahovat dostateeho piiniku
do tkar¥, mit dostat&nou energii ke spudti fotochemické reakce. Nemby
vyvolavat purpuru, termické poSkozeni neboémynpigmentace. Idealni zdroj vyza
dostaténé mnozstvi energie v co nejkratSitasovém intervalu ip minimalnim

poSkozeni tk&h

Sirokospektré sitelné zdroje byly vyuzivané v PDT néjce. V roce 1942 byl
hematoporfyrin aktivovaniemikovou lampou v experimentalnth€ nadofi u zviat
i lidi. DalSim krokem bylo pouZzivani xenonovych fjamm vinovou délkou 600 az 660
nm v Sedesatych letech minulého stoleti. Naslestnpouzivaly lampy halogenové a
wolframové. V roce 1990 Kennedy pouzil Kb solarni keratézy a koznich nador
ALA v kombinaci s wolframovou lampou s filtrem 608m a ALA se tak stala
dominantnim fotosenzitizérem pouZivanym &t¢koZznich onemoacmi. >?*°Vinové
délky u koznich onemoéni se posunuly spiSe k modrému spektrétlay vzhledem
k povrchové lokalizaci koznich lézi. InkoherentnEtslné zdroje se v dnesSni dob

pouzivaji pouze k o*avani velkych ploch u koznich chorob, jinak je ghjivyuziti
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v PDT minimélni. Mezi hlavni nevyhody konuerich lamp pai vyrazny tepelny
efekt, nizka intenzita gtla a obtizg kontrolovatelna celkova energiefeai. V dnesni
dobs jsou k ozéeni velkych ploch pouzivany &o emitujici diody (LED), které jsou

schopné generovat dostateu energii osétleni @i odpovidajici vinové délce.

Prvnimi lasery pouzivanymi v PDT byly v 70. letestinulého stoleti lasery
argonové. MoZznost nastavenitizné vinové délky umaibvalo pouzit rozdilné
fotosenzitizéry, coz v porovnani s dnedninfispoji s fesr® nastavenou jednou
vinovou délkou pedstavovalo zrmou vyhodu. Jejich nevyhodou byla velikost,
energetickd natmost, nutnost vodniho chlazeni, nizka spolehlivessamoejme
cena. Vroce 1980 se &aaji pouzivat Nd:YAG lasery. V porovnani #egchozi
skupinou dosahuji vySSicimnosti, spolehlivosti a niz8i namosti na udrzbu. LED
diody se za&aly pouzivat viiznych oborech lidsk€innosti v 90. letech minulého
stoleti a byly také vyuzity k vyr@gbdiodovych laser, které v dnedni d@bdosahuji
nizké provozni naklady. Diodové lasery se pouzijadipro viakna v endoskopech,
tak mohou byt pouzivany pro dedi velkych ploch. Hlavni nevyhodou diodovych
lasefi je prednastavena vinové délky bez moznosti jejiyn takze je nutné pro
kazdy fotosenzitizér pouZzivat jiny laser. Problémdimdovych laser je pongrné
nizka &innost v gevodu elektrické energie naéwsinou (méw nez 15 %), takze
dochazi také k po#nn¢ velikym tepelnym ztratdm. Posledni novinkou jeregani
kazdé diody s vlastnim &ovodnym viaknem, kdy dinnost gevodu je 50 %. Lasery
jsou zdrojem monochromatického, koherentnin@riéas pesré definovanou vinovou
délkou. Lasery se dkaly rozsfeni v PDT v 90 letech minulého stolétf. VyuZivaji
se jak k I€bé koznich onemoaimi, tak pro l€ébu nadoé vnitinich orgad, ¢imz
vyrazreé rozsfily moznosti vyuziti PDT. Mezi hlavni vyhody gatvedeni sutla
optickymi vlakny a tim jejich pouziti v endoskopedtanoveni fesré definované
vinové délky, dosazeni maximalni penetrace do &karzkraceni doby pibné k

oz&eni. t1314
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Vyvoj lasefi v nasledujicich letech se z&mje na vyvoj diodového laseru
S moznosti nastavovaniznych vinovych délek, tak aby je bylo mozn@mt podle
potreby jednotlivych fotosenzitizér S jejich rozvojem se ipdpoklada snizovani
porizovaci ceny a tim celée PDT. &naji se pouzivat i organické LED lasery.

Vysokorychlostni pulzni lasery jsou testovany prfotdnovou PDT.

1.3.3 S¥tlovodné technologie

Rozvoj PDT v poslednich 20 letech je Uzce svazeorwjem s¥tlovodnych
vlaken, které umozniliiignos s¥telné energie od zdroje k cilové tkani. Ve srovr&ani
ionizovanym z#éenim, které pronika ®&i k cilovym tkanim s minimalni ztratou,
hlavnim problémem s¥a je omezena penetrace a jeho rozptl gronikani do
organismu. Existujitt zakladni moznosti ozavani s¥telnym zdrojem. Stlo pasobi
na oz#ované misto fimo, bez nutnosti jehorenosu, nebo je pouzit systémcek a
filtr i k jeho korekci. Tyto postupy se pouzivaii zatovani &tSich ploch na povrchu
téla. V dutinach se pouzivaji opticka vlakna zavedars@ovnim kanalem endoskopu.
Optimalniho rozptylu sstla se niize dosdhnout vypémim dutin koloidnim roztokem,
ktery zajisti disperzni rozptyl &tla vSemi sniry. Tento postup se n#glad pouziva
pii odstraiovani rezidualni naddorové tkéipo operacich naddmozku. Podminkou je
stoprocentni hemostaza, jinak dochazi k pohlcos&tla hemoglobinem. Novinkou
v poslednim obdobi jsou speciélopravena opticka vldknacasténé opla¥ovanym
povrchem, ktera jsou upravena tak, Ze z nicktlevdisperzg# vyzauje v gredem
stanoveném uUseku. Ve srovnani s klasickymi optickyidkny, kdy setlo vyzauje
pouze z jeho konce, dochazi tak k lepSimuezdtkar. P ozarovani dutych orgén
pii endoskopii¢i ozarovani dutin po odstr&ni solidnich naddr se také na konce
vlaken pouzivaji specialni difuzéry zajiici rovnongrny rozptyl seétla do okoli.
Déle se pouzivaji specialni vidkna a koncovky praravani solidnich tumdr; které

se [ffimo zavedou do tk&madoru3*4°
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1.3.4 Dozimetrie a fluorescence

Zakladni adaje, které se vKklinické PDT vzdy ud@vajsou davka
fotosenzitizéru, vinova délka &la a doba oz&ni. Tyto Udaje jsou pro klinickou praxi
dostaténé. Rozhodujicim momentem vidnosti PDT je ale siteln& energie figdana
fotosenzitizéru. Tyto Udaje nam i@sni dozimetrie. Nfeni dozimetrie je vSak
v organickych tkanich zia¢ slozité. Existuji ii zakladni moznosti #teni. Rima
dozimetrie, kde se sleduje hladina singletovéhdikyss tkani, explicitni dozimetrie,
kde se hladina singletového kysliku vyfiava z hodnot fotosenzitizéru a implicitni
dozimetrie, kde se pouZzivaji k vygia vedlejSi produkty fotochemickych reakci.
Cilem dozimetrie je stanoveni optimalnich davelogenzitizéih a swtelné energie,
tak aby PDT dosahovala nejvysginnosti. V optimalnich podminkach deai vede k
destrukci malignich buk pii nulovém nebo zanedbatelném poskozeni ostatnéati.tk
Prilis vysoké davky sstla vedou k poSkozeni tkdnnizké davky naopak k selhani
terapie. Vzhledem ke sloZitosti ébeni dozimetrie v nehomogennich organickych
tkanich se energie &ni vypaitava ze sételného paprsku a mnozstvi energie dopadlé

na povrch tkaa **

Pokud je energie dost&ted, dochazi k aktivaci fotosenzitizéru do excitavan
formy, ktera pak rwze gedat elektron molekule kysliku. Vysledkem je singi&
forma Kkysliku, ktera je hla¥n zodpo¥dna za destrukci bwk. Nasledd se
fotosenzitizér vraci do zakladniho stadia. Tent®] dvliviiuje koncentrace
fotosenzitizéru v tkani, penetrace¢da a gipadna hypoxie. VSechny tyto parametry
se mohou it i v prabéhu PDT, kdy pouh& zéma jednoho parametru ovlivni zbylé
dva. Prakticky nedostupna dozimetrie v tkanich guaitiby nam dokazala vysitlit
selhani PDT vikledku nedostateého oz#eni, nizké hladiny kysliku nebo
nedostaténé hladiny fotosenzitizéru.

Standardni metodou, kter4d se pouzivd ke stanoveligmity a piikazu
nadorovych bu&k, je v dneSni dab histologické vysdéeni vzorku tkas odebrané

nemocnému. VyuZit ale takéireme viastnosti gtla. Optické vlastnosti tké@njsou
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uréovany endogennimi chromoforami, které jsou odliSnéenadorové a nadorove
tkani. Ri ozaeni tkag ultrafialovym zdéenim a icasti viditelného spektra jsou
absorpce a néasledna fluorescence z nadorové nehédarevé tkad odliSné.

Fluorescence tak hrajéleZitou roli v diagnostice nadorovych onemaeh®’*

Prvni Gdaje o fluorescenci byly zaznamenany jizocer 1924 B pouziti
porfyrinu. Postupnym zdokonalovanimgginych zdroj a hlavi pristroja schopnych
detekovat vyz&ené s¥tlo se zdokonalovala i metoda fluorescence. S rjemo
znalosti o autofluorescenci sec¢aly zkouset i latky, které by po dehi swtelnou
energii vyzéily a vedly k fluorescenci. Zjistilo se, Ze tentield maji fotosenzitizéry.
Nejvice pouzivanou latkou je 5aminolevulonova kyeel ktera je prekurzorem
protoporfyrinu. Vyuziva se k diagnostice rozsahdardvych onemoami kize, jicnu
a maového mchyre. Organicka tk& je zn&né nehomogenni struktura
s komplikovanymi optickymi vlastnostmiifiFoz&eni tkani ultrafialovym sitlem ale
maji rozhodujici vliv na optické vlastnosti tkaendogenni chromofory. Zakladni
(nefluorescentni) chromofor — hemoglobin pohlcujové délky kratSi nez 600 nm.
Ostatni sloteniny a tkaa pohlcuji s¥tlo v rozsahu 350 az 500 nm a vija swtlo
s vinovou délkou 300 az 700 nm. Mezi tyto sleniny pati nagiklad kolagen, elastin,

tryptofan, nebo porfyriny>44

K diagnostice fluorescence se pouzivaji dva zaklgdstupy. Zdroj sitla i
detektor snimajici vyzéané s¥tlo je v jedné sond kterd pak daleipdava udaje do
spektrometru. V druhémiipact je zdroj s¥étla laser s fedem stanovenou vinovou
délkou nebo Sirokospektra lampa s filtrem a fluoeese je snimana druhou sondou.
Rozdil mezi zdravou a nadorovou tkani se palujar podle intenzity emitovaného
swtla, jeho distribuce ve spektru a délce trvani fhsoence. fkladem niize byt
zdrava bronchialni tka ktera @i ozaeni ultrafialovym setlem je zelena. #
piitomnosti tumoru se barva postizeného mistminma cervenou. Prawipodobnost
zachytu ¢Zké dysplazie nebo carcinoma in situ $epouziti fluorescence zvysuje 6x

proti prosté bronchoskopii.
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1.4 Mechanismus dinku PDT

PDT ma cytotoxicky &inek na ¥tSinu nddorovych buik, bez ohledu na to, o
jaky druh nadoru se jedna. Protinadorovy efekt FPTvysledkem ii vzajemr
pusobicich procds primé nekrozy biky, poSkozeni cévniho zasobeni a aktivace
nespecifického imunitniho procesu. &mu davky fotosenzitizéru, vinové délky a
energie ozé&eni mizeme minit role jednotlivych komponent ve vysledné destiuk
nadoru. B optimalni PDT smrt &3iny burgk nastava nekrézou. K apoptéze dochazi
pii nedostatéen¢ Gcinné PDT, nafiklad @i velkém objemu nadoru, nedosiaté
koncentraci fotosenzitizéru nebo hladiny kyslikukanich. K aktivaci apoptézy
dochazi p PDT okéma hlavnimi cestami, viiti pres mitochondrie a zevnirgs

.feceptory smrti“.
1.4.1 Winek na buné&né Grovni

Jiz za wkolik hodin po PDT dochazi k poskozeni béamych membran, zviast
pak plazmatické membrany. Bky se pestavaji dlit a dochazi k cytolyze. Kro#
plazmatické membrany jsou zasazeny i membrany ,jaareochondrii, lysozorin
Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula. Po&kibomitochondrii vede k inhibici
elektron-transportnich enzyminhibici oxidativni fosforylace a snizeni hladidyf P,
proto poSkozeni mitochondrialni membrany je rozhieéipro &inek PDT. Po PDT se
také zvySuje transkripce a translag&tarych gef, které souviseji s produkci latek p
oxidatnim stresu. PDT dale zasahuje do systému kontralpcbého cyklu
prostednictvim rb - tumor supresorového genu a onkoge8i3%*°V rads pripad
pak dochazi k tzv. apoptéze — naprogramované smadorovych bugk. Apoptdza
zahrnuje sled biochemickych proGesdoucich k typickym zgmam vzhledu biky,
degradaci cytoskeletu a naslednéémntvaru cytoplazmatické membrany, snirst
bunky, fragmentaci jadra i chromozdmv dasledku &inku nukledzy vedouci
k fragmentaci DNA. Nasle@ndochazi k odstrami zbytki této buiky (a nikoliv k
zaretu), ¢imz se apoptdza v zakladech lisi od nekrozy. Mekiréozou a apoptdézou

v8ak neni ostra hranicecasto se tyto jevy kombinuji. Podabn aplikovana davka
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fotosensitizatoru ovliuje mechanismus ¢inku PDT. Zatimco niz8i davky
fotosensitizatoru vyvolavaji po PDT u 90 % k&me populace tumoru apoptozu, vysSi
davky fotosensitizatoru vyvolavaji spiSe poSkoZamiEcnych membran s naslednou
nekrézou.>*®° Na vychytavani fotosenzitizéru izolovan nadorové tkani se podili
nékolik faktori. Pati mezi r¢ vysSi proliferéni aktivita nadorovych buk, zménéna
lymfaticka drenaz, vysoka exprese LDL receptora burénych membranach,
abnormalni struktura tké@vého stromatu charakterizovana SirSimi meziboymi
prostory, vysSi produkce kolagenu a vysSi vyskytknofdgi, které zachycuji
hydrofobni fotosenzitizéry. Dale se na selektiviiynhytavani protilatek podili vazba

fotosenzitizéh na transportni mechanismyiiiy a monoklonalni protilatky.

Pokroky ve vyzkumu fotochemickych reakci lyeke zjiS€ni, Zze rozhodujici pro
vlastni fotodynamickou reakci je schopnost fotosiea#ati prejit do excitovaného
tripletového stadia. Fotosenzitizéry v zakladninavet nemaji volné elektrony.
Absorpce fotonu fotosenzitizérem vedeieghodu elektronu na vy3Si orbit a tim dojde
k prechodu fotosenzitizéru do tripletového stadia. plétova excitovana forma
fotosensitizatoru pakgsobi gimo na struktury biky (1. typ reakce) a vede je jejich
poSkozeni, nebo dochazi k transferu energie zoweasie formy fotosensitizatoru na
molekulu kysliku za vzniku vysoce reaktivni singled formy kysliku (ll. typ reakce).
236 Ten je pak H¢inou nekrozy a apoptézy bék 1. typ reakce jecastjsi.
Singletovy kyslik ma vSak velmi kratkou dobu zivesti (< 40 nsec) a minimalni
akéni radius (< 0,02 pm). Vzhledem k omezenémunaku radiu singletového
kysliku, pak rozhoduje o destrukci gnych organel lokalizace fotosenzitizéru.
Neékteré fotosenzitizéry je mozné prokazat pouze ¢ityoh organelach. Nafklad
porfyrin selektivik posSkozuje mitochondrie, ale nedosahuje dos&tgth hladin
v ostatnich organelach, aby doSlo kjejich poSkbzd¥otosenzitizéry, které se
nachazeji v mitochondriich, obvykle vedou k apopi@atim co ty, které se vyskytuji
v burg¢nych membranach, obvykle gobuji nekrozu hitky. Tento stav je mozné
sledovat p pokusech in vitro, ale in vivo je situace kompi&gi a izolovana
apoptézati nekroza biky neni pozorovatelna. Hladina kysliku v tkanipj® efekt

fotodynamické reakce jeden zrozhodujicich faktoPoSkozeni buik je také
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zpasobovano ostatnimi kyslikovymi radikaly, jako jsgeroxidovy anion a jeho
konjugované kyseliny a hydroxylové radikaly®*”*® Predpoklada se, Ze oba
mechanismy mohou probihatii pPDT sowasré, avsak jejich relativni podil na
destrukci nadoru zavisi na povaze a koncentracséotsitizatoru a na koncentraci
kysliku v nadoru. Excitovany fotosenzitizérihe gejit zpit do zakladniho stadia,
uvolréna energie se pak projevi fluorescenci, ktera jaered@atrna v ultrafialovém
swtle. Uvedeny postup se pouziva ve fotodiagnosticercéni @Fesné hranice
nadorovych a benignich 162f. PDT vede v biice k mnoha dal$im zmam, dochazi
k aktivaci fosfolipazy, znam hladiny bu&ného kalcia, zgnam ve fosforylaci

proteini a zménam genoveéxprese.
1.4.2. Reakce na tk&oveé urovni

Reakce na PDT in vivo je pémé rychla. Po oz&ni dochazi ke vzniku nekrézy
jiz za 24 az 48 hodin. Vékterych gipadech po obdobi 1 az 2 tydmatne nador ot
rast. Nafst tumoru niZze byt z@soben rezistenci nadorovych Bknna PDT a to
z raiznych divodd, nag. hypoxie, nedostateé akumulace fotosensitizatoru v tumoru,
nedostaténé koncentrace stelné energie v ozavané oblasti nebo kombinace vSech
uvedenych @vodi. >

\&tSina publikovanych praci se shoduje v tom, Zze PBJobi na cévntasobeni
nadoru, dochazi zde k posSkozeni endotelialnichélbua naslednému uvaini
koagul&nich faktoti, coz vede ke vzniku trondbv dané oblasti a zamezeni prokrveni
nadoru. Nkteré fotosenzitizéry se selektirvychytavaji pimo v endotelialnich
bunkach. Nasledné Dopplerovskésiani piitoku v cévach nadoru prokazalo, zZe jiz
Vv prvni minué po za&éatku ozéeni dochazi k poklesu fgoku krve nadorem, ktera trva
jeS€ asi 5 minut po ukareni oz#ovani. Selektivni fisobeni na cévni zasobeni nadoru
se vys¥tluje jak vychytavanim fotosenzitizéru v nadoru endotelu, tak i selektivnim
oz&enim tumoru sételnym zdrojem. PDT také spousti imunitni reakégr& vznika
jako disledek poskozeni nadorovych kkra endotelu. Podili se na ni jak bama, tak

latkova imunita. B prozkoumani vSechggli vedoucich ke zvySené imunitni reakci po
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PDT se pedpoklada, Ze by bylo mozné uvedené imunitni repkceit v kombinaci se

standardnimi zisoby I&by v boji proti nadorovym chorobany.

Pres vice nez {0 stoleti trvajici vyzkum é&nku PDT nejsou vSechny

mechanismy dodnes zcela objasn

1.4.3 DalSi sniry vyzkumu fotodynamicke terapie

V sowasné dob se vyzkum PDT za#tuje na zvySovani jeji dinnosti, bul’
jako samostatné terapie, nebo v kombinaci s jinyinprovéirenymi postupy. Zkousi
se nové preparaty, velky pokrok byl zaznamenarchrelogii lasei, LED diod a
piedevSim s&tlovodnych vlaken. V oblasti fyziky je dominantnimroblémem
dozimetrie a ufovani mnozstvi energie gebné k aktivaci fotosenzitizéru v organické
tkani. >

» Kombinace PDT s antiangiogenimi preparaty

V prabé¢hu PDT dochazi vlivem posSkozeni cévniho zasobetdmiék hypoxii,
kterd aktivuje celoufadu angiogennich ustovych faktodi, jako vaskularniho
endotelialniho dstového faktoru (VEGF), cyklooxygenazy a prostadalin E2.
Aktivace angiogennichiastovych fakto@i byla poprvé popséanatippouziti fotofrinu.
VySe uvedené pak vedlo k pouziti antiangiogenniokparah, blokujicich VEGF.
Vysledkem pak byla signifikangnnizSi exprese VEGF, nizSi angiogeneze a lepsi
vysledek PDT. Tato terapie by tak zvladla jederezadloucich &inkt PDT a to

angiogenzi v okoli tumoru.

 Kombinace PDT a imunoterapie
Po aplikaci PDT je spudita bouliva zaretliva reakce, kterd je vyvolana
poskozenim butnych stn nadorovych butk. Prozastlivé metabolity
membranovych lipil poSkozuji endotel cévniho zasobeni tumoru a titlhuji a

aktivuji buaky imunitniho systému. Dochazi k vzestupu hladitSidh zawtlivych
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mediatofi, jako arachidonové kyseliny, histaminu, cytakikomponent komplementu
a cytokinmi. Aktivace imunitniho systému v méstumoru tak pispiva k jeho destrukci
vlastnimi silami organismu. VyzkouSeny byl§zné typy imunoterapie, jako pouZiti

raznych vakcin nebo pouziti cytoKinci interleukin.

* Metronomicka PDT

Standardnim postupem v PDT je podani co mozna s&j\avky léku, ktery se
akumuluje v postizené tkani, aniz by dochazelo ksté&ayové toxicit nebo
fotosenzitivie. Fi metronomické PDT se podava nizSi davka fotoseézi nez je
obvyklé (rekdy se podava kontinuaipa nasleduje delSi o&ni s¥telnym zdrojem.
Nékdy se ozeuje postizena oblast frakcionowgnkdy dosazeni celkové energie
swtelného z#eni je dosaZzenoékolika postupnymi iradiacemi. Uvedeny postup je
prokazan u terapie nadomozku za pouziti 5 ALA, kdy podstatmizSi davka a delSi
oz&eni vede k destrukci tumoru. GQeai ale musi probihagkolik hodin. Neni jiste,
jestli uvedeny postup bude fungovat i u jinych rradm dalsi fotosenzitizér Komfort

pro pacienta je ale vzhledem k prodlouz&asu ozéeni diskutabilni.

» Dvoufotonova PDT

Zakladem dvoufotonové PDT je aktivace fotosenazitiz§chlym pulsem laseru
svinovou délkou blizici se inffarvenému z&ni. Vysledkem je aktivace
fotosenzitizéru do excitovaného stadiamha fotony. Podminkou je délka&eglného
impulsu, ktera nesmiiekratit 100 fs. Vyhodou je, Ze ztraty &elné energie jsou
nizsi, protoze nedochazi k pohlcovani hemoglobiremeni tak vyrazny rozptyl.
Vysledkem je pak vysSi energigegdana fotosenzitizéru i hlubSi penetracétlavdo
tkare. K hlubSi penetraci dochaztquevsim ve vysoce vaskularizované tkani nebo u
melanocyl. Studie potvrzuji hlubSi penetraciétia do tkar v porovnani s klasickou
PDT. Byl prokazan efekt na nadory velikosti 1 cmeliteré prace dokonce prezentuji
vysledky, kde doSlo k nekréze az v hloubce 3 cmziMialSi vyhody pdt nizsi
rozptyl do okolnich tkani a tim jejich minimalnirteické postizeni, proto se
dvoufotonova PDT pouziva v terapii makularni degace. DalSi metodou je

pouzivani 2 rozdilnych laserovych piuls Prvni aktivuje fotosenzitizér do
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jednoduchého excitovaného stavu. Druhy puls smallid/Inovou délkou pak aktivuje
fotosenzitizér do tripletového stadia, kdy fotoseper pak gimo destruuje cilové
makromolekuly. Vyhodou tohoto postupu je, Ze nejsoukdzani na dostateou
hladinu kysliku.

 Beacon PDT
Je zaloZena na aktivaci fotosenzitizéru az po dosadlového mista. PouZivaji

se vazby naiizné enzymy, receptory, nebo RNA.

* Pouziti nanatastic

Nana:iastice, do kterych se vklada v budoucnost v mnoharexh lidské
¢innosti, se zéaly pouzivat i v PDT. fdevSim se vyuZivaji jako nosi pro
fotosenzitizéry. DalSi mozZnosti pakiegstavuje cilené vychytavani na Bémych
receptorech. Bkteré nandastice jsou samy fotoaktivni. Nidklad porézni silikonove
nand@astice jsou schopné samy produkovat singletovyilkysb ozdeni. Produkce
kysliku je prokazana in vitro, jestli ale bude méarandastice pouzit pro PDT zalezi
na lokalizaci nangastic u makromolekul vzhledem k velmi kratké &abvotnosti
singletového kysliku. DalSi moZzZnosti je pouzivaiou&niny nanoastice -—
fotosenzitizér. Nangastice jako primarni fijemce s¥tla a nasledd aktivace
fotosenzitizéru fotonem uvainym z nandastice. Rizikem nar@dstic je, Ze se jedna o

cizorody material, ktery se inkorporuje do Bkin
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1.5. Kolorektalni karcinom

1.5.1 Incidence kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom jefreti nefasgjSi tumor lidské populace a ®apgjSi
nador zazivaciho traktu. Incidence je vysSi v noatjich zemich Evropy a Severni
Ameriky, kde je kolorektalni karcinom druhou &58jsi malignitou. Populac€eské
republiky pati do nejohrozegjsi skupiny, co se incidence i mortality kolorekial
rakoviny tye. Celozivotni riziko onemo¢ni dosahlo 5,9 % a stale hata. Pdet
novych onemoaini kolorektalnim karcinomem se d¢eskych muit za poslednich
dvacet let zdvojnasobil a incidence je nejvySSivioRe. Kolorektalni karcinom je
druhym nejasgj$im nadorem, na kter¢esi umiraji. Podle Gd&jz roku 2005 si
vyzadal celkem 2453 umrti miuZ15,8 % vSech nadorovych umrti) a byl tak hned na
druhém mist za nadory plic (26,8 %). Zenskychétibsi vyzadal piblizné o &tvrtinu
mére (1783), ale i zde byl se 14,3 % hned na druhénémipontrné tésném zagsu

za nadory prsu (15,4 %).°®

1.5.2 Terapie kolorektalniho karcinomu

Pritom kolorektalni nadory jsoudbec jedny z nejlépe déelnych nadoi.
Stadium nadoru tlustéhotreva v dob diagndzy je pro weni dalSi progndzy zcela
zasadni. Nadory omezené na sliznici a podsiignirstvu jsou vice nez v 90 %
pripadi definitivné vylécitelné. S postupujici invazi nadoru do hlubSichiewrstevni
sttny kles& i Sance na dlouhodoli@jiti a trvalé vyléeni. U nemocnych s pokfibym
zhoubnym nadorem pronikajicim celou tlgkdu stevni stny a s postizenim
lymfatickych uzlin a vzdalenych orgére progndza kragh negizniva a bohuzel i
kratkodoba. Nejméntietina pacierit s now diagnostikovanym karcinomem tlustého
streva je objevena az ¥dhto pozdnich fazich nadorového onentminkdy Sance na
definitivni vyléeni jsou mizivé. Z velké&siny jsou za vznik kolorektalni rakoviny
odpowdné zevni faktory, skladba diety, tigpb gipravy a konzervace jidla.

Pravidelné piti alkoholu kazdy den zvySuje rizikaldcektalniho karcinomu dvakrat.
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DalSim rizikovym faktorem je &k, kdy vyskyt onemoaini se vyraz# zvySuje po 50
roce zivota.”®*® V poslednich deseti letech se vedle faktzevniho prosedi stale
castji diskutuji i genetické viohy>*?° Ukazalo se, Ze u&siny tzv. sporadickych
kolorektalnich karcinoiin se uplatuji genetické faktory, kteréfigpivaji k maligni
transformaci a vzniku adendima invazivnich karcinoin tlustého deva. U malého
poctu nemocnych s adenomovymi polypy nebo karcinoragtého seva (5-10 %)
jsou genetické vilohy pro vznik onemaon zcela zasadni. Postupné hrosmd
genetickych poruch naizné arovni vede v koaeém disledku k maligni transformaci

epitelu sliznénich zlazek a vzniku invazivniho karcinomu.

Zakladnim a nejstarSim principem terapie kolorektalakoviny je I€ba
chirurgicka. Jejim zékladem je odstéanh tumoru s filehlym UOsekem geva,
s mesenteriem a tim s lymfatickou tkani. Rozsakkas je dan lokalizaci a stadiem
nadoru. K operaci jsou indikovani nemocni ve vi&@diich nadorového onemaari
(s vyjimkou T1), u kterych Ize cekavat provedeni radikalniho nebo paliativniho
vykonu. Absolutni indikaci jsou akutni stavy vywoda kolorektalnimi nadory.
Kontraindikovani jsou nemocni, kdy celkovy stav m&iuje operaci nebo takové
nadory, kde jiz zfedoperanich vySeteni je jasné, ze nebude mozno proveést ani
radikalni ani paliativni zakrok. Daz je kladen na dost&eou lymfadenektomii a
odetet dostateéneého mnozstvi lymfatickych uzlin, aby nedoSlo k dstageingu
nadoru a tim k nedostét® adjuvantni k&¢. Stale diskutovana je problematika
sentinelové uzliny, ktera zatim nedosahla takov&lzdieni jako nafiklad v terapii
tumori prsu nebo maligniho melanomuieBto i1 v chirurgické terapii je ¢kolik
novinek, souvisejicich tpvazr s technologickym pokrokem, jako zavad

laparoskopie a moderniho instrumentaria do opar&tiorektalni rakoviny®

Adjuvantni a neoadjuvantni chemoterapie a radipterge sodasti |€by, ale
samy nejsou schopné vést k aplnému &sté nadoru. V léebné strategii se
radioterapie népsgji pouziva v gedoperanim obdobi u nadérrekta. Standardni

davkou obvyklou u pacieitbez edchozi radioterapie je 45 Gy. Vyjitre je
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radioterapie indikovana u inoperabilnich stadiusakivnim cilem. Za optimalni zdroj

ionizujiciho z&eni se poklada linearni urychlava

Chemoterapie je nejmladSicebnou metodou pouzivanou ¥€ nadofi stev.
Pouzivd se v neoadjuvanci, jak bude uvedeno nigbp nako terapie adjuvantni
s cilem zlikvidovat zbytkovou populaci nadoru pcemnim vykonu. Mechanismus
Ucinku cytostatik je zn&né riznorody jak z hlediska farmakologického, tak z dkd
jejich zasahu do buwné kinetiky. Vzhledem k specifickému mechanismu
jednotlivych cytostatik se dosahnét$iho &inku kombinovanou chemoterapii nebo

kombinaci chemoterapie a radioterapie.

V sowasné dob se prosazuji konkomitantni rezimy v neoadjuvanéibé
tumori kone&niku. Ridanim systémové chemoterapie k radioterapii seSujey
radiosenzitivita nddorovych béik Stejré tak se pedpoklada, Zze se sniZuje riziko
vzniku rezistentnich bwk nadoru vlivem rozdilného mechanismuaspbeni
radioterapie a systémové ¢hy. K potenciaci radioterapie se standardvyziva
boluso¥ nebo kontinudlé podavany 5Sfluorouracil. LepSich vyslédkdosahuje
capecitabin. DalSi systéemové preparaty jsou zatamstadiu zkouSek. Negativni
strankou konkomitantni terapietge byt nedrrné zvysSeni toxicity na zdrave tkén
Kombinovana léba tak niize vést k ¥tSimu posSkozeni tkani, nez kdyz se pouzivaji

jednotlivé slozky léby.

NejnowjSi moznost protinadorove dgy predstavuje terapie monoklonalnimi
protilatkami. V I&bé kolorektalniho karcinomu se jevi jako nejsBfEi inhibice
extracelularnic¢asti receptoru pro epidermalnistovy faktor pomoci monoklonalni
protilatky cetuximabu. ZvySena exprese tohoto rearepse prokazuje u 25-80 %
nemocnych s metastazujicim kolorektalnim nadoremkdyz je receptor tzre
exprimovan, nenaSla se souvislost mezi jeho ex@e&inkem cetuximabu. Tato
lécba je v sotasnosti indikovan u pacians generalizovanym kolorektalnim nadorem

pii selhani ostatnich moznostéhs.
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Stale vSak #&stava poetna skupina nemocnych, kitgsou indikovani pouze
k paliativni l&€bé. Cilem dlouhodobé paliace je krérkontroly symptonm i dosazeni
stabilizace nadorového procesii,jeho parcialni regrese a tim prodlouzeni Zivota
nemocného. Rozhodnuti o spravném postuptdipaE paliativni &by mize byt
svizelné. Faktdr, které pak ovlivni dalSi Zivot nemocného je mnoBbodnotit se
musi lokalni inoperabilita, znamkyiéhi nadoru, celkovy stav nemocného a jeho
unosnost k fipadnym extenzivnim vykdm. Pokud se chirurg nerozhodne pro
radikalni vykon, pak musi ostatni paliativni postypsré vést ke zmiréni obtizi
nemocného, ke zlepSeni jeho kvality zZivota, neles@h k udrzeni stavajici kvality
Zivota. Pokud se inoperabilni nddor nachazi naérolstevu, pak v Gvahu n&st;ji
piipadaji bypassové operace, vyjin& stomie. Problém nastava, kdyz se tumor
nachazi v rektu. N&asgjSim, ale pro pacienta nejvice &aijicim postupem je
zalozeni stomie. Jedna se o veliky zasah do zivetaocného a zvlaSstarSi nemocni
jsou pakc¢asto odsouzeni na pomoc ostatnich, protoZze seejfiawi manipulovat se
stomickymi ponickami. Ani pouhé zaloZeni stomie, @k@sto nemusiesit zakladni
problém nemocného. DalSi péstani nadar rekta do okoli posléze vede ke krvaceni,
odchodu hlenu, bolestem, nebo k protruzi nadorovyeiot z konéniku. Pacient se
zaloZenou kolostomii j&asto odeslan k dalSi terapii na onkologii a jiz indéle
sledovan chirurgem.iom mistni a endoskopickackta malignich sten6z gatmezi
relativie opomijené, ale vysoce efektivni metody. Zakladwlikaci k této 1&b¢ je
chirurgicky neodstranitelny tumor v oblasti rekiaektosigmatu. Chirurgicka lokalni
excize je patré nejdéle a népstji pouzivanou metodou. Rozvoj novych technologii
jako pouziti harmonického skalpelu, nebo opeilao rektoskopu vedou k lepSim
vysledkim pii lokélni terapii. Z dalSich postipv sowasnosti dominuji laserova
fotokoagulace, zav&di samoexpandibilnich stént nebo pouziti argon plazma
koagulatoru. Z uvedenych postuma nejvice omezeni zakladani stemdy je nutné
stent zavést dosta@t® daleko pes stendzu a musi byt vhodny tvar (nejlépe cirlkuilar
sten6za) a délka zuzeni. Stent nikdy nesmi distélosahovat k linea dentata.
Stentovani kolorektéalnich néadorse do klinické praxe zavedlo v 80. letech. K
vyraznému zlepsSeni vysletlkvedlo pouzivani slitin niklu a titanu s tvarovoangti.

Pouziti laseru prakticky Zadné kontraindikace nemy@uziva se termického efektu,
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ktery vnika f#i interakci laserového #ani s tkani, kdy dochazi k jeji evaporizaci a
koagulaci. B pouziti laseru dochazi k odjgavani @iblizné 4 mm tkag. Vykon laseru
je prenasen sitlovodnym vlaknem, které se vysune z endoskoputdsilopu nebo
koloskopu). V minulosti byl nejvice pouzivany Nd:@Aaser, ktery je v dnesni dbb
nahrazovan polovodiovymi a diodovymi lasery. Jejich vyhodou je niz&na a
v porovnani s fvodnimi lasery se jedna o maléeposné fistroje. Vyhodou laseru je
velmi rychly efekt, nevyhodou je nutnost opakovanikonu. Pouze v oblasti

experimentu se pohybuje zatim paliativni fotodyrekail&ba kolorektalnich nadar
61

V experimentu na laboratornich fatiech byla dinnosti PDT prokazana, ale
uvedeni do klinickych studii nebo praxe nebylo gaeno. Htom PDT by byla
vhodna metoda jak pro inicialni stadia, tak proigisdni postupy. B schvaleni do
klinické praxe by jist PDT byla nejprve pouzivana v paliativni teragprve i jejim
efektu by bylo mozné tuto metodu pouzivattaana stadia. To co vyraznegativi
ovlivnilo zavedeni této metody do praxe, byla céotsenzitizéli, dlouhy ¢asovy
odstup mezi aplikaci latky a asimim a fotosenzitivita, kterd se ddgad u fotofrinu
pozoruje ®kolik tydni, dokud nedojde k Uplnému vyléeni preparatu z organismu.
Pritom praw PDT pati mezi terapie s cilenym efektem na nadorovouikbu
s minimalnim postizenim okolnich tkani. PDT by $&ké pouzivat v kombinaci
s jinymi postupy, nafiklad s klasickym pouzitim akdaich technik, kdy se maximum
porce nadoru odstrani a poté je na zbytkovy tunetronspodinu defektu aplikovana
PDT, ktera odstrani zbylé nadorovéiky. Stejny postup je pouzivan v terapii koZznich
nadoi a tumoti mozku.
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1.6 Vybér zviiFeciho modelu

Jednim z dlezitych pgedpokladi pro dosaZzeni Ugphu v experimentalnim
medicinském vyzkumu je volba vhodného modelu. Veexpentalnim onkologickém
vyzkumu jsou pouzivany modely, jak in vitro (kulite nadorovych bghk a tkani),
tak in vivo (laboratorni zvata). Ri praci na zuiatech jsou vyuZzivanyitzakladni
moznosti experimentu. K terapii Ize pouzit nadaygiklé spontan& nadory vyvolané
chemickymi, biologickymi nebo fyzikalnimi podty a zvieci nadory transplantované.
Hlavni nevyhodou vSech uvedenych moznosti je, Zzenegednd o nadory lidské.
NejstarSim zfisobem jak v experimentu pracovat s lidskymi #énje kultivace
burek a tkani in vitro. Druhou moznosti jeigmos lidské nadorové tk&nna

imunosuprimovana zkdta tak, aby byl zajigh rist lidské nadorové tk&n®?

Mezi imunosuprimovana zkdta paiti athymické nu/nu mysi, které poprvé byly
popsany Flanagem v roce 1962. Flanag zjistil, &gafsrsti je podmiéma gitomnosti
autozomals recesivniho genu. Po pem¢ kratké dok mysi hynuly na rozéné
infekce. DalSi vyzkum potvrdil, Ze tato mutace jpyazena agenezi thymu a tim i
deficitem T lymfocyti. Uvedeny objev umaditije na myS$ aplikovat lidskou tkaaniz
by doslo k jejimu rozpoznani a odhojeni. Experimaohou ovliviovat dw situace:
jednak nefitomnost normalni imunitni reakce, ktera by pomartddstrukci nadoru a
moznost odliSného metabolizmu protinadorovycéivieu mysSi. Prvni transplantaci
lidského nadoru na athymickou mysi provedli v ra®69 Rygaard a Povisen, ktaa
nu/nu mysS penesli uspSreé kolorektalni lidsky karcinom. Poté nasledovaly Sial
uspgsné transplantaceiznych lidskych naddr Je zajimavé, Ze ékteré nadory
(karcinom prsu, sarkomy) se transplantuji snadnmahou byt dale pasazovany,
naopak jiné jsou transplantovany obtizn(leukémie). Velmi obtizna je
xenotransplantace nadorprodukujicich hormony a nadorhemopoetického a

lymfatického systému?10:4°3

P&e o nu/nu mysi vyzaduje specialni rezim. Fexit ve kterém jsou ustajeny,

musi byt sterilni, stefntak potrava a voda, jinak dochazi k rychlému Ghyrau
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infekéni komplikace. Optimalni stéjedinai je 6-8 tydrii, mimo uvedeny interval se
snizuje pravdpodobnost phojeni nadol. Predpoklada se, Ze dochazi ke ¢mh
aktivity NK burgk. Inokulace nadorovych bgk se provadi subkutadma bok mysi.
Aplikuje se suspenze nadorovych Bkins Matrigelem (BD-Bioscience, Franklin
Lakes, Spojené Staty Americké). Matrigel jeésnproteim (zakladem je kolagen)
produkovana mysimi nadorovymi ftkami. Svoji skladbou se podoba strukturam
extracelularniho prostdi, které se nachazi¢am¢ v tkanich. Biky nanesené na
vrstvu Matrigelu vytvéi struktury tkad zcela podobné tkanim in vivo. Pokud se
vytvoii suspenze buwk s Matrigelem, pak vznika trojrozitna tka. Schopnost
stimulovat buky k vytvéeni struktur podobnych tkanim je darféégmnosti celd¢ady
proteini a rmstovych fakto#, které se podili na diferenciaci a proliferaci &un

Matrigel se také pouziva ve farmakologickém vyzkufié’
Vzdy je nutné si wdomit, Ze athymické mysi s transplantovanym nadorem

jsou jen experimentadlnim modelem, ktery musedghazet dalSim klinickym

zkouskam.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

V nasSi praci jsme se zéfili na moznosti fotodynamické ¢éy kolorektalniho
karcinomu. Pro kolorektalni karcinom jsme se rozihpib nejvyssi incidenci deské
populace a jeho trvaly nist, ktery byva oznmvan za epidemicky. Kolorektalni
karcinom pati také mezi ne€jpsgjSi nddorova umrti weské populace. PDT je
s usgchem pouzivana v klinické medi¢iv 1&bé tumort kaze, dutiny dstni, jicnu,
mocového néchyre a plic. V I€b¢ kolorektalni rakoviny nedoslo k jejimu klinickému
pouzivani. Etom kolorektalni nadory jsou débd pristupné endoskopicky a &u
podani topické, nebo celkové a nasledna iradisserdan by byla technicky pamé
snadna. PDT by ze &atku byla pouzivana v paliativni terapii a pokud sy efekt
dostaténé prokazal, pak se jistdala PDT vyuzit k terapitasnych stadii nadorovych
onemocgni. V nasi praci jsme se zafili na nékolik otazek a problém Uginek PDT
na karcinomy je prokazan v mnoha studiich. Co gku®zdilné je &innost terapie
raznymi fotosenzitizéry. Bzné preparaty dosahuji rozdilnych vystédkjednotlivych
nadofi, nebo i v I€bé benignich onemoeni. V naSem experimentu bude zkoumanym
fotosenzitizérem disulfonovanym hydroxyhlinity fiayanin patici mezi moderni
preparaty ze skupiny barviv.&ihnost ftalocyaninu se zvy3uje navazani atdovu na
zakladni cyklickou strukturu ftalocyaninu, v tongiipact navazani hliniku. Kontrolni
skupinu bude tviit PDT s fotofrinem, ktery je jiz schvalen k pouzi terapii
malignich chorob jak v Evr@p tak v ostatnich zemich &a. Redpokladame
dostaténou &innost u obou preparétpo jedné aplikaci, ale chceme vyzkouSet a
piredpokladame, Ze by ftalocyanin mohl dosahovat vy&&inosti v porovnani
s fotofrinem, protoze ftalocyanin pamezi preparaty s vysokou afinitou k epitelovym
bunkam karcinond a jeho terapeuticky efekt byémbyt vySSi nez u porfyrinovych
preparai. DalSi otazkou bude&asovy interval pdebny k dostané akumulaci
fotosenzitizéru v nadoru. StarSi preparaty, mezréktpati i fotofrin, potebuji
k dosazeni dostateé hladiny v nadoru hodinygkdy i dny. Proti tomu ftalocyanin je
preparat s velmi kratkym intervalem k dosaZeni ategté hladiny dinné latky
v nadoru. Interval poebny k dosazeni terapeutické hladiny by sleloyt delSi nez 10

minut. Zkraceny interval mezi aplikaci a ¢dim by byl pro pacienty jasnym
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benefitem. Oziavat budeme xenonovou lampou s filtrem, abychosi mn obou
preparai stejnou penetraci do tk&ni kdyz optimalni vinova délka pro ftalocyanin je
delSi nez pro fotofrin. DelSi vinova délka, ale rme@a hlubsi ginik do tkar a tim by
vznikly rozdilné podminky pro oba fotosenzitizéMySi budou po aplikaci a PDT
dale sledovany vzhledem Kk riziku obnovenéfstu nadoru. K novémuistu nadoru
obvykle dochazi f nedostatené hladig fotosenzitizéru v nddoru nebdimizké
hladine  kysliku v tkanich. Ftalocyanin by také n&mzpiasobovat Zadnou
fotosenzitivitu. Dale budou histologicky vyseny plice, ledviny, srdce, jatrajesto,
mozek a svalovina k vyl@eni poSkozeni tkani ftalocyaninem nebo fotofrinem.
Zakladni otdzka naSi prace takistAva, zda by bylo mozZzné pouzivat PDT u
kolorektalni rakoviny v paliativni terapii adasnych stadiich onemaoani. PDT by se
pak mohla pouzivat samostatnebo v kombinaci s jinymi jiz @¥enymi postupy.

V piipact ds@sSnosti experimentu ipdpokladame, Ze vystupem bude potvrzeni
ucinnosti I&€by kolorektéalniho karcinomu ftalocyaninem, vyS3afeeuticka efektivita

v porovnani s fotofrinem, kratSi interval mezi &plii a ozéenim v porovnani s jinymi
preparaty a nulova fotosenzitivita. PDT by tak naohfredstavovat cilenou
protinddorové 1&u s minimalnim &inkem na ostatni tk&norganismu. Pokud bude
experiment usgsny, mohli bychom paciefiin s pokr@ilym onemocgnim nabidnout

efektivni paliativni terapii a zlepSit kvalitu jefi Zivota.

Zakladni otazky prace

* Bude dostaté€na ucinnost ftalocyaninu po jedné aplikaci?

* Bude vysSi @innost ftalocyaninu v porovnani s fotofrinem?

* Bude dostatény 10 minutovy interval k dosazeni dinné hladiny
ftalocyaninu v nadoru?

* Nebudou znamky fotosenzitivity?

* Nebudou znamky poSkozeni tkani ftalocyaninem?

* Nedojde k regresi nebo UpIné remisi nadoru v kontrtmich skupinach?

* Mohl by byt ftalocyanin pouzit v paliativni terapii kolorektalniho

karcinomu u lidi?

37



3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Fotosenzitizéry pouzité v experimentu

Disulfonovany hydroxyhlinity ftalocyanin (AI(OHY®c) byl syntetizovan ve
Vyzkumném ustavu organickych syntéz v Rybitvi udRaic. Ftalocyanin se podaval
ve fornme roztoku s chloridem draselnym s osmolalitou 0,9%tofrin (Photopfrin ®)
byl zakoupen u spataeosti Axcan Pharma Inc. (Mont-Saint-Hilaire, Quebi¢anada).
stanovena na 2,5 mg na kilograttesné hmotnosti. Davka fotofrinu je stejna, take 2,

mg na kilogramdesné hmotnosti.
3.2. Atymické mysi

Atymické nu/nu mysSi CD-1 sé&lesnou hmotnosti 18-22 g byly ustajeny
v boxech se sterilni podestylkou s laminarnim péoid vzduchu za aseptickych
podminek, byly krmeny sterilni potravou ST-1. M¥§ily zakoupeny od spaiaosti
AnLab s.r.o., Karlv potok,Ceska republika.

3.3. Kolorektalni karcinom

Lidsky kolorektalni karcinom (tkéova kultura HCT - 116) byl zakoupen od
Evropské nadorové banky ECACC (European Colleatib@ell Cultures, Salisbary,
Wiltshire, Velka Britanie). Bilky tumoru byly namnoZeny a po dosaZenétpo 10
nadorovych bugk byla tkd&ova kultura spokné s Matrigelem (BD-Bioscience,
Franklin Lakes, Spojené Staty Americké) subkutaimplantovana na pravy bok
mySi. Objem nadoru byl pravideginméien a experiment 2al poté, co doslo k nastu
nadoru do velikosti 0,3-0,4 cin(Obr¢. 5)
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Obr. ¢. 5 MyS s narostlym kolorektalnim karcinomem na péatku experimentu

3.4.Fotodynamicka terapie

Mysi jiz s narotlym tumorem do velikosti 0,3-0,4 Tiyly rozdsleny do 4
skupin po 8 jedincich. Prvni skupina obdrzela diswvany hydroxyhlinity
ftalocyanin (v davce 2,5 mg/kg), druha skupina bi&na fotofrinem (davka 2,5
mg/kg). Zbylé d¥ skupiny byly kontrolni. L&enym skupindm byl fotosenzitizér
aplikovan intravenézndo ocasni zily. Al(OH)S2Pc dosahuje vysokych komeei
v nadoru jiz po minutach. Skupina mysi s ftalocpam byla ozfena po deseti
dostatény interval k dosazeni¢inné hladiny fotosenzitizéru v tumoru. Druha skapin
mysSi I&ena fotofrinem byla ozéna 48 hodin po podani fotosenzitizéru. Do té doby
byly mysi chragny pred @gimym slun€nim swtlem kwili riziku fotosenzitivity. Ok
skupiny mySi byly v pibéhu oza@ovani uvedeny do tiopentalové anestézie aplikaci
anestetika do peritonealni dutiny. Oblast nadoyia lbz&ena ze vzdalenosti 1

centimetru po dobu 8 minut. Kolem nadoru byibfpzné 5 milimetrovy lem, jinak
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zbylacast tla nebyla ozéena. OB skupiny byly ozéeny xenonovou lampou s filtrem
(600-700 nm, Metra, Blansko). Celkova energigené byla 120 J/cf Optimalni
vinova délka pro disulfonovanym hydroxyhlinity fbalyanin je 675 nm a 632 pro
fotofrin, ale rozdilna vinova délka vede izné penetraci $la do tkas, tedy by
nebyly dodrZzeny stejné podminky proédhtky. MySi byly dale ustajeny ve sterilnich
podminkach, skupina s ftalocyaninem byla vystavpfimému slunénimu swtlu,
znamky fotosenzitivity nebyly zaznamenany. Skugratofrinem byla proti fmému
slung&nimu svitu chragna. Ol skupiny byly pravidel& sledovany a objem tumoru
byl méten po dobu nasledujicich 30tifTabulkac. 3)

Tabulka ¢. 3 Objem nadoru v pnibéhu fotodynamické terapie

5 /
4 /
/

2 e

Objem nadoru {cm3)
(98]

O T — T E w ‘ ’ T _._
1 4 8 11 15 18 22 26 30
-1
Dny pokusu
—e—[talocyanin ==Fotofrin =a—Kontrolni skupiny
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Objem nadoru a viditeln& plocha nekrozy bylgteny posuvnym gtitkem
podle nasledujiciho vzorce. Objem nadoru V=(d®)®%& plocha nekrézy S=d x §, kde
,d* je délka a ,5" je §ka nadoru. Prvni zndmky nekrézy byly zaznamenany
v l[é¢enych skupinach 24 hodin po éeai. MySi byly sledovany a objem nadoru a

plocha nekrézy byly geny v fidennim intervalu.

Ve skupirg Ié¢ené ftalocyaninem doSlo u vSech mysi k rozvoji Gekmadoru.
Prakticky k vymizeni nadoru doSlo jiz 8. den od&hu pokusu, kdy objem nadorové
tkarg jiz nebyl patrny. (Obr¢. 6 a, b) K novémuustu nadoru doSlo pouze u jedné
mySi a to 26. den experimentu. Za 4 dny dosahl tysieodni velikosti. Ve skupi®
le¢ené fotofrinem doSlo k nekroze a regresi objemuonadaké 8. den od zatku
pokusu. Zde dochazi ale k novéniistu nadoru jiz vyrazndrive. Novy Kist nadoi,
ke kterému doSlo u 3 mysi, se objevuje mezi 1117azdnem. (Obr¢. 7) Ravodniho

objemu nador dosahl za 4 az 6 dni od novéktur

Obr. €. 6 a) Jizva po uspsné PDT
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Obr. €. 6 b) Jizva po usgsné PDT

Kontrolni skupiny mySi byly d« Prvni skupina byla oté@na, ale nedostala
zadny fotosenzitizér. Zde by se datgpokladat termickydinek laseru, ktery by mohl
vést ke zpomaleniustu nebo i Kast&né regresi tumoru. Tyto Zmy pozorovany
nebyly. Proti lasémm pouzivanym k terapii nadibise pouziva podstatmizsi vykon.
DalSi skupina byla tzv¢istd kontrola, ktera neobdrzela zadny fotosenzitizi
nebyla ozkovana. V kontrolnich skupinach se neobjevily zadnémky nekrézy,
dochazelo k rychlémuistu nadoru, kdy tumor doséhl dvojnasobku swéopni
velikosti jiz 7. den experimentu a na konci pokusdor dosahl devitinasobku své
puvodni velikosti. Vzhledem k tomu, Ze se jedna oksidnré ulozeny tumor, tak

s nim mysi porérné dolre prezivaly i (i této velikosti. (Obrg. 8)
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Obr. &. 7 Opétovny riast nadoru ve skupirg s fotofrinem

Obr. &. 8 Rychly rist nddoru v kontrolni skupiné
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Maligni buiky v kontrolnich skupinach byly potvrzenyti phistologickém
zpracovani. V fipad uspgsSné terapie byla vysledkem jizva kryta epitelov&ant.
Vsechny mysi byly usmrceny 30. den od&iu experimentu. Zadnytgdsasny thyn

mysSi jsme nezaznamenali. Nebylo zaznamenano anézgebbvyklé chovani mysi.

3.5. Histologické zpracovani

Oblast nadoru vSech mysi usmrcenych na konci exeetu byla odebrana,
(Obr.¢. 9) fixovana v 10 % formaldehydu, naslédre formalinu, prokrdjena na 7 um
fezy a vySdena histologicky. U mySi s i&nou PDT jsme odebirali a vyBetali
oblast jizvy, u mysi s neu&nou PDT jsme odebirali nadorovou itk&iz @i
makroskopickém vysigni Slo obvykle dale rozeznat rezidualni nebo novatyoou

nadorovou tka. Jizva po usgsné PDT byla palgaé jemna, bez rezistence.

Obr. ¢.9  Odbér vzorka z nddoru na histologické zpracovani
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Nekréza nadoru v oblasti jizvy po @Spé PDT byla histologicky potvrzena
vymizenim nadorovych bgk. (Obr. ¢. 10) PouZivali jsme standardni barveni

hematoxylin eosinem.

Obr. €. 10 Nekréza nadoru po usgsné PDT (HE 100x)

V kontrolnich skupinach byly naopak vzdy nadordwéky prokazany. (Obr.
¢. 11) Histologické preparaty byly barveny hematoxytosinem nebo bylo pouZzito
barveni protilatek proti cytokeratim k prikazu malignich epitelovych bék CAMP
5.2. (Obr.¢. 12) Mikroskopické rozdily mezi jizvami skupincEnych ftalocyaninem a
fotofrinem nebyly pozorovany. Z kazdé skupiny bylyedné mySi odebrany vzorky
jater, ledvin, plic, svalové tké&na tenkého $eva k vylodeni gipadného posSkozeni
vhittnich orgdd PDT nebo laserem. Vzorky tk&rbyly obarveny HE a Zadné

mikroskopické zrany tkaré nebyly pozorovany.
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Obr. ¢. 11  Pnikaz malignich bungk v kontrolnich skupinach a pii nedspgéchu
lé¢by (HE 40x%)

Obr. ¢. 12 Pnikaz malignich burék v kontrolnich skupinach a pfi netspéchu
lé¢by (CAMP 5.2 200x)
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4. VYSLEDKY

V experimentu jsme prokézali vysokoucimnost ftalocyaninu v k&be
kolorektalniho karcinomu u atymickych mysSi po jedi@/ce aplikace. Porovnavali
jsme &innost fotodynamické terapie hydroxyhlinitého dienbvaného ftalocyaninu a
fotofrinu na fst kolorektalnino nadoru po jednom cyklu terapi@ufta byla
optimalni davka pro abléciva a stejna vinova délka laseru a stefiiouha doba
oz&eni. Rozdilna byla doba gebna k dostatmé kumulaci fotosenzitizéru v nadoru,
kdy dostatény interval u ftalocyaninu je v minutach proti foiou, kde je nutné
pockat s ozéenim 2 dny, nez je hladina fotosenzitizéru dostaie L&ba
s ftalocyaninem i fotofrinem vedla k remisi veét&iné pripadi. Podani ftalocyaninu
vedlo k remisi v87 % ifppadi. Opstovny nist nadoru byl zaznamenan v jednom
piipadu (13 %). Podani fotofrinudh 62 % uspch. (Tabulka¢. 4) Ogtovny rist
tumoru byl potvrzen ve 3ifpadech (38 %). (Tabulk& 5) Ftalocyanin dosahuje o

¢tvrtinu vySSi @innost v porovnani s fotofrinem (P < 0,001).

Tabulka ¢. 4 Vysledky PDT

DAVKA OZARENI USFESNOST OETOVNY
RUST
Ftalocyanin 2,5 mg/kg 600-700 nm 87 % 13 %
Fotofrin 2,5 mg/kg 600-700 nm 62 % 38 %

Prokdzala se tak vysSicianost modernich ftalocyaninovych prepérat
v porovnani se starSimi preparaty porfyrinategly. PDT v obou skupinach vedla
k vymizeni téndt vSech nadorovych bgk v pribéhu ¢étyi dni. 8. den od zatku
experimentu jiz u ftalocyninu nebyla nadorovd masaorovatelnd. Nador se pak
objevil az @i novém fistu 3 dny ped ukogenim experimentu. U fotofrinu dochazi
k novému #istu nadoru P nedostatené PDT jiz dive, obvykle kolem 10. dne po
PDT. VSechny vysledky jsme potvrdili histologickynaizenim nadorovych bwk

z oblasti jizvy a naopakiftomnosti malignich. V fibéhu terapie jsme u skupiny
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lécené ftalocyaninem nezaznamenali Zadné znamky fotdsety, coz by
predstavovalo pro pacienty jednozng benifit v porovnani s preparaty z obou
generaci fotosenzitizér Nepozorovali jsme zZadny samostatny efektreélaserem
na maligni buky. Stejré tak nebyly pozorovany zadné nezadoudfinky

fotosenzitizéh na ostatni tk&hv téle mysi v pibchu PDT.

Tabulka ¢.5 Opétovny rist nadoru po PDT
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5. DISKUSE

V zawru jsme jednozrim¢ demonstrovali usggnost PDT s ftalocyaninem v terapii
kolorektalniho karcinomu. Nize zodpovime jedn@lotazky, které jsme si polozili

pred z&atkem nasi préace.

* Bude dostaténa u¢innost ftalocyaninu po jedné aplikaci?

Aplikace ftalocyaninu vedla k remisi nadoru v 87 frépadi po jedné aplikaci.
Jedna se o0 vysokou terapeutickowindost tohoto fotosenzitizéru v terapii
kolorektalnich naddr. Afinita ftalocyaninu k jinym epitelovym nadam je zndma a

zde byla prokazana i v terapii kolorektalniho kaocnu.

* Bude vysSi @innost ftalocyaninu v porovnani s fotofrinem?

Porovnavali jsme dinnost fotodynamické terapie  hydroxyhlinitého
disulfonovaného ftalocyaninu a fotofrinu nast nadoru po jednom cyklu terapie.
Lécba s ftalocyaninem i fotofrinem vedla kremisi vetswe pripadi. Podani
ftalocyaninu vedlo k remisi v 87 %ipadi. Opstovny rist nadoru byl zaznamenan
v jednom pipadu (13 %). Podani fotofrinudhe 62 % uspch. Ogtovny rist tumoru
byl potvrzen ve 3 fipadech (38 %). Prokazala se tak vys&inmost modernich
ftalocyaninovych preparat v porovnani se starSimi preparaty porfyrinokedy.

VSechny vysledky jsme potvrdilitphistologickém zpracovani.

* Bude dostatény 10 minutovy interval k dosazeni dinné hladiny
ftalocyaninu v nadoru?

DalSi poloZzend otazka se tykala délky intervalutgdmiého k dosazeni
dostaténé koncentrace preparatu v tumoru a tim efektidil .PU ftalocyaninu jsme
prokazali, Ze desetiminutovy interval je dostaie k dosaZzeni dostadteé hladiny
fotosenzitizéru v kolorektalnich nadorech. Tim sésad@ 1iSi od ostatnich
pouzivanych prepanat(prevazrié zfady fotofrini), protoZe ostatni preparaty dosahuji
dostaténych koncentraci po hodinach akteré az po dnech. Je jasné, ze v klinické

praxi by se jednalo o ztwaou vyhodu, protoZze pacienti by absolvovali cel®@il R
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jedna navéve lékae. Casova prodleva po podani ftalocyaninu je miniméalid. je
zasadni rozdil proti jinym prepadét (I. i Il. generace), kdy pacientifiphazeji

k oz&eni obvykle po &kolika hodinach nebo az dnech.

* Nebudou znamky fotosenzitivity?

U ftalocyaninu jsme nezaznamenali Zzadné znamkyséminitivity po celou
dobu experimentu.iRinou nulové fotosenzitivity je vysoké afinita k raadveé tkani,
nizka k ostatnim orgdém, zvIas¢ kazi a rychla clearence z organismu. MySi byly
vystaveny dennimu stlu a nedoslo k zadnym projéwm fotosenzitivity. Tim se také
ftalocyanin také liSi od porfyrinovych preparakde fotosenzitivita trva asi 1&sic,
nez dojde kvyloteni preparatu z organismu a je nutné vyhybat Senégmu
slungnimu setlu. Stejré tak i rekteré preparaty z 2. generace fotosenzitizér

vyvolavaji fotosenzitivitu trvajici tydny.

* Nebudou znamky posSkozeni tkani ftalocyaninem?

Z obou l€enych skupin i ze skupin kontrolnich byl odebramgrky z vnitnich
orgari k vylouweni znén vzniklych misobenim fotosenzitiz&rnebo laseru. Zadné
takového zminy nebyly pozorovany. NedoSlo k poskozeni tkanisgbenim
fotosenzitizéh ani nedosSlo ktermickému poSkozeni tkani laser&miverzalré
vSechny fotosenzitizéry 2. generace maji minimaetzadouci &inky a je pro ®&
typicka vysoka koncentrace v tumoru a nizka v agtattkanich organismu. To co je

vlastni ftalocyaninu je nizk& koncentracetiZika tim nulova fotosenzitivita.

* Nedojde k regresi nebo UpIné remisi nadoru v kontrmich skupinach?

Zmeény objemu nadoru jsme niegupokladali v kontrolni skupén ktera
neobdrzela zadnou dBu, zde naopak doslo k rychlé progresi nadoru. Lgseale
pouzivan samostairk terapii nddat, kde se vyuziva jeho termického efektu (nap
laserové rekanalizace tuntorekta nebo laserova terapie koznich néporadnou
regresi nadorovych hmot jsme nepozorovali. Celken&rgie ozéeni @i PDT je

podstatg nizSi nez u kurativniho pouziti laseru.
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* Mohl by byt ftalocyanin pouzit v paliativni terapii kolorektalniho

karcinomu u lidi?

Zawrecna otadzka byla, zda by tedy bylo mozno pouzivdbdiganin v terapii
kolorektalniho karcinomu. Ftalocyanin je preparatysokou afinitou k bilkam
kolorektalniho karcinomu s rychle dosaziteln@intou hladinou v nadoru, s nulovou
fotosenzitivou, bez poSkozeni ostatnich tkani. deinin pat mezi preparaty
s nejrychlejSi  kumulaci fotosenzitizéru v nadoruyh¥dou by byl prakticky
zanedbatelnycasovy interval mezi aplikaci a deé&im, v porovnani s ostatnimi
pouzivanymi preparaty, kde se jedna o hodiny az @gmnivame se tedy, Zze by
ftalocyanin mohl byt pouzivan v terapii karcinomoneiniku a stev. Na obrazcich
atymickych mysi je viét, Zze PDT i pi svém omezim piniku do tkar je schopna
zlikvidovat pongrné objemné tumory. Musime sedadomit, Ze swtlo piasobi na nador
za vSech stran a stéjtak nekroza vznika na celém povrchu tumoru. Jasybodou
by také bylo, Ze PDT jako proces je nebolestivyeminpoteba pouziti anestezie.
Stejre tak krevni ztradty jsou zanedbatelné. V neposlethdk maji preparaty
ftalocyaninové&ady jas® definovanou chemickou strukturu, coz se o porfyrikde se

vlastni preparat sestava ze 4@nych substanci, nedi.

V naSem vyzkumu jsme prokazalicigek fotodynamické terapie vdige
kolorektalniho karcinomu,¢imz jsme zodpoxdéli zakladni otdzku naSi prace.
Fotodynamicka terapie ftalocyaninem i fotofrinendegiz po prvni davce k nekréze
nadoru ve vysokém procentiipadi. Rozsfili jsme tak dalSi moznosti aplikace PDT.
Zatim se jedn& pouze o experiment, ale vzhledeamkit Ze PDT je jizZ pouzivana
k 1é&¢b¢ zhoubnych i benignich onemagn, &iime, Zze dojde i ke klinickému pouziti.
Chceme pokrgovat v daldim vyzkumu a spolupraci s Akademéd,vs Ustavem
biofyziky membranového transportu. Spolupracujenae vgzkumu intravenozn a
topicky podavaného ftalocyaninu. Topicky aplikovdotsenzitizéry ve forghmasti
a gel by byly pro pouziti v koloproktologii velmi vyhoén | tyto preparaty dosahuji
vysoké koncentrace v nadoru v minutovych intervaleakze jejich pouziti v klinické

mediciré by negredstavovalo vyrazijsi zatZz pro nemocné. V sdasné dob probiha
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jednani s firmou Zentiva a.s. dipraw ftalocyaninového preparéatu, ktery by byl
nasled® pouzit v Kklinickych zkousSkach. Uvazuje se o jehoufti v terapii

kolorektalnich naddra nadoi kize.

Pokud tedy shrneme vyhody ftalocyaninu proti jinfotosenzitizéiim v [&b¢
karcinomu, pak je ftalocyanin preparat s vysokomitfu k buikam kolorektalnich
nadofi, s rychlou kumulaci v tumoru, s vysokou terapéuatic (tinnosti, s nulovou
fotosenzitivitou, s nulovym nezadoucimi vedlejSiinky. Je také aktivovan stlem

o delSi vinové délce, ktere tim pronika vice daibky. (Tabg. 6)

Tabulka ¢. 6 Optimalni davkovani ftalocyaninu

Davka ftalocyaninu 2,5 mg/kg
ViInova délka pouzitého s¥étla 675 nm
Interval mezi podanim latky a oz&enim 10 minut
Celkova energie oz#éeni 120 J/cm2
Doba oz&eni 8 minut

V Kklinické praxi by PDT v léb¢ kolorektalni rakoviny jist byla nejprve
pouzivana k paliativni terapii pokiilych onemocgni. Pokud by se prokazala jeji
ucinnost u pokrdilych onemocuni, pak se jist dala pouzivat i ¥asnych stadiich
malignich onemoai stev. Z praxe je ale znamo, Ze odpovidajici velikashoru
v ¢asném stadiu vhodném pro PDT je zachycena zcetiindle. | nadhodny zachyt
nadoru pi skriningu jiz obvykle odhali objemny nador. Pdau#DT je omezeno
penetraci sitla do tkar, ale pokud bychom v jednom cyklu dokézali odstr&inm
nadoroveé tkafy pak bychom jist dokazali po opakované aplikaci PDT udrzet
praichodnost sev i u pokrgilé stendzy. Proti laserové vaporizaci se jedna o
dvojnadsobné mnoZstvi tk&nprotoZe laser v jednom sezeni odstrarpouze 4 mm

tkare. DalSi z moznosti, ktera by mohla byt optimalaipgstragini nadorovych hmot
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oper&n¢ transanalnim iistupem elektrokoagulaci nebo harmonickym skalpetem
nasledna PDT na spodinu defektu. Tim by doSlo &idaldukci malignich butk na
spodiré defektu, kde P opera&nim odstréaovani tumoru jiz hrozi perforacerata.
Technicky by odstigovani stenéz bylo potmé snadné, protoze by se daesta
zavaalo pouze s¥tlovodné vliakno a nasledné destrukce nadoru by Wyséedkem
PDT. Riziko perforace stva by tedy bylo podstatnmnizsi. DalSi vyhodou PDT u
nadorovych onemoeni stev je snhadny ifistup pomoci koloskopu se &eglnym
zdrojem.
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6. ZAVERY

Vyzkum v oblasti fotodynamické terapie se v posleldnletech zawiuje na
vyvoj novych fotosenzitizér, vyzkum PDT na molekularni a tkdvé Urovni, vyuziti
poznatki fyzikalni chemie s cilem zvysSitinnost fotosenzitizér, vyzkum dozimetrie
Vv organismu, vyuZzivani nanotechnologii, vyuzivaypéokoenergetickych lasemebo
vyuzivani kombinace dvou lases cilem dosahnout maximalniho efektu v aktivaci
fotosenzitizéru, vyuzivani ultrazvuku k aktivaci tdeenzitizéii misto s¥tla a
vyuzivani tkéovych receptar k vyssi afini¢ fotosenzitizél k tumoru. Samostatny
vyzkum se zawiuje na studium imunitnich reakci provazejicich PDiVaZuje se o
moznosti vyvolani této imunitni reakcei pklasické” terapii tumof. Tato I&€ba by
zvySila imunitni odpo¥d” organismu v boji s nddorovym onemeénim. Vyraznych
zmen v poslednich letech také zaznamenaly laseryédosedna viakna v dsledku
technologického rozvoje. V8echny uvedené postupp maacil zvySovani &innosti
PDT a tim roz&bvani klinického vyuziti fotodynamiky. Séasré s fotodynamikou se
pozornost také anuje fluorescenci, ktera se jiz dnes vyuziva k dasgice casnych

stadii malignich i benignich onemaaon.

V dnesni dob se fotodynamicka terapie pouziva kdé raiznych nadorovych i
nenadorovych onemoéni v mnoha statech &a. V klinické praxi se jiz usgne
fototerapie vyuziva v onkologii,caim lékdstvi a zejména v dermatologii. Doménou
je v sokasné dob dermatologie, kde se vyuZziva lokalni aplikace adsho fistupu
pii oz&eni. Nespornou vyhodou je i velmi dobry kosmetiefgkt. Na druhém mist
je oftalmologie v terapii makularni degenerace.kalogii byla PDT jiz v klinické
praxi vyzkouSena na mnoha nemocnych v tera@nych malignit. Zde i&s zjevny
efekt Zistava tato moznost terapie stale vyuzita minighdla nedvere k PDT se jist
podili nedostatmé zkuSenosti v klinické praxi, omezené aplikacehlsdem na
velikost tumoru a nutnost opakovani PDIT gbjemnych nadorech. DalSim omezenim
je sokasna cena fotosenzitizéa nutnost pizeni laseru. U lasérie dominantnim
problémem pednastavena vinova délka, takze lasézeme pouzit pouze pro jeden

nebo Uzkou skupinu fotosenzitinér Sowasny vyzkum fotodynamiky jiz
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negredstavuje pouze klasickou protinAdorovotblé ktera byla po minula desetileti
hlavni doménou PDT, ale objevuji se dalSi moznesgtio vyuziti, napiklad vyuziti
fotodynamického efektu v antibakteridlni a antivigaterapii, v terapii aterosklerozy,

v desinfekci a sterilizaci, nebo diagnostice chaaahikrobialnich nakaz.

V naSi studii jsme prokazali ¢innost PDT s ftalocyaninem v terapii
kolorektalnich tumar na zvfecim modelu. Cilem nasi prace je snaha nabidnot no
moznosti terapie paciahts timto zdvaznym onemaamim vcasnych stadiich nebo
naopak v ramci paliativni terapie v pokilgch stadiich této zavazné choroby. Zvéast
v pokraiilych stadiich je prakticky jedinou moznosti zaloZestomie, ktera je
dramatickym zasahem do zivota nemocného. dMésto ipada v uvahu zavedeni
stentu,¢i oSeteni naddoru laserem. PDT byepstavovala dalSi moznost, jak udrzet
praichodnost nadorové stendzyesta. PDT nedosahne kurativniho efektu u objemnych
nadoi nebo v pokrailych stadiich se znamkami diseminace, algenvyrazg zlepsit

kvalitu Zivota a prodlouzit intervalipZiti.

Mezi hlavni vyhody PDT pé&t zZadné nebo minimalni krevni ztraty, neni
potreba anestézie a minimalni pooperiabolest. \étSina vykori se také provadi jako
ambulantni, bez nutnosti hospitalizace. (Tat¥) Usgch fotodynamické by zavisi
na potvrzeni jeji &nnosti jako samotné terapie nebo v kombinaci @yin

protinadorovou l&ou, kdy vysledny efekt &by je vySSi nez standaré@mouzivané

postupy.
V kontrastu ke v3em s®¢asnym moznostem protinadorov&lg je vyhoda

PDT zalozena na selektivni destrukci tumoru s maiim poskozenim ostatnich

tkani.
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Tabulka ¢. 7 Hlavni vyhody a nevyhody PDT

Vyhody

Nevyhody

Siroké spektrum pouZziti
Minimalni invazivita
Nizka systémova toxicita
Ucinek na budéné i tk&ové
arovni

Minimalni krevni ztraty

Neni poteba anestezie

Rychly efekt I€by

Omezena penetracestha do tkar
Nevhodna Iéba pro pokreilé a
diseminované formy onemogmi

Fototoxicita

Nutnost opakovani PDT u velkyc

nadoi
Cena sotasnych fotosenzitizéra

swetlenych zdroij
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