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1 UVOD

I ptes neustaly pokrok v oblasti onkologického vyzkumu, vedoucimu k vyvinuti
novych generaci cilenych onkologickych 1€kt a rezimi terapie, je V soucasnosti kK dispozici
jen relativné maly pocet novych klinicky schvalenych 1éku (Burstein, 2013). Tento fakt tak
klade duraz na jiné, doposud nevyuzité, terapeutické postupy. Fotodynamicka terapie (PDT)
je standardné pouzivanou lé¢ebnou metodou k terapii rozli¢nych benignich onemocnéni. Jiz
delsi dobu je PDT rovnéz klinicky piijatym postupem U mnoha typti malignit, ale v rutinni
praxi stale jest¢ modalitou pomérné nedocenénou (Agostinis a spol., 2011; Babjuk a spol.,
2000).

Terapie malignit se vsoucasné dobé opira o Ctyfi hlavni metody — o terapii
chirurgickou, radioterapii, chemoterapii a imunoterapii (Pouckova, 2000). Spole¢nym cilem
onkologické terapie je dosahnuti zniceni nadorovych bunék pii soucasném zachovani
fyziologickych funkci buné€k nenadorovych, coZz je zejména v piipadé chemoterapie a
radioterapie velmi problematické (nedostatecna selektivita ¢asto nuti k redukci terapeutickych
davek) a v pripadé onkochirurgie pii nutnosti zachovani radikality opera¢niho vykonu casto
nemozné. Vedle téchto konvencnich metod onkologické terapie je PDT jednou z dalSich
perspektivnich moznosti protinadorové 1écby. Je to druh fotochemoterapie, ktery kromé
zdroje svétla a aplikované fotodynamicky aktivni latky — fotosenzitizéru, vyzaduje také
pifitomnost tkanového kysliku. Spoluptisobeni téchto tii kliCovych komponent, jez samy o
sobé toxické nejsou a Vv zakladnim stavu neprojevuji zadné biologické efekty, podminuje
mechanizmus ucinku PDT.

PDT je dvoustupnovy terapeuticky proces, ktery je zalozen na principu
fotosenzibilizace ¢i fotoaktivace, tj. na principu selektivni akumulace fotosenzibilizujici latky
v tumoru a jeho nasledném ozafeni svételnou energii vhodné vinové délky (Pervaiz a Olivo,
2006; Zimcik a Miletin, 2004). Vysledkem této reakce je vznik cytotoxickych agens
(singletovy kyslik, volné radikaly), které jsou vlastni pti¢inou destrukce tumoru. Konecnym
terapeutickym efektem je nekréza a/nebo apoptéza nadorovych bunék. Hranice mezi
apoptézou a nekrdzou pravdépodobné neni ani zde tak ostra, existuje mezi nimi pomérné
plynuly pfechod a mluvime tak o ,,programované nekroze* (Zong a Thompson, 2006).

Pii dostate¢né hladiné molekularniho kysliku dochazi vlivem absorpce svétla ve
fotosenzitizéru ke vzniku excitovanych stavi, které v zasadé podléhaji dvéma typam
deaktivacnich reakci. Bud’ excitovana forma fotosenzitizéru reaguje pifimo se substratem za
vzniku volnych radikalii substratu, nebo dochazi k transferu energie z fotosenzitizéru na

kyslik a ke vzniku jeho vysoce reaktivni singletové formy. Cytotoxicky efekt je tak piimo
1



zprostifedkovan singletovym kyslikem (Dolmans a spol., 2003) a ostatni formy volnych
radikali, zvlasté pak radikaly lipidickych slozek bunéénych membran, jsou pfic¢inou dalsiho
niceni tumoru. Predpoklada se, ze oba mechanizmy mohou pii PDT probihat paralelng¢, avSak
jejich vysledny relativni terapeuticky podil zavisi na typu a koncentraci fotosenzitizéru, na
intratumorozni koncentraci kysliku a na vazbé fotosenzitizéru na substrat (Kolafova, 2005).
Ojedin€lé postaveni v potlaceni ristu tumoru po PDT ma pak jesté autofagocytdza (Gozuacik
a Kimchi, 2004). Krom¢ uvedenych drah bunééné smrti byly rovnéz popsany i dalsi zpisoby
ucinku PDT — pfimé poskozeni krevniho zasobeni tumoru (Dolmans a spol., 2003; Yoo a Ha,
2012) a moznost indukce imunitni reakce hostitele proti nadorovym bunikam (Kammerer a

spol., 2011; Mroz a spol., 2011).

Na poli onkologie je PDT vnimana nadale jako metoda pon¢kud experimentalni s
fadou nedofesenych problémi. Identifikace optimalniho fotosenzitizéru je jednim z nich,
Pozadavky na takovou latku jsou selektivni vychytavani nadorovymi bunikami, spontanni
netoxicita na strané jedné a dostateCny toxicky efekt po ozareni svétlem na stran¢ druhé. K
témto zasadnim pozadavkim pfistupuji i dalsi, mezi které v neposledni fad¢ patii i snadné
piiprava a finan¢ni dostupnost.

Dalsi ustiedni roli hraje typ lékové formy fotosenzitizéru a jeho samotny zpisob
aplikace. Pii celkovém — zpravidla intraven6znim (i. V.) — podani je fotosenzitizér postupné
absorbovan v cilové tkani. Vyhodou tohoto postupu je moznost 1écby procest libovolné
uloZenych, napt. hluboko v organismu. Nevyhodou této moznosti je fotosenzibilizace celého
organismu s nutnosti ochrany pacienta pred svétlem dané vinové délky. Druhou formou je
podani lokotopické, které je ale mozné pouze u 1ézi uloZenych relativné povrchné a aplikaci
dobte pfistupnych. Ozarfeni tkadn€ s jeji naslednou destrukci je mozné az po urCité dobé
inkubace, az po priniku 1é¢iva do tumoru. K celkové fotosenzibilizaci nedochazi, a tak je tato
aplikacni cesta jen minimalné zatéZzujici a umoznuje takika neomezené opakovani celého
terapeutického procesu. Na rozdil od klasické chirurgie neni nutnosti vést destrukci v lemu
bezpecné zdravé tkané. Naopak, postupné je tkan snasena tak, aby organismu byla umoznéna
regenerace Ci reparace loziska. Jedinou teoretickou hranici je situace, ve které by rlst tumoru
byl rychlejsi nez zpusob jeho mozné likvidace. Podstatna, a tedy limitujici, Se v kone¢ném
disledku nestava velikost tumoru, nybrz dynamika jeho vertikalniho ristu.

Vybér svételného zdroje zavisi na dvou zakladnich faktorech: absorpénim spektru
fotosenzitizéru a hloubce penetrace svétla do tkané. Vinové délky pouzivaného svétla v PDT
se nachazeji mezi 600 a 900 nm a maji rozhodujici vliv na prunik svétla do cilové destinace

(Marcus a Mcintyre, 2002). Dtive se jako zdroje svétla pro PDT pouzivaly Sirokospektralni,
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specialné upravené lampy s filtry barevnymi, popf. tepelnymi. Pfi jejich uziti se ale vétSinou
nedosahovalo dostatecnych ptikontli zatfivé energie v tumoru a dochézelo téz k nezaddoucimu
ozafeni zdravého okoli. Uplatnéni lasert, jakozto zdroji monochromatického, koherentniho,
linearné polarizovaného a intenzivniho svételného svazku s nastavitelnym vykonem, je nyni
preferovano (Kruijt a spol., 2006; Kyriazi a spol., 2008). Témto a dalSim tuskalim PDT se
prave tato prace Ve své teoretické Casti vénuje.

Reakce PDT in vivo je pomérné rychla — po neionizujicim ozafeni dochazi ke vzniku
nekrozy jiz za 24-48 hodin. V nékterych ptipadech, nejcastéji v obdobi 1-2 tydnt po PDT,
zacne tumor i navzdory terapii opét rust, CO muze byt zpusobeno rezistenci nadorovych bun¢k
na PDT. Podklady této PDT-rezistence mizou byt napf. hypoxie, nedostatecna akumulace
fotosenzitizéru v tumoru, nedostatecna koncentrace svételné energie v ozafované oblasti nebo
kombinace vy$e uvedenych divodt (Mosa a spol., 1997; Nowis a spol., 2005; Seitz a spol.,
2007). Vyzkumem fotodynamické terapie Xenotransplantovanych lidskych tumort se zabyva
experimentalni ¢ast této prace. Pokus in vivo na laboratornim biomodelu za ptesné
definovanych a reprodukovatelnych podminek tak ¢ini krok k postupnému zatrazeni PDT mezi

klinicky ovéfené metody terapie dalich typt malignit.

Fotodynamicka terapie byla po svém objevu povazovana za velmi nadéjnou metodu,
od které byla ocekavana revoluce v chirurgii. Od poc¢atku se doufalo, ze tato metoda vytlaci
klasické chirurgické postupy zejména proto, ze piedstavuje ,,na miru Sitou” onkologickou
terapii. Je vysoce specificka a selektivni — umoziiuje nejen ptesné zasahnout maligni
struktury, ale i diagnostikovat hranice mezi zdravou a patologickou tkani pomoci
fluorescen¢ni diagnostiky. I pfes sedmdesatilety vyzkum uc¢inki PDT ale nejsou vSechny

mechanizmy dodnes zcela objasnény.



2  CILE DIZERTACNI PRACE

Dalsi rozvoj PDT v klinické praxi zadvisi na prukazu, ze uc¢innost této metody,
ptipadné i v kombinaci s klasickymi postupy, je vyssi nez u dosud standardné pouzivanych
metod. Experimentalni vyzkum PDT v laboratofich piinasi velké mnozstvi poznatki, jejichz

pozitivni dopad se dfive ¢i pozdé&ji uplatni i v pfimé terapii nemocnych.

Tato prace navazuje na dlouhodoby vyzkumny zamér Chirurgické kliniky 3. 1ékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady. Vlastni
realizace védeckého pokusu probihala preklinicky, laboratorni formou in vivo na zvifecim
modelu, ve spolupraci s Oddélenim experimentalni radiobiologie Ustavu biofyziky a
informatiky 1. Iékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze v letech 2007-2013. Pivodné byla
prace zaméiena jen na PDT modelu koZnich metastaz karcinomu prsu, ale posléze byla

rozsifena i o PDT dalsiho typu maligniho tumoru — karcinomu prostaty.

Piedkladana dizertacni prace ve dvou cCastech zahrnuje problematiku a vysledky

vyzkumu PDT xenotransplantovanych lidskych tumord.

Prvni — teoretickd — Cast:

1. Shrnuje obecnou charakteristiku vybranych modelovych typd malignit —
karcinomu prsu a karcinomu prostaty. Zabyva se jejich aktualni epidemiologicko-
demografickou situaci, dale stru¢né etiologii, patogenezi, faktory rizikovymi a
prognosticko-prediktivnimi, klinickym obrazem, zakladni diagnostikou, TNM
klasifikaci a stagingem, prevenci a screeningem a kone¢né zminénim strategie
soucasnych lege artis terapeutickych postup. Nevynechava ani morfologickou
typizaci a grading obou malignit a prezentuje tak uceleny a vysoce aktualni
piehled dané problematiky. Podtrhuje tak soucasnou dulezitost a vysoce vhodnou
moznost indikace PDT (i vyplnéni terapeutickych mezer) pravé u téchto dvou
hormondlné dependentnich karcinomi. Byt moZnd v rozsahlejsi formé, at’ toto
souhrnné sdéleni dale poslouzi k dokonalé orientaci v oblasti predevsim studentim
a k osvézeni poznatku i klinikiim.

2. Vzhledem k moznosti budouciho vyuziti PDT v ramci terapeutického algoritmu
obou zminénych typ karcinomu v klinické praxi — jako pfimé aplikace vystupi
této experimentalni prace — Se V samostatné stati blize vénuje problematice praveé

koznich metastaz karcinomu prsu i prostaty.
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3.

Piedklada souCasny stav poznéani problematiky PDT se zaméfenim na terapii
malignich tumorid dle soucasného védeckého poznani, tj. prevazné anglicky psané
literatury za poslednich 15 let (pfi vyuziti zejména databazi Medline PubMed a
Medscape, Embase, Elsevier Scopus a Science Direct, Thomson Reuters Web of
Science, Google Scholar, Bibliographia Medica Cechoslovaca a Medvik). Kromé
definice, historie, principu, mechanizmu u¢inku PDT a moznosti méfeni jeji
ucinnosti v samostatnych podkapitolach reflektuje specifickou problematiku
fotosenzitizéra a terapeutickych zdroju svétla. V ¢em spocivaji vyhody a nevyhody
PDT? Jaké je soucasné a jaké by mohlo byt budouci vyuziti metody PDT? | o
téchto podstatnych otazkach prace pojednava. Piedstavuje tak velmi podrobny
literarni ivod k Casti experimentalni.

V zavérecnych podkapitolach dale v kratkosti zabyva vybérem pokusného
zviteciho modelu a soudobym pohledem na xenotransplantace s ddrazem na

vyuziti v experimentu.

Druhé — experimentalni — cast:

1.
2.

V Gvodni ¢asti popisuje material a metodiku vlastniho laboratorniho experimentu.
Ugelem pokusu na imunodeficientnich nu/nu mysich s piijatymi xeno§tépy
(histologicky piesné definované) lidské linie karcinomu prsu a dvou linii
karcinomu prostaty bylo ovéfeni mozného efektu PDT na pravé tyto tumory in
vivo. Vysledky vsech realizovanych pokusu jsou stazeny k vice ruzné definovanym
kontrolnim skupinam.

Pro zvySeni Uc¢innosti PDT preklinicky studuje protinddorovou tuc¢innost noveé
vyvinutého a pfipraveného fotosenzitizéru II. generace — lipozomalniho gelového
preparatu s aktivni slozkou hydrofobnim ftalocyaninem hydroxyhlinitym (AIOH-
Pc).

Experimentem na subkutianné (s. c.) xenotransplantovaném karcinomu prsu
porovnava ucinnost aplikacnich cest a forem jednotlivych fotosenzitizéri — hodnoti
efekt podani celkového (i. v.) oproti podani lokalnimu, topickému.

Vzijemné srovndva a hodnoti jiz komeréné pouzivané fotosenzitizéry I. generace
(Metvix, Photofrin) a nové fotosenzitizéry z pomezi Il. a I1l. generace (AIOH-Pc a
jeho disulfonovana forma k systémovému pouziti).

Resi otazku optimalni koncentrace nového PDT preparatu pii jeho lokotopické

aplikaci u obou typu (Iépe — vSech tii tkanovych linii) tumort.



7. Sleduje efektivitu PDT dvou zcela odlisné se chovajicich linii karcinomu prostaty
(s malym a velkym metastatickym potencialem).

8. Zabyva se objektivni verifikaci vysledku, tj. histologickym zpracovanim nekropsii
po ukonceni pokusu.

9. Po statistické analyze ziskanych dat predklada vysledky vyzkumu PDT a v diskuzi
mj. vypracovavd optimalni aplikacni model nového jedine¢ného 1éCivého

preparatu.

Karcinom prsu a karcinom prostaty patii pohlavné specificky mezi viibec nejcastéjsi
malignity, a to nejenom v populaci ¢eské, nybrz v méfitku celosvétovém. Uplatnéni PDT jako
sana¢niho — kurativniho — vykonu pfi destrukci zejména progredientnich a preinvazivnich
prekanceroz, solitérnich neoplazmatickych 1ézi (napf. satelitnich koznich metastaz pii relapsu
zakladniho onemocnéni), v chirurgii metastaz, anebo paliativné v pozdnich stadiich malignity
za ucelem zlepSeni kvality zZivota (QoL) pacientii a prodlouZenim intervalu jejich preziti, je
zalezitosti realnou. Praktickym vystupem dizerta¢ni prace je nemocnym vyhledové nabidnout
dals$i moznost terapie karcinomu prsu a karcinomu prostaty, ktera mize byt piikladem pro
lécbu jinych vhodnych malignich tumort. Cilem prace muize také byt budouci motivace

k dalsimu badani v oblasti fotodynamiky ve spojeni s experimentem v chirurgii.



3  TEORETICKA CAST

3.1 KARCINOM PRSU
3.1.1 Epidemiologickd a demografickd analyza karcinomu prsu

Incidence

Krom¢ jinych koznich tumori je karcinom prsu (dg. C50 dle MKN-10 klasifikace) po
karcinomu plic druhym nejcastéjsim typem malignity lidské populace a zdaleka nejcetnéjsim
onkologickym onemocnénim Zen. V Ceské republice (CR), podobn& jak v ostatnich
rozvinutych zemich Evropy a Severni Ameriky, dochazi v soucasnosti po predeslém trendu
mirné stagnace nadale k setrvalému zvySovani jeho incidence pfi jen nevyznamnych zménach

mortality (Graf 1).

Graf 1. Vyvoj standardizované incidence a vimrtnosti na karcinom prsu u Zen v CR

(v letech 1985-2010, prepocet na 100 000 osob, evropsky standard)
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Zdroj: UZIS CR, 2013

V roce 2010 bylo v CR zjisténych 6 498 novych piipadd (incidence 121,3/100 000
7en), které predstavovaly vice nez 16 % ze viech hlagenych malignit u zen (UZIS CR a NOR
CR, 2013). Pfepoéteno na svétovy standard, patti CR ve srovnani se zahrani¢im 26. misto
v incidenci (Ferlay a spol., 2014). Pravdépodobné v souvislosti s bezplatnym mamografickym
screeningem od roku 2002 vzrista také pocet zachycenych novotvart in situ prsni Zlazy (dg.
DO05) — od zahajeni screeningového programu do roku 2010 tak doslo k nartistu o 117 %.
Index casového trendu ve vyvoji incidence karcinomu prsu za poslednich 37 let u nas

dosahuje 130 %. Karcinom prsu je onemocnéni vzacné u zen mladsich 30 let, incidence ale
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prudce stoupa s vékem a kulminuje po 60. roce Zivota (DusSek a spol., 2014). Malignity prsu
nejsou problematikou pouze zenské populace, ale vyskytuji se také u muzli. Zde vsak
predstavuji spiSe raritni skupinu tumori s incidenci pfiblizné 38 novych pacientli ro¢né,
odpovidajici tak vyskytu 0,7/100 000 muzi (UZIS CR a NOR CR, 2013). Oproti Zenam je

pomér incidence 1 : 135, co predstavuje jen 1 % vSech malignit prsou (Strnad, 2001).

Mortalita

Karcinom prsu pfedstavuje nejen hlavni incidencni nadorovou zatéz zenské populace,
ale je také stale nejcast€jsi pfi¢inou umrti na nadorové onemocnéni. Za ptiznivy trend je na
druhé stran¢ nutné povazovat zvySujici se podil pacientek prvniho a druhého klinického stadia
a snizeni fatality. To je hlavné¢ déano moznostmi casné¢jsiho diagnostického zachytu a
uspésnosti terapeutickych modalit v ranych fazich nemoci. Relativni pétileté pieziti se diky
tomu u lokalizovaného onemocnéni pohybuje nad 90 %. V roce 2010 zemielo v CR na
diagnozu karcinom prsu 1 655 Zen, tj. 0 48 Zen vice nez v roce piedchozim (UZIS CR a NOR
CR, 2013); celosvétové se jednd o patou nejéastéjsi onkologickou pfi¢inu amrti — roéné je

evidovano 522 000 umrti (Ferlay a spol., 2014).

Prevalence

Pocet zijicich zen s tumorem prsu nebo jeho anamnestickou historii — tzn. prevalence —
pak v roce 2009 u nas byla celkem 61 407, co ptedstavovalo 1 147,9/100 000 Zen.

3.1.2 Etiologie, patogeneze a rizikové faktory karcinomu prsu

Etiologie a patogeneze

Endogenni a exogenni vlivy jsou pomérné velmi heterogennim souborem. V
nekolikastupfiovém procesu kancerogeneze prsu pisobi jako promotory. Karcinom prsu patii
mezi tzv. hormonélné dependentni tumory. Kancerogenni ulinky se pfisuzuji zejména
estrogenim (estradiol, estron a estriol), které indukuji zvySenou expresi nékterych ristovych
faktori (EGF, IGF-1, PDGF) a patrné i onkogent, jejichz produkty vyznamnym zpisobem
ovlivituji prolifera¢ni aktivitu bunék. Tyto u¢inky jsou vSak za fyziologického stavu
Vrovnovaze sriznymi puasobky antiproliferanimi (napf. TGF-f). Kromé estrogenni
stimulace muze byt rovnovaha porusena také genetickymi abnormalitami. Aktivace nékterych
onkogenti (Myc, Ras, HER-2/neu aj.) nebo alterace recesivnich onkogent (p53, Rb) se projevi
postupnou zmeénou fenotypu epitelovych bunék, kterd dospéje pies dysplastické zmény,

atypické dysplastické zmény, karcinom in situ az ke vzniku samotného invazivniho
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karcinomu. V patogenezi karcinomu prsu se uplatiiuje rovnéz i aktivita stimulovanych
stromalnich bun¢k, které produkuji proteazy (katepsin D, tPA) a angiogenni faktory (FGF,
VEGF) usnadfujici rGst a metastazovani tumoru (Klener a Abrahamova, 2002). Jak u
ostatnich malignit, tak 1 u karcinomu prsu je zfejmé, ze se jedna o proces dlouhodoby a
vicestupnovy. Pocet nadorovych bunék je dan velikosti vlastniho tumoru. U tumor na hranici
diagnostickych moZnosti o velikosti 1 cm, se pfedpoklada podet bun&k 10°. Takovy tumor jiz
prosel 30 zdvojenimi (pfiGemz tumory s po&tem bundk 10° jiz mohou vytvaret vzdalené
metastazy). S poctem nadorovych bunck roste pocet rozdilnych klonti bun¢k a tudiz jejich
heterogenita (Brychta, 2011). Pti zdvojovacim ¢ase, ktery u karcinomu prsu ¢ini 20-300 dni,
tak od prvni nadorové mitdozy mize uplynout 2-17 let (Klener a Abrahamova, 2002).

Popsané mechanizmy se uplatiuji u tzv. sporadické formy karcinomu prsu,
piedstavujici pfevaznou vétSinu (80-85 %) vsech tumort prsu. Vyskyt v rodiné v téchto
ptipadech zpravidla nebyva zaznamenan, i kdyz se pfipousti vyskyt jen u jednoho ¢lena,
prevazné z okruhu neptfimych ptibuznych. Mutace geni typické pro hereditdrni formu pfi
vyvoji sporadického karcinomu prsu vSak roli nehraji (Anderson, 1992). Pro vyvoj
kancerogeneze mlécné Zlazy bylo v experimentu zapotiebi 4-5 mutaci somatickych bunck. V
nadorovych bunkach se vyskytuje fada mutaci, avSak neni jasné, které z nich jsou odpovédné
za iniciaci kancerogeneze a poté za invazivni rast (progresi) — to znamena, které jsou
specifické pro vyvoj tumort prsu. Jednou porusena DNA nadorové buiiky predisponuje k
dalsi fad¢ chyb pfi replikaci (replication errors) a tyto mutace jsou predavany dcefinym
bunikdm mechanizmem tzv. klonalni expanze. Na jejim konci stoji klon bunék s invazivnim a
metastatickym potencialem (Pontén a spol., 1990).

Vyskyt karcinomu prsu (nebo vajeéniku) v kazdé linii ptibuznych je charakteristicky
praveé pro formu hereditarni ¢ili familiarné geneticky podminénou. Z praktického hlediska se
na tuto moznost pomysli pti postizeni tii a vice rodinnych pfislusnikii. Hereditarni karcinom
prsu je casto bilaterdlni. NejvétSi vyznam pro detekci genetické podminénosti dédiéného
syndromu tumoru prsu a/nebo vaje¢niku ma molekularni analyza geni BRCALl a BRCA2
(breast cancer 1 a 2). Tyto geny patii také mezi antionkogeny, nebo tzv. tumor supresorové
geny, které vyzaduji ke své inaktivaci kompletni recesivni ztratu obou alel. Na rozdil od
onkogenli, proteiny kodované antionkogeny maji antiproliferaéni ucinek, podporuji
diferenciaci a apoptozu. Klonovani geni BRCA1 a 2 potvrdilo Knudsonovu teorii dvou
zasahll (riznymi mitogeny, kancerogeny, ionizujicim zafenim), které vyfadi ob¢ alely a tim
tumor supresorickou funkci genu (Knudson, 1971). BRCA geny netidi pfimo bunécny cyklus,
ale funguji jako ,,opravafi®, strazci (tzv. caretakers) poskozené DNA (Kinzler a Vogelstein,

1997). Nékteti ¢lenové z takto postizenych rodin maji vrozenou deleci jedné alely takového
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tumor supresorového genu. Ke ztrat¢ heterozygozity a tedy funkce genu stac¢i v téchto

13

ptipadech jen jeden ,zasah“. Mutace byly zaznamenany castéji U askendzské zidovské
populace (Greenup a spol., 2013). Karcinom prsu se v rodinach s mutacemi BRCA1 pak
vyskytuje podle klasické Mendelovské genetiky autozomalné dominantnim vzorcem
dédic¢nosti. V téchto ptipadech jsou probandky ve vysokém absolutnim riziku vyvoje
karcinomu prsu a/nebo vajeéniku, ktery se manifestuje v mladém véku, jiz ve 3—4 dekadé
zivota. Do 50. roku zivota ma nositelka mutace 50% a do 70. roku zivota 85% riziko vyvoje
karcinomu prsu (celozivotni riziko karcinomu vajeéniku se pohybuje Vv rozmezi 15-45 %). U
muzskych nositeldt mutaci BRCA1 bylo popsano zvysené riziko vyvoje karcinomu prostaty a
kolorekta (Anderson, 1992; Easton a spol., 1995). Mutace genu BRCA2 je také spojena s
vrozenou vnimavosti k vyvoji karcinomu prsu. Odhaduje se, ze mutace tohoto genu jsou
odpovédné piiblizné za 35 % vSech piipadi genetickych karcinomil prsu, riziko vyvoje
karcinomu je ale oproti mutacim na BRCA1 mnohem nizsi. U postizenych muzi byva
pomérné Casto detekovana vrozena mutace genu BRCA2. Karcinom BRCA2 pozitivni je
obvykle velmi malo diferencovany, chova se agresivné. Detailni analyzou rodin s mutaci
BRCAZ2 byla téz nalezena vyssi incidence jinych neoplazii, jako napt. karcinomy vajecniku,
endometria, jater, hrtanu, prostaty a pankreatu ve srovnani s jejich normalni populacni
incidenci (Narod, 1997). Incidence hereditarniho karcinomu prsu ptfedstavuje maximalné 10
% z celkové incidence a pocet karcinomu prsu spojenych s mutacemi BRCA1 a 2 ¢ini
ptiblizné 5 % z celkové incidence malignit (Anderson, 1992). Krom¢ nejvice studovanych
mutaci geni BRCA1 a 2 se karcinom prsu vyskytuje i u mutace genu p53 (Li-Fraumeniho
syndrom), ATM (ataxie-telangiektazie — Louis-Barové syndrom), PTEN (Cowdentuv
syndrom), STK11/LKB1 (Peutz-Jeghersiiv syndrom) a MMR genii (Lynchiiv syndrom). Zeny
z rodin s vyskytem genetického karcinomu prsu/ovaria by mély byt doporuceny na

specializovand pracovisté k provedeni genetického testovani (Foretova, 2005).

Rizikové faktory

Kumulativni riziko incidence karcinomu prsu u Zen ve véku do 75 let v nasi zemi je
docela vysoké, ¢ini 7,1 %. V rozvojovych zemich ale dosahuje pouze hodnot tietinovych —
2,8 % (Jemal a spol., 2011). Vzhledem k vysoké incidenci a celospolecenskému vyznamu této
diagnozy byla vénovana velkd pozornost identifikaci rizikovych faktora. Ve vysoce
rizikovych populacich (USA, zapadni Evropa) byly rizikové faktory po probéhlych
rozsahlych epidemiologickych studiich definované v tzv. Gailové modelu (Gail a spol., 1989).
Clausiv model pak slouzi k jednoduchému zhodnoceni pravdépodobného celozivotniho

kumulativniho rizika (v %) Zeny pro vznik karcinomu prsu podle zdvaznosti jeji rodinné
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anamnézy. Clausovy tabulky neberou v uvahu dalsi faktory, které mohou riziko malignity
ovlivnit, napf. jiz preexistujici benigni onemocnéni prsu. Nalezenou hodnotu je nutné
povazovat za orientacni a srovnat ji s udavanym rizikem zen v bézné populaci (Claus a spol.,
1994). Platnost zavéra téchto studii ve slovanské populaci nebyla nikdy ovéfovana. Odlisnost
Ceské populace tak neumoznovala nekritické prejimani zavéri zahrani¢nich studii a jejich
implementaci do ¢eského zdravotnického systému. K identifikaci Zen se zvySenym rizikem
vzniku karcinomu prsu byla proto v CR v letech 2000-2004 provedena vlastni rozséhla studie
piipadt a kontrol, které se celorepublikové zucastnilo 14 556 zen v 54 centrech (Novotny a
spol., 2004). K odhadu rizika vzniku karcinomu prsu tak v CR lépe slouzi tzv. Pecniiv

vvvvvv

riziko onemocnéni karcinomem prsu zobrazuje Tabulka 1.

Tabulka 1. Zdkladni rizikové faktory karcinomu prsu

vek
vek v dobé menarché
vek v dobé prvniho porodu
pocet biopsii prsu
ptitomnost atypické duktalni hyperplazie v bioptickém vzorku*
pocet ptibuznych prvniho fadu s karcinomem prsu

pocet ptibuznych prvniho fadu s jakymkoliv
karcinomem
pocet oté¢hotnéni

BMI
prodélany zanét prsu (pfedevsim chronicky a
recidivujici)

*v Ceské studii sledovana jen vyjimecné, koeficient prevzat z Gailova piivodniho modelu

etnikum

Podle skandinavského vyzkumu dvojcat ptipada asi 27 % ptipadi karcinomu prsu na
genetické faktory a zbytek na faktory zivotniho stylu a Zivotniho prostfedi (Lichtenstein a
spol., 2000). Co se tyce rasy, bélosky jsou postizeny castéji nez Afroamericanky, nejmensi
riziko maji Hispanky a Asiatky (Chen a spol., 2004). Pomineme-li vliv pohlavi, zasadnim
rizikovym faktorem je ptibuzna s karcinomem prsu v prvni linii (matka, sestra, dcera), ktera
zvysuje riziko 2-3x, piibuzna v druhé linii pak 1,5%. Pfi sou¢asném vyskytu postizené matky
a sestry az 14x. Mezi dal$i zadvazné rizikové faktory patii v€k a dlouhé pisobeni estrogeni na

nezralou tkan mlééné zlazy. Mlécna zlaza dozrava teprve béhem gravidity a laktace, proto

11



mezi rizikové faktory déle patii pozdni prvni tehotenstvi, nuliparita, ¢asnd menarché —
presnéji Casna prvni ovulace (pifed 12. rokem zivota), pozdni menopauza (po 55. roce) a
nuliparita (Strnad, 2008). Primarné¢ benigni onemocnéni prsu — cystické adenomy,
intraduktalni papilomy a atypicka duktalni hyperplazie — krom¢é svého potencialné rizikového
biologického chovani predstavuji i moznost prehlédnuti karcinomu Vv ramci diferencialni
diagnostiky (vétsinou nemaji mamograficky obraz typické vysoké denzity). Tyto rizikové 1éze
maji relativni rizika karcinomu prsu mezi 4-6 (Strnad, 2006). Na vyvoj karcinomu prsu ma
zjevny induk¢ni vliv radioterapie, ktera je vyjadiena vysoce pozitivni asocidlou poméru Sanci
— s OR (odds ratio) az 5,52 (tj. smirou relativniho rizika o 452 % wvyssi u 0sob
exponovanych); predstavuje tak vyznamné negativni rizikovy faktor ptedev§im v obdobi
puberty, kdy pfevaznou indikaci je terapie Hodgkinovy nemoci (Cooke a spol., 2013). Na
druhé strané, u¢inky béznych diagnostickych RTG hrudniku, véetn€ mamografii, predstavuji
jen mirn¢ zvysené riziko — kumulativn¢ 0-6 % (Berrington de Gonzalez a Darby, 2004).
Alkohol zvysuje riziko vyvoje karcinomu prsu ne zcela jasnym mechanizmem ucinku jen
mirné. SniZzena aktivita prsniho izoenzymu alkoholdehydrogenazy (hlavné skupiny I)
Vv bioptickych vzorcich karcinomu prsu by mohla ale jeho kancerogenni participaci
vysvétlovat (Jelski a spol., 2006). Postmenopauzalni obezita, zvySeny piijem tuki a
nedostatecna fyzicka aktivita jsSou rovnéz povazovany za rizikové faktory (Key a spol., 2003).
Souvisi to patrné se zvysenou steroidogenezi — nadmérnou extraovarialni syntézou estradiolu
z nadledvinového testosteronu plisobenim aromataz tukové tkané (Klener a Abrahamova,
2002). Naproti tomu vliv koufeni, chemickych latek (napt. pesticid DDT, dietylstilbestrol aj.)
nebo hormonalni antikoncepce je otazkou nadale kontroverzni a ve vztahu k vyskytu

karcinomu prsu jednozna¢né dolozen nebyl (Strnad, 2008).

3.1.3 Histopatologické typy, biologické chovani a grading karcinomu prsu

Histopatologické typy (typing)

V soucasné dob¢ se V praxi nejcastéji vyuzivaji tii morfologické klasifikacni systémy
tumort prsu — klasifikaéni systém podle WHO, klasifikac¢ni systém podle AFIP a Rosenliv
klasifika¢ni systém (Skalova a spol., 2012). Obecné karcinom prsu klasifikujeme podle invaze
do stromatu (neinvazivni a invazivni forma), podle bunky, z které karcinom vychazi
(lobularni a duktalni typ) a nové i podle genové exprese. Predilekénim mistem vzniku
karcinomu prsu jsou nejcastéji terminalni lalicky mlécéné Zlazy a jejich vyvody. Vzniku

karcinomu zpravidla ptedchazeji proliferativni 1éze — atypickd duktdlni nebo lobularni
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hyperplazie, z niz se v prvni fazi vyvinou neinvazivni formy karcinomu, oznacované jako
karcinom in situ.

U duktalniho karcinomu in situ (DCIS) transformované epitelové bunky proliferuji
uvniti dilatovanych vyvodi, bazalni membrana a zevni myoepitelidlni vrstva ovSem zlstavaji
intaktni a nedochazi tak k invazivnimu rustu do periduktalniho stromatu. DCIS je méné Casta
forma karcinomu nez forma invazivni, i kdyz jeho procento zastoupeni diky mamografickému
screeningu stoupd (Skalova a spol., 2012). Mamografie umoznuje detekci nepalpovatelnych
1ézi, které vytvareji obraz mikrokalcifikaci. DCIS neni 1éze homogenni, existuje ve dvou
histologickych formach — low grade DCIS, jejimz prekurzorem je atypicka duktalni
hyperplazie a high grade DCIS (komedonovy karcinom), ktera prekurzor nema a s ¢etnymi
mitézami Casto progreduje rovnou do high grade invazivniho duktalniho karcinomu. DCIS je
Castéj$i postmenopauzalné (Klener a Abrahamova, 2002). Prognéza DCIS je vyborna — pouze
high grade varianta ma tendenci krecidivam, ¢emuz se da terapeuticky piedejit
respektovanim pravidla nutnosti totalni excize v lemu zdravé tkané (Skalova a spol., 2012).
Diferencované formy mohou byt papilarni nebo solidni. Zvlastni formou Sifeni DCIS je
Pagetliv karcinom bradavky, ktery je charakteristicky invazi nadorovych bun€k do epidermis

areoly.

Tabulka 2. Charakteristiky DCIS a LCIS

Charakteristika DCIS LCIS

vékové rozmezi 54-58 44-47

vztah k menopauze 70 % v postmenopauze 70-90 % v premenopauze

palpovatelna rezistence,
sekrece z bradavky

mamografické vysetfeni kalcifikace zadny nalez
multicentricita 25-30 % 60-90 %

bilateralita 10-20 % 50-90 %

AR BINEVA R Clwhnil 30—50 % béhem 10-18 r 25-30 % béhem 15-25r
DNA ploidita aneuploidni diploidni

Zadny nalez

klinické vySetfeni

proliferace vysoka nizka
pfitomnost HR vysoka stiedni az nizka

exprese onkogenti vysoka nizka

pfitomnost nekroz ano ne
Zdroj: Klener a Abrahamova, 2002
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Nadorové mikroprostiedi lobularniho karcinomu in situ (LCIS) je odlisné — LCIS je
charakterizovan proliferaci uniformnich malych bunék epitelu mamarnich lobulli. Vznika
¢asto multicentricky (v riznych prsnich kvadrantech) a v 10-20 % je nalezem i kontralateralni
postizeni. LCIS se od DCIS 1isi nemoznosti mamografické detekce a CastéjSim vyskytem u
zen pied menopauzou (Klener a Abrahamova, 2002). Blizsi rozdily mezi DCIS a LCIS
ptrehledné vyse shrnuje Tabulka 2.

Invazivni (infiltrujici) formy karcinomu prsu existuji pfevazné také ve dvou formach —
duktalni a lobularni. Piedstupném je tzv. mikroinvazivni karcinom, ktery je definovan
pranikem bazalni membranou nejvyse do vzdalenosti 2 mm.

Invazivni duktalni karcinom je nejcastéjsi formou karcinomu prsu vibec (70-75 %).
Vyskytuje se v dospélosti, nejcastéji v 5. a 6. deceniu. Jeho uspofadani je Casto tubularni,
u tzv. skirhotického typu je provazen reaktivni fibrozou, kterd pii palpacnim vySetfeni budi
dojem az kamenné tvrdosti tumoru. U tumorh s hvézdicovitou konfiguraci a s centralni
nekrézou je progndza zpravidla Spatna (Klener a Abrahamova, 2002). Invazivni duktalni
karcinom predilekéné metastazuje do kosti, jater a plic. Biopticky je nejcastéj$im nalezem
varianta tzv. blize neuréena (not otherwise specified), tj. bez blizsi histologické specifikace,
kterd je strukturou velmi variabilni (Skalova a spol., 2012). Ostatni varianty (napf. tubularni,
medularni, mucinézni, papilarni, komedonova aj.) jsou ¢asté mnohem méné. Vycet vSech
histopatologickych variant invazivnich forem karcinomu prsu znazornuje Tabulka 3.
Karcinom inflamatorni (erysipeloidni) zastupuje 1 az 3 % vSech karcinomt prsu. Jedna se o
Spatn¢ diferencovany duktalni karcinom infiltrujici cely prs, charakteristicky difuznim
erytétmem, edémem a koZni induraci s typickym vzhledem pomerancové kury (peau
d'orange). Pro rychly rust a Casné metastazovani je fazen mezi nejagresivnéjsi formy
karcinomu prsu. Metastatické postizeni uzlin v dobé diagnozy se vyskytuje u 50-90 % tumort
(Klener a Abrahamova, 2002).

Tabulka 3. Histopatologicka variace invazivniho karcinomu prsu

Histopatologické varianty

blize neurceny (not otherwise specified), tubularni,
Mucin6zni (koloidni, gelatinozni), kribriformni, invazivni
mikropapilarni, medularni (atypicky, s lymfoidnim
stromatem), komedonovy, apokrinni, adenoidn¢ cysticky,
duktalni sekre¢ni (juvenilni), na glykogen bohaty (glycogen-rich,
svétlobunéény), secernujici lipidy (lipid-rich), metaplasticky
(dlazdicovity, chrupav¢ity, kostni, osteoklastoidni),
adenoskvamozni a skvamozni, s endokrinnimi rysy,
inflamatorni (erysipeloidni)

lobularni klasicky, solidni, alveolarni, tubulolobularni, histiocytoidni,
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z prstencitych bunék, pleomorfni

intraduktalni, intracysticky, adenom (floridni papilomatéza,
Syringomatozni), Pagettiv karcinom (areolarni)

papilarni (mamilarni)

Invazivni lobularni karcinom reprezentuje asi 10 % vsech karcinomu prsu. Mnohdy se
projevuje jako nehmatna 1éze, a tudiz je diagnostikovan pozd¢. Peroperacné je tézké urcit
makroskopicky zdravé okraje tkané. Teorie CcastéjSiho bilateralniho (cca ve 30 %),
multifokalniho nebo multicentrického vyskytu potvrzena nebyla (Skalova a spol., 2012),
zachyt v zevnim hornim prsnim kvadrantu se ale jevi jako Cetnéjsi (Klener a Abrahamova,
2002). Vyznacuje se nizkou prolifera¢ni aktivitou. Ve srovnani s invazivnim duktalnim
karcinomem je uzlinové metastatické postizeni méné frekventni, Castéji metastazuje na
ser6zni membrany, meningy, do délohy a vaje¢nikt, GIT, retroperitonea, kosti, vzacnéji do

plic.

Biologické chovani

Karcinom prsu se muize §ifit lokalné pfimou invazi, cestou lymfatickou i hematogenni.
Nékteré z metastaz (vCetné mikrometastaz) jsou synchronni, jiz v ¢ase stanoveni diagnozy,
jiné se prubéhem metastatickych kaskad stavaji klinicky manifestnimi az metachronné, za
mésice az desitky let od inicidlni terapie. Je potieba mit na paméti, ze karcinom metastazuje
jednak mistn€, ale i vzdalené. Mistni invaze se muze projevovat V parenchymu samotni
mlécné zlazy, v bradavce, kizi, fascii, pektoralnich svalech, nebo dalSich strukturach hrudni
stény. Dulezitost presné patologické evaluace lokalniho prorustani (zejména vzdalenost od
resekénich okraji) je ¢im dal vice vyzdvihovana kvili neustile se zvySujicimu poctu
konzervativnich chirurgickych vykona na prsu (Driul a spol., 2013). Lymfatické metastazy
nejcastéji postihuji regiondlni lymfatické uzliny, ptedevs§im axilarni, nebo vnitini mamérni u
tumorti z vnitfnich kvadrantd. PostiZeni supra- a infraklavikuldrnich uzlin je jiZ hodnoceno
jako metastazy vzdalené. Az u 50-70 % nemocnych s negativnim palpacnim nalezem v axile
1ze histologicky verifikovat uzlinové metastazy. Hematogenni Sifeni do kosti, plic, pleury,
jater, vajecnikt, kiize a mozku muze nastat dokonce uz i u tumoru subklinického. To vSe jsou
duvody, pro¢ se na karcinom prsu musi pohliZet jako na systémové onemocnéni od samého
pocatku a pro€ je indikace Siroké systémové terapie zcela na misté (Klener a Abrahamova,
2002).

Nové molekularné-genetické studie umoznily v posledni dobé precizovat klasifikaci
invazivniho karcinomu prsu na zakladé genovych expresnich profila (Warnat a spol., 2005).
Pomoci technologie komplementarnich DNA ¢ipt (cDNA microarray) a souborové

komparativni genomové hybridizace (aCGH) byly identifikovany 4 zakladni podskupiny
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invazivniho karcinomu prsu: epitelialni estrogen/progesteron pozitivni typ S luminalni
diferenciaci A (ER/PR+, HER-2/neu—) tvofici nejvétsi skupinu, s lumindlni diferenciaci B
(ER/PR+, HER-2/neu+), coz je relativné mald podskupina, tumory HER-2/neu pozitivni
(ER/PR—, HER-2/neu+) a vzacné, avSak velmi agresivni bazaloidni/myoepitelialni tumory,
které jsou tzv. triple negativni (ER/PR—, HER-2/neu—). Stanoveni daného genového
expresniho profilu tumoru predurcuje jeho biologické chovani a posléze moznosti terapie
(Minaf a spol., 2012), ma tedy vyznamny prognosticky a prediktivni efekt.

V soucasné dobé se pozornost obraci K triple negativnimu karcinomu, protoze jde o
karcinom s velmi agresivnim klinickym priub&éhem, nereagujici na hormonalni terapii. Fenotyp
bazaloidniho karcinomu se vyskytuje az u 10-15 % vsech karcinomt prsu (Dawood, 2010),
ale u celkové mortality na metastaticky karcinom prsu piedstavuje procento nepomérné vetsi.
Castéji se objevuje u pacientek s mutaci v genu BRCA1. Histomorfologicky se jedna o high
grade karcinom s Cetnymi mit6zami, lozisky geografickych nekréz a vysokou proliferacni
aktivitou. Nadorova struktura je pifevazné solidni, se vzhledem, ktery se dfive popisoval jako
»atypicky medularni karcinom prsu“. V nékterych tumorech je napadnym znakem stroma

bohaté na lymfocyty (Skalova a spol., 2012).

Grading

Grading urc¢uje stupen diferenciace, tj. miru mikroskopické podobnosti nadorové tkané
s normalni prsni tkani. Tumor tak klasifikuje jako dobie diferencovany (grade 1, low grade),
stfedné diferencovany (grade 2, intermediate/moderate grade) a $patné diferencovany (grade
3, high grade). Histologicky stupen pouzit ve spojeni se stadiem nemoci mutize zlepsit predikci
vysledku. Jeho dulezitost tedy tkvi v prokazané statistické korelaci mezi stupném (gradem) a
prognozou, vlastnim ptezitim nemocné (Henson a spol., 1997). Grade invazivniho karcinomu
prsu se uréuje podle tzv. nottinghamské (Elston-Ellisovy) klasifikace (Elston a Ellis, 1991),
ktera je modifikaci Scarff-Bloom-Richardsonovho gradingového systému (Bloom a
Richardson, 1957). Celkovy stupen je souctem boda tii kritérii: podil tubularnich/acinarnich

struktur, jaderna pleomorfie a pocet mit6z (Argani a Cimino-Mathews, 2012).

3.1.4 Klinické piiznaky karcinomu prsu

Karcinom prsu se v poc¢ate¢nich stadiich rdstu chova asymptomaticky. Inicialni formy
onemocnéni se u prevazné vétSiny zen manifestuji jako hmatna rezistence (bulka) v prsu,
vetsinou nebolestiva. Mastodynie mize byt pfitomna u inflamatorniho karcinomu, ¢astéji ale

provazi afekce benigni. Zména konfigurace ¢i velikosti prsu, lymfadenopatie axily, popf.
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zvyraznéni Zilni pletené prsu mohou na piitomnost tumoru nékdy téz upozornit. Vzacnéji jsou
pfitomny morfologické zmény na bradavce — deskvamace, eroze, retrakce kuze
(,,dalkovaténi®). Inverze nebo oplosténi bradavky stejné jako sangvinolentni sekrece
z bradavky patii vétSinou mezi znaky pokrocilého tumoru. V ostatnich piipadech je diagnoza
postavena na zakladé mamografického vysetfeni asymptomatické Zeny a jako maligni nalez v
pribéhu dlouhodobé péce o rizikové zeny ve specializovanych mamarnich poradnach.
Celkové priznaky se objevuji teprve u pokrocilého metastazujiciho onemocnéni.
Metastazy se projevi specifickou symptomatologii nejcastéji postizenych orgéanu: plic, jater,
skeletu a mozku. Kromé obecné paraneoplastické symptomatiky — chronicka skeletalni bolest,
kachektizace, anorexie, febrilie, poruchy spanku, deprese — mize byt karcinom prsu provazen
i dalsimi, vice specifickymi projevy (parancoplastickd dermatomyozitida, rizné
neuromuskularni syndromy — nej¢astéji opsoklonus-myoklonus-ataxie a stiff-person syndrom,
acanthosis nigricans maligna, paraneoplasticky hyperkalcemicky syndrom u osteolytického

postiZzeni atp.) (Klener a Abrahamova, 2002).

3.1.5 Diagnostické postupy a staging karcinomu prsu

Diagnostika

Algoritmus diagnostiky karcinomu prsu se opird o klinické vySetieni, které je zcela
obligatni a jeho soucasti je i pe¢livé odebrana rodinna, osobni a gynekologicka anamnéza. Pti
fyzikalnim vySetfeni je nutno klast diraz na popis vlastniho nalezu. Asymetrie prsou,
nesouhyb s dechovou exkurzi, charakter kozniho krytu nad tumorem, zmény barvy, palpaéni
bolestivost, stav bradavek s pfipadnou patologickou sekreci jiz pohledem mohou na diagnozu
navést. Palpacné pak zjistujeme velikost tumoru, jeho umisténi dle kvadrantd prsu, dale
posuzujeme vztah, ohraniceni rezistence vici okoli, jeji palpac¢ni konzistenci a pohyblivost.
Soucasn¢ vySetfujeme a hodnotime nalez v obou axilach, supra- a infraklavikularnich
prostorech. Statisticky nej¢etné&j$im vyskytem tumoru je horni zevni kvadrant — 47 %, dale
oblast bradavky — 22 %, horni vnitini kvadrant — 14 %, dolni zevni kvadrant — 7 % a kone¢né
dolni vnitini kvadrant — 2 % (Klener a Abrahamova, 2002).

Zobrazovaci metody se Vv senologii staly nepostradatelnou soucasti diagnostického
postupu. Dominantni postaveni ma mamografie (MMG), ktera ma celkovou senzitivitu 87-90
% a specificitu kolem 97 % (Banks a spol., 2004). Rozlisujeme mamografii diagnostickou a
screeningovou. Pozitivnimi skiagrafické nalezy byvaji patrné mikrokalcifikace ¢i solidni
lozisko s cipatymi okraji. Dnes se za vySetiovaci standard povazuje celoplo$na digitalni

MMG, v interpretaci nalezii Casto s pouzitim automatického systému detekce (computed-
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aided detection) (Singh a spol., 2008). Ptiblizn¢ 10—15 % hmatnych tumort prsu ale nema pti
mamografii presvéd¢ivy korelat. Ultrasonografie (USG) je vySetieni zpravidla dopliikkové k
mamografii, ma vysokou senzitivitu (96 %), ale omezenou specificitu (Lehman a spol., 2012).
Ma piednost u zen mladSich 40 let, u zen gravidnich a kojicich, u nalezti mamograficky
nerozhodnych, k vysetieni spadovych uzlin a pooperacnimu sledovani jizvy. Pro neschopnost
detekce mikrokalcifikaci neni vhodna pro screening. Casto se vyuziva u navigace bioptickych
vysetfeni (FNAB, core biopsie). K dalsim stereotakticky navigovanym metodam patii vakuem
asistovana mamotomie a hlavné mamograficka stereotaxe, ktera je vhodna k lokalizaci,
biopsii nehmatnych a USG neverifikovanych lozisek S moznosti jejich perkutanniho
predoperac¢niho nebo neoadjuvantniho znaceni. Duktografie (galaktografie) ma své misto pii
verifikaci intraduktalnich 1ézi (papilom, DCIS) a je indikovana u jednostranné masivni
serozni ¢i sangvinolentni sekreci z prsu. MR prsu (MR mamografie) je metoda vyhrazena pro
upiesnéni nejednoznaénych nalezl, punk¢nich nalezt lobularniho karcinomu ¢i karcinomu v
denznim prsu k vylouc¢eni multifokality ¢i bilaterality, u pacientek po vykonu k odliSeni jizvy
a recidivy karcinomu, dale pak k hledani primarniho karcinomu pfi axilarnim uzlinovém
postizeni a jako screeningova metoda u Zen s vysokym rizikem (spolu s USG a pozdéji i s
MMG). Benigni prsni zmény muizou ale vést k fale$né pozitivnim vysledkim (Van Goethem
a spol., 2004). Indikace CT ma uplatnéni zejména v posouzeni zmén v okoli maligniho
tumoru. Mezi fakultativni vy3etfeni patti PET a *™Tc sestamibi scintigrafie, které jsou
schopné rozli§it Utvary nenddorové etiologie a jsou vhodné k diagnostice metastiz ve
vnitinich mamdérnich uzlinach. U metastatického postizeni a taktéz v rdmci dispenzarizace je
nezbytnou samoziejmosti pouziti zakladnich vySetfovacich metod radiologie — RTG plic,
USG biicha a scintigrafie skeletu (Klener a Abrahamova, 2002).

Zékladni panel biochemického vySetfeni (jaterni testy, urea, kreatinin, elektrolyty) sice
nema diagnostickou vypovidajici hodnotu, ale jeho dynamika miiZze vypovidat o aktivité¢ a
privodnich komplikacich zakladniho onemocnéni. VySetieni hladin tumorovych markeri je
mnohem vyznamnéjii, i kdyz jejich specificita je pomémé nizka. Uéelem jejich stanoveni je
hlavné¢ monitorace pribéhu onemocnéni, tzn. sledovani remise a Sance na Casny zachyt
humoralni tumorové markery, konkrétné s tumorem asociované antigeny diferencia¢ni: CA
15-3, CEA a prolifera¢ni: TPA/TPS, MCA (Nezbeda, 2012). Stanoveni hormonalnich
receptortt z cytosolu nebo imunohistochemicky z tkanovych fezii se priklada mimotadny
vyznam. Vysetfeni ER/PR ma prediktivni vyznam citlivosti tumoru na zvaZovanou

hormonoterapii. Zna¢ny prediktivni a prognosticky vyznam ma i stanoveni onkoproteinu
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HER-2/neu, jehoz elevace doklada zvySenou proliferacni aktivitu. Z dalSich celularnich
tumorovych markert se jako vedlejsi sleduje katepsin D.

Pro odhad tolerance protinddorové terapie je dulezité hematologické vysetfeni.
Vysetfeni kostni dien¢ (nejlépe ze sterndlni punkce ¢i trepanobiopsie) dava presnéjsi
pfedstavu o hematopoéze nez pouhé vySetieni krevniho obrazu. Na odhaleni piitomnosti
nadorovych bunck, tj. minimdlni rezidudlni choroby, specifickymi monoklonalnimi
protilatkami se pouzivaji metody imunohistochemické (biomarkery: cytokeratin, EMA, TAG-
72 a mamaglobin A) a PCR (alelové specificka, spojena s reverzni transkripci) (Klener a
Abrahamova, 2002).

Vyznam molekularné biologickych vysetieni, ptedevsim urc¢eni mutace BRCAl a 2 a
stanoveni receptortt pro HER-2/neu, je v textu jiz zminén. Pouze doplinkovy vyznam ma pak
vySetfeni nebo ur€eni jinych biomarkeri — receptori rodiny EGF, proteinu p53 a
angiogeneznich faktort VEGF, FGF.

Pro stanoveni diagnézy maji rozhodujici vyznam invazivni vySetfovaci postupy —
biopticka vysetfeni. Pro cytologické rozliseni cystického a solidniho tumoru se pouziva
punkce tenkou jehlou (FNAB). Histologické a receptorové vysetfeni je mozné pouze
Z dostate¢ného odbéru samoteznou (Bardovou, Tru-Cut) jehlou pii tzv. core biopsii (CNB)
Vv lokélni nebo celkové anestezii. Oteviena chirurgickd biopsie po predchozim oznaceni
tumoru pod USG nebo mamografem je indikovana v piipad¢ nehmatnych 1ézi. Rozsah
opera¢niho vykonu casto vychazi z vysledkli peroperacni biopsie — rychlého histologického
operacni biopsie pii radikalni exstirpaci celého tumoru (Klener a Abrahamova, 2002).

Uzitecnost vySetfeni suspenze nadorovych bunék priatokovou cytometrii spociva
V moznosti stanoveni velikosti rastové frakce a ploidie. Tumory s vysokou prolifera¢ni
aktivitou, tj. agresivn&j$im chovanim, jsou charakteristické aneuploiditou a vysokym podilem
bunék ve fazi S. Hodnoceni proliferac¢ni aktivity by se mélo provadet jako rutinni soucast
vySetieni kazdého karcinomu prsu. Imunohistochemicka detekce antigenu Ki-67 (pfip.
PCNA, E-cadherinu) za pouziti protilatky MIB-1, je povazovana za metodu spolehlivou a
optimalni k urceni prolifera¢niho indexu (% MIB-1+ bung¢k), ktery dobie koreluje s gradem

karcinomu a s prognézou vlastniho onemocnéni (Skalova a spol., 2012).

Komplexni diagnostika karcinomu prsu se soustfed’uje hlavné do akreditovanych
screeningovych center, ktera disponuji vSemi hlavnimi vySetfovacimi metodami, velkou
erudici odborného personalu, kvalitnim technickym vybavenim s moznosti pravidelnych

kontrol. Primarné je zajistovana radiologem — mamodiagnostikem, ale uzka tymova
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spoluprace s gynekologem, chirurgem, onkologem, radioterapeutem, patologem aj. je

nezbytné nutna.

Staging

Staging karcinomu prsu se urcuje podle TNM Klasifikace zalozené na popisu
anatomického rozsahu onemocnéni. Klinicka klasifikace (CTNM) primarniho tumoru (T),
postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (N) a pfitomnost vzdalenych metastaz (M) jsou
znazornény v Tabulce 4. Patologicka klasifikace (P TNM) vyzaduje resekci a histologické
vySetfeni alesponi dolnich axilarnich lymfatickych uzlin (I. etdz). Takovd resekce ma
standardné zahrnovat 6 a vice lymfatickych uzlin. Za klinicky zfejmou se povazuje uzlina, u
které je suspekce metastatického postizeni zjisténa klinickym vySetfenim nebo zobrazovacimi

vySetfovacimi metodami (Sobin a spol., 2002).

Tabulka 4. Klinicka TNM Klasifikace karcinomu prsu

T — primarni tumor

primarni tumor nelze hodnotit

bez znamek primarniho tumoru

karcinom in situ (DCIS nebo LCIS)

tumor < 2 cm v nejvetsim rozméru
mikroinvaze < 0,1 cm v nejvét§im rozméru
tumor velky 0,1-0,5 cm v nejvétsim rozméru
tumor velky 0,5-1 cm v nejvétsim rozméru
tumor velky 1-2 cm v nejvétsim rozméru
tumor velky 2—-5 cm v nejvétsim rozméru

tumor > 5 cm v nejveétsim rozméru

tumor jakékoliv velikosti s pfimym §ifenim do stény hrudni
(zebra, mm. intercostales, m. serratus anterior, ne v§ak mm.
pectorales) nebo pouze do kuze

tumor se $ifenim na sténu hrudni

edém (vcetné€ peau d'orange) nebo ulcerace kiize prsu nebo
satelitni kozni uzly omezené na tyz prs

kritéria 4a a 4b dohromady

inflamatorni karcinom

N — regionalni lymfatické uzliny
NX regionalni uzliny nelze hodnotit (napft. diive odstranéné)

NO v regionalnich uzlinach nejsou metastazy
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metastazy v pohyblivé stejnostranné axilarni uzliné/uzlinach

metastazy ve fixované stejnostranné axilarni uzliné/uzlinach,
nebo klinicky ziejma stejnostranna vnitini mamarni
uzlina/uzliny, bez klinicky evidentnich metastaz v axilarnich
uzlinach

metastazy v axilarnich uzlinach/uzling, fixovanych
navzajem nebo k jinym strukturdm

metastazy pouze v klinicky zfejmych vnitinich mamarnich
uzlinach/uzling, bez klinicky evidentnich metastaz v
axilarnich uzlinach

metastazy ve stejnostrannych uzlinadch podél a. mammaria
interna

metastazy v infraklavikularni uzliné/uzlinach

metastdzy ve vnitinich mamarnich a axilarnich uzlinach

metastazy v supraklavikularni uzlin¢/uzlinach

M — vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit

MO nejsou vzdalené metastazy

vzdalené metastazy pritomny (plicni, kostni dfené, kostni,
M1 pleuralni, jaterni, peritonealni, mozkové, nadledvinkové,
uzlinové, kozni a jiné)

Zdroj: Sobin a spol., 2002

Vedle morfologické diagndzy ma urceni klinického stadia kli¢ovy vyznam pro volbu
terapeutické¢ modality. Spolu s primérnym pétiletym a desetiletym piezitim jsou jednotliva

klinicka stadia rozdélena v Tabulce 5.

Tabulka 5. Klinicka stadia karcinomu prsu (véetné priimérného preziti)
10leté preziti

Sleté preziti
[%0] [%0]

Tis NO MO 100 98

T1NO MO 80 65

TO N1 MO

T1N1MO 60 45
T2 NO MO

T2 N1 MO

T3 NO MO

TO N2 MO

T1N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 jakékoliv N MO
jakékoliv T N3 MO

50 48

35 20
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jakékoliv T jakékoliv N M1 10 5

Zdroj: Klener a Abrahamova, 2002

Stadium 0 tak piedstavuje karcinom in situ, stadium | a IIA spole¢né reprezentuji
Casné stadium karcinomu prsu, stadia IIB az IIIB spadaji jiz do lokalné pokrocilého stadia —
bez vzdaleného rozsevu a konecné pokrocilé stadium karcinomu prsu — s prokazanymi

vzdalenymi metastazami — U klinického stadia IV.
3.1.6 Prognostické a prediktivni faktory karcinomu prsu

Pti rozhodovacim procesu vhodnosti terapie hraji vliv jak prediktivni, tak prognostické
faktory. Prognostické faktory jsou odrazem biologickych vlastnosti tumoru a piedpovidaji
pribéh onemocnéni bez terapeutické intervence; nevypovidaji o tom, jak 1écit, ale koho 1é¢it
na zakladé¢ stupné rizika progrese onemocnéni v ¢ase. Soucasné tak stanovuji pravdépodobné
vyhlidky nemocné na dobu a kvalitu preziti (prognosticky odhad). Prediktivni faktory,
vétsinou biomarkery, jsou naproti tomu v piimé spojitosti S terapeutickym efektem a
napovidaji, jaky druh adjuvantni terapie zvolit (prediktivni odhad). Vzhledem k tomu, ze se
vyznam prognostickych a prediktivnich faktord v praxi vétSinou vzajemné piekryva, budou
zde zminény spolecné. Studované prognostické faktory zahrnuji nékolik desitek
molekularnich cildi, z nichz nékteré jsou perspektivnimi kandidaty pro budouci klinické
vyuziti. V souvislosti s prognézou karcinomu prsu je V literatufe uvadéno vice nez 750
faktort (Klener a Abrahamova, 2002). Zakladni prognostické a prediktivni faktory vyuzivané
pfi terapeutickych rozhodnutich jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Zdkladni prognostické a prediktivni faktory u pacientek s karcinomem prsu

Adjuvantni terapie Neoadjuvantni a paliativni terapie

vek
ptitomnost hormonalnich receptort (ER, PR) v tumoru
exprese/amplifikace HER-2/neu v tumoru
klinické stadium vykonnostni stav nemocné
postiZzeni axilarnich uzlin rozsah onemocnéni
velikost primarniho tumoru
typing rychlost progrese onemocnéni

grading
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U casného klinického stadia karcinomu prsu se pied zahajenim adjuvantni terapie
zvazuje nékolik zakladnich prognostickych faktort — velikost primarniho tumoru, rozsah
postizeni spadovych lymfatickych uzlin, grading, histologicky typing tumoru a hormonaln¢-
proteinovy expresni profil tumoru, tj. Stupen exprese hormonalnich receptori a
exprese/amplifikace onkogenu HER-2/neu. HER-2/neu pozitivita ve spojeni s horSimi
vysledky adjuvantni chemoterapie (zvlasté rezimt bez nebo s nizkymi davkami antracyklint)
je nékterymi autory povazovana za slaby prognosticky faktor (Hayes a Thor, 2002).
Doplnujicimi faktory jsou prolifera¢ni index (exprese Ki-67), stupen perivaskularni a
lymfatické invaze. Nemolekularni predikce, zaloZzena pouze na klasickych patologicko-
anatomickych faktorech, ma pro volbu chemoterapie sva uskali. Jednim z nich je riziko
overtreatmentu. Cilené rozliSeni mezi nemocnymi s nizkym (stfednim) a vysokym rizikem
rozvoje vzdalenych metastaz a lepsi identifikace zen, u kterych lze ocekavat benefit
adjuvance, pfinasi vySetieni genového profilu. Genomické testovani tedy zlepSuje stratifikaci
pacientek (Petruzelka, 2014). V soucasné dob¢ je mozné pro stanoveni miry rizika rekurence
Casnych stadii vyuzit nékolika genomovych analyz, napt. MammaPrint 70, PAMS50,
EndoPredict, Oncotype DX a dalsi. Doposud nejvétsi klinickou evidenci a analytickou
validaci ma test Oncotype DX Breast Cancer Assay (Schneider a spol., 2014). V poslednich
letech se ukazuje, ze posouzeni imunitni reakce na nadorovy proces (tzv. Imunoscore —
pomoci kvantifikace cytotoxickych a pamétovych T-lymfocyti v jadie tumoru a jeho
okrajich) miize mit prognosticky vétsi vypovédni hodnotu neZz rutinné zavedena TNM
klasifikace (Galon a spol., 2014). K posuzovani prognostickych faktorti byly navrzeny rizné
systémy. Velmi napomocnym a u DCIS pouzivanym je aktualizovany Van Nuys (University
of Southern California) prognosticky index, ktery je povazovan za statisticky signifikantni
determinant lokdlni rekurence a slouzi jako hodnotné voditko pti ur€ovani mozného profitu
nemocné z adjuvantni radioterapie (Gilleard a spol., 2008).

Klinickéd predikce preziti pacientek s pokroc¢ilym stadiem karcinomu prsu se kromé
jejich veéku, resp. ovarialni funkce, a jiz zminéného hormonalné-proteinového expresniho
profilu tumoru rovnéz odviji od dalsich prognostickych faktort, které bezprosttedné vyplivaji
z aktualniho rozsahu onemocnéni. Patii k nim hlavné performance status pacientek a
symptomy asociované s paraneoplastickym anorekticko-kachektizacnim  syndromem.
Vypovédni hodnota nékterych nespecifickych symptomt (duSnost, delirantni stavy) a
obecnych faktori biologické povahy (leukocytdza, lymfocytopenie a elevace CRP) je nizsi
(Maltoni a spol., 2005).
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Dalsi podrobna interpretace vyznamu a vahy jednotlivych prognostickych a

prediktivnich faktort je nad ramec této prace.

3.1.7 Terapie karcinomu prsu

Karcinom prsu je klinicky nesmirné heterogenni onemocnéni — tumory nemocnych ve
stejném klinickém stadiu a identickou morfologii mohou mit odlisné biologické chovani,
pricemz klinicka heterogenita je zpusobena genetickou variabilitou jak nemocnych, tak
tumoru. Proto se hledaji nastroje, které by umoznily vétsi individualizaci terapie, tedy
identifikaci pacientll, u nichz bude vybrana terapie pfinaset benefit a soufasné¢ minimum
nezadoucich ucinkli. Namisto konceptu stejné terapie pro vSechny pacienty se stejnou
diagnézou a klinickym stadiem se dnes uplatiuje koncept spravné terapie pro spravného
pacienta, tzn. ,,na miru $ité* onkoterapie.

V terapii karcinomu prsu se v dne$ni dobé vyuziva vSech dostupnych terapeutickych
modalit. Jejich vhodny vybér, kombinace a naplanovani u jednotlivych typt karcinomu prsu
S ptihlédnutim k prognostickym faktorim a stadiu pokrocilosti onemocnéni ptedpoklada
hlubokou teoretickou znalost a multidisciplinarni tymovou spolupraci (Schlag a spol., 2005).
Algoritmy raciondlni terapie se v klinické praxi odviji pfedevSim od klinického stadia,
nicméné, je nutné si uvédomit, Ze vSeobecné platny navod aplikovatelny za vSech okolnosti
mozné podat neni. Adjuvantni terapie (radioterapie, chemoterapie, hormonoterapie) probiha
vétsinou ambulantné, hospitalizace je nutna pouze v ptipadé komplikaci terapie nebo pii velké
vzdalenosti bydlisté pacientky od onkologického centra. V terapii vSech malignit je velmi
dulezitd komplexni 1ééba a karcinom prsu nejsou vyjimkou. Velky pokrok v terapii
karcinomu prsu je vysledkem kombinace chirurgické a komplexni onkologické terapie.
Multimodalni 1écbu u karcinomu prsu V soucasnosti vyuzivd témét 74 % nemocnych

(Herokova a Gatek, 2012).

Chirurgicka terapie

Operac¢ni eradikace tumoru prsu patii mezi nejstarSi terapeutické pfistupy a dlouho
znamenala jen jedinou terapeutickou moznost. Milnikem terapie karcinomu prsu je rok 1882,
kdy William Stewart Halsted jako prvy popsal tzv. ,kompletni“ operaci — radikalni
mastektomii. Kromé vlastni resekce mlééné zlazy vykon doplnil o resekci obou mm.
pectorales, exentraci vSech tfi etazi regionalnich lymfatickych uzlin axily en bloc, resekci
torakodorzalniho nervové-cévniho svazku a n. thoracicus longus. Tento typ operace se

povazoval za standard skoro 100 let (Ghossain a Ghossain, 2009). Halstedtova amputace
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vychézela z principu lokalni chirurgické radikality, nevnimala diagnézu karcinomu prsu jako
onemocnéni systémové, ¢emuz odpovidaly i dlouhodobé vysledky. Funkéné i esteticky
zna¢né mutilujici Halstedtovou radikalni mastektomii postupné S vyznamem dalSich
terapeutickych metod (chemoterapie, radioterapie) nahradily postupy chirurgicky méné
radikalni. Z ablativnich vykonu nyni pievazuje modifikovana radikalni mastektomie (dle
Maddena, dle Pateyho — se zachovanim mm. pectorales), z druhé samostatné incize doplnéna
0 axilarni disekcl, ktera je jeji nedilnou soucasti. Standardnim pozadavkem exenterace je 10—
12 uzlin, z toho minimalné 6 z I. fadu (nad m. pectoralis minor). Ziskani informace o stavu
axilarniho lymfatického systému, resp. predikce eventualniho metastatického postizeni uzlin,
je vykonem pifedné stagingovym S prognostickym vyznamem. Neéktefi autofi nedoporucuji
exenteraci axily provadét bez biopsie sentinelové lymfatické uzliny (SLN) v prvnim kroku
(Veronesi a spol., 2010). Metoda detekce SLN je dnes u karcinomu prsu povazovana za
standardni postup. Spolehlivost pti kombinaci lymfoscintigrafie a znaceni metylénovou modii
se pohybuje v rozpéti 98-100 %, rizikem je ale mozna existence tzv. skipping metastaz ve
vyssich oddilech axily (Engelova, 2005). Vyznam biopsie parasterndlnich uzlin ma zatim
pouze experimentalni charakter (Strnad, 2010). Modifikovand radikalni mastektomie je
indikovana pro tumory rozsahu T2, tumory rozsahu T1 v piipadé kontraindikace
konzervativniho vykonu, u pacientek si tento vykon vyslovné vyzadujicich, pii recidivé
tumoru po prs Setficim vykonu a u muzd. Diky maximaln¢ mozné redukci (az 95 %)
parenchymu Zlazového télesa je nespornou vyhodou tohoto pfistupu snadnost nasledni
lokoregionalni kontroly choroby, ktera s sebou piinasi maly vyskyt takto zjisténych recidiv
(do 3 %) (Engelova, 2005).

Od subkutanni mastektomie bylo pro riziko ponechéani rezidui casti prsni tkdné a
retroareolarnich duktli zcela upusténo. To samé, i kdyZ o néco mensi riziko, pfinasi i kuzi
Setfici mastektomie, kdy se tkan zlazy odstrafiuje en bloc sareomamarnim komplexem
z areolarni incize. Areomamarni komplex se posléze nahrazuje koznim ostrivkem na
transponovaném muskularnim laloku, coz je €asové a technicky naro¢né a vyzaduje uzkou
praktickou spolupréci s plastickym chirurgem. Spravné provedena kizi Setfici mastektomie se
radikalitou a minimalnim reziduem mlé¢né Zlazy mizZe vyrovnat radikdlni mastektomii a
provadi se jako profylakticka operace pro LCIS, DCIS a u nositelek mutace BRCA genii
bilateralné. Stejna indikacni kritéria ma i totdlni mastektomie (Abrahdmova, 2002).

Tzv. zachovné (prs Setfici) vykony jsou vyvrcholenim snahy o co nejlepsi funkéni
pooperacni vysledky a co nejmensi nartst psychosocialni morbidity nemocnych, samoziejmeé
pfi maximalnim mozném terapeutickém efektu (Luini a spol., 2007; Monteiro-Grillo a spol.,
2005). Kvadrantektomie (dle Veronesiho, segmentalni mastektomie), kdy se spolu s tumorem
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odstranuje i kuze, okolni prsni parenchym s minimalnim lemem 2 c¢m a dopliuje se vykonem
na lymfatickém systému axily, je vhodnd u T1-2 tumort o velikosti do 3 cm. Pro T1 tumory
je metodou volby i lumpektomie (tumorektomie), coz je pouhd Sirokd excize tumoru
snejméné¢ centimetrovym bezpecnostnim lemem. Po parcidlnich vykonech na prsu je
standardné indikovana adjuvantni radiace zbylého prsniho parenchymu s cilem 50 % snizeni
(jinak az 30 %) rizika vzniku lokoregionalni recidivy (Engelova, 2005).

Rekonstrukéni vykony po mastektomii jsou neoddélitelnou soucésti komplexni péce o
nemocné s karcinomem prsu. Zlep$uji QoL nemocnych a pfedstavuji rozsahlé spektrum
operac¢nich vykont, vlastni provedeni je v plné dikci plastického chirurga (Herokova a Gaték,
2012). Posuny lalokt z autolognich tkani, implantace lalokd na volné stopce nebo jesté
CastéjSi implantace syntetickych materiali jsou jen nékteré z moznosti prsni remodelace.
Plastické rekonstrukéni vykony jsou po amputacich indikovany vétSinou az v druhé dobg, tj.
po ukonCeni adjuvantni terapie (cca 2-5 let) v terénu spolehlivé remise. Nacasovani dale
zalezi 1 na trofickém stavu tkani hrudni stény, nebot’ v této lokalizaci pfedchazel primérni
onkochirurgicky vykon a vétSinou i radiace (Abrahamova, 2002). Otazka vhodnosti
bezprostifedni rekonstrukce prsu po kizi Setfici mastektomii u pokrocilych stadii karcinomu
zustavala dlouho kontroverzni. Podle soudobych prospektivnich kohortovych studii je ale
metodou efektivni a onkologicky bezpe¢nou — lokoregionalni rekurence onemocnéni a
incidence vzdalenych metastdz vychazi v porovnani s vykony bez rekonstrukce srovnatelné
(Foster a spol., 2002; Heneghan a spol., 2011).

U lokaln€ pokroc¢ilého karcinomu — pifi nedostatecnosti nebo kontraindikaci
neoadjuvantni terapie, u rozsédhlych lokalnich recidiv po ablacich, v mnohdy ozafeném terénu,
se uplatnuje sana¢ni mastektomie. Patfi mezi vykony paliativni, vlastni prognézu onemocnéni
sice neovlivni, ale odstranénim krvacejicich, secernujicich, pachnoucich a infikovanych
tumoroznich mas az do okrajli zdravé tkané s bezpecnym uzavérem vzniklého defektu
ptispiva k zlepseni QoL nejen pacientky, ale také jejiho bezprostiedniho okoli (Engelova,
2005).

Casovani chirurgického vykonu se velmi obecnd #idi nasledujicim standardnim
protokolem. U ¢asnych karcinomd prsu (Tis, T1-2) je primarni terapeutickou modalitou
chirurgicky vykon, po némz zpravidla nasleduje adjuvantni onkoterapie. U karcinomi
pokrocilych (T3—4) a u erysipeloidniho karcinomu vykonu zpravidla pifedchazi neoadjuvantni
onkoterapie a chirurgicky vykon je indikovan az ve druhé dobé — rozsah a radikalita tohoto
vykonu jsou pak zavislé od miry uspesnosti piedchozi neoadjuvance. Tento obecny protokol
neni fixni, existuje fada vyjimek, vyplyvajicich napt. z individudlniho posouzeni tumoru,

stavu celé prsni zldzy a axildrnich uzlin a, samoziejmé, z pfihlédnuti na osobni i rodinné
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rizikové faktory pacientky. To je duvod, pro¢ je dnes stanoveni optimalniho komplexniho
terapeutického postupu zalezitosti do urcité miry individudlni a je zadouci, aby plynulo

z rozhodnuti kvalifikované multidisciplinarni onkokomise (Engelova, 2005).

Radioterapie

Karcinom prsu nepatii k vyrazné radiosenzitivnim tumortum. Radiorezistence je
vétsinou ziskana a predstavuje tak velkou limitaci radiacni terapie (Li a spol., 2012). Dalsi
limitaci je negativni lokoregionalni ucinek zareni.

S kurativnim zdmeérem je radioterapie indikovana pouze u tumori dobfe ohrani¢enych
ve form¢ adjuvantni teleradioterapie. Jako zdroje vysokoenergetického zatfeni se pouzivaji
linearni urychlovace (zafeni X) a izotopové ozatovale (zafeni y). V minulosti patiila ke
standardnimu postupu, ale bylo dokazano, Zze neprodluzovala pfeziti (Klener a Abrahamova,
2002). Pro jeji schopnost omezit incidenci lokoregionalnich recidiv se dnes pouZziva zejména
jako doplnujici terapie po konzervativnich opera¢nich vykonech ihned po zhojeni operacni
rany; dale u T3 tumorti a/nebo u nemocnych v III. klinickém stadiu po ukoncené adjuvantni
chemoterapii. Indikace adjuvantni chemoterapie po mastektomii se fidi rizikem vzniku lokalni
recidivy. Axila se ozafuje pouze pii netplném odstranéni uzlin I. a II. etdze, po provedené
disekci axily se 0zaruji pouze uzliny III. etaze. Celkova davka predstavuje 50-65 Gy, klasicka
frakcionace je navrzena na 5 frakci tydné po 2 Gy po celkovou dobu 5-7 tydnt. Pocet frakei
zavisi od davky — je mensi pii vyssi davce anebo naopak véEtsi pii nizsi davee. Ur€eni objemi
zafeni je zavislé na rozsahu tumoru, ktery je nutno verifikovat pomoci zobrazovacich metod
(CT, MR, PET/CT). Vlastni zevni radioterapie vyuziva 3D konformaci, ktera umoziuje
minimalni poskozeni okolni tkdné (Herokova a Gaték, 2012). K dosyceni nadorového lizka u
rizikovych tumortt — K dosazeni tzv. boost efektu — lze vyuzit moznosti brachyradioterapie
formou intersticialni aplikace iridiovych dratkli nebo peroperacni iradiace rychlymi elektrony
(Slampa a spol., 2008). V praxi to znamena navyseni davky o 10-20 Gy.

Jednim z cild neoadjuvantniho ozéfeni je downstaging a pfesun lokalné pokrocilého
tumoru z kategorie inoperabilni do kategorie operabilni (Klener a Abrahamova, 2002). Jako
postup paliativni je kromé toho radioterapie rezervovana pro malignity neodpovidajici na
systémovou onkoterapii a taktéz v terapii lokalnich recidiv a metastdz do skeletu, CNS.
V modulaci kostniho bolestivého syndromu ma paliativni radioterapie nadale nepostradatelné
uplatnéni (Feyer a Steingraeber, 2012; Souchon a spol., 2009).

Nelze opomenout nezadouci reakce po radioterapii. Akutni postradiacni reakce
zaCinaji béhem ozafovaci série a mohou pfetrvavat 1 nékolik tydnli po ukonceni radiace.

Projevuji se erytémem, kozni deskvamaci, piip. exfoliaci az ulceraci, predilek¢né v koznich
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zahybech submamarni ryhy. Vyskyt radiani dermatitidy se udava u 85-95 % pacienti (Salvo
a spol., 2010). Akutng je stale hrozbou i postizeni vzdalenych organt, zejména rozvoj akutni
pneumonitidy, ischemické choroby srdecni, ezofagitidy, ve vétSim odstupu pak riziko
hypotyredzy, postizeni brachialniho plexu a osteoradionekrozy ramenniho kloubu. Na druhé
stran¢, chronické postradiacni reakce se objevuji az po mésicich i letech po ukonceni
radioterapie. Projevuji se hyperpigmentaci, chronickou atrofickou dermatitidou, podkozni
fibrézou, lokalnim edémem a lymfedémem horni koncetiny. Postradiacni morphoea
circumscripta je jevem vzacnym, ale diferencialn¢ diagnosticky dilezitym, protoze muze byt
mylné povazovana za kozni metastazu nebo lokalni recidivu onemocnéni (Alhathlool a spol.,

2012).

Chemoterapie

Vyznam chemoterapie v terapii karcinomu prsu je dan jejim systémovym uUcinkem.
V soucasnosti je pro toto onemocnéni znamo kolem 40 uzivanych cytostatik s prokazanou
G&innosti. Uginnost jednotlivych cytostatik pouzitych v monoterapii se pohybuje mezi 20-65
%, proto se Vv klinické praxi pouzivd prevazné kombinovana chemoterapie. Cytostaticka
monoterapie (pouzivaji se hlavné taxany) je uZiteCnd zejména u starSich Zen s omezenou
medularni rezervou (Abrahamova, 2002).

Adjuvantni chemoterapie se s kurativnim zdmérem podéava u lokalizovanych forem
onemocnéni, u Tis vSak indikovéna neni. Nejcastéji je adjuvance aplikovana po ptfedchozi
radikalni chirurgické terapii, pfipadné radioterapii. Cilem je likvidace tzv. zbytkové nemoci,
tj. zniCeni pifedpokladanych kryptogennich nadorovych mikrolozisek, ve vysledku
prodlouzeni beznadorového intervalu a prodlouZeni celkového pieziti. Da se kombinovat
s terapii hormonalni. Z farmakodynamického hlediska Ize vétSinu cytostatik rozdélit do dvou
skupin: cytostatika uc¢inna v pribéhu celého cyklu a cytostatika G¢inna jen v nékteré fazi
bunééného cyklu. Cytotoxické ucinky rtznych chemoterapeutik maji rizny mechanizmus
ucinku — od zasahovani do nejruznéjSich metabolickych procest az po blokaci enzymatickych
systému. Z antimetabolitd se nejcast&ji vyuzivaji antifolika (napf. metotrexat, raltitrexed),
dale pak analoga pyrimidind (napi. 5-fluorouracil a jeho ,,prodrug™ p. o. forma capecitabin —
Xeloda, Roche), analoga aminokyselin. Své misto v chemoterapii maji i inhibitory
ribonukleotidreduktazy, alkyla¢ni cytostatika (z alkylamina napt. cyklofosfamid, derivaty
nitrosomocoviny), interkalacni cytostatika (antracyklinova antibiotika, aktinomycin).
Inhibitory topoizomerdzy I a Il maji v pouziti u karcinomu prsu jen vyznam omezeny.
Pfirodni alkaloidy izolované z barvinku mensiho (vinkristin, vinblastin, vinorelbin), z tisu

cerveného (docetaxel) a tisu tichomotského (paklitaxel) patéi do skupiny mitotickych jedu.
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Nejcast€jsi rezim adjuvantni chemoterapie je 6 cykla kombinace CMF: cyklofosfamid +
metotrexat + 5-fluorouracil nebo kombinace s antracykliny. Cykly se opakuji kazdé 3 tydny,
trvani celkové terapie je 4—6 mésici (Abrahamova, 2002). Vysokodavkovana chemoterapie
s naslednou autologni transplantaci kostni diené¢ nebo progenitorovych bunék z periferni krve
je vhodna pro pacientky ve vysokém riziku a s chemosenzitivnim tumorem. Souhrn standardt
v klinické onkologii dle EBM (mediciny zalozené na dikazech), informace o standardnich
1écebnych postupech jsou u nas periodicky aktualizovany a s platnosti publikovany v Modré
knize Ceské onkologické spole¢nosti. A¢koliv pfevazuje pozitivni efekt chemoterapie, jeji
cytostatik spoleénym nezadoucim ucinkdm patii leukopenie a trombocytopenie. Frekventni je
I nauzea, emeze, vypadavani vlasti az alopecie; ostatni — mukozitidy, kardiotoxicita,
nefrotoxicita, neurotoxicita, ototoxicita a plicni toxicita — jsou ¢asté méné.

Pro nemocné s pokrocilym, ale technicky operabilnim primarnim tumorem
S pfipadnym postizenim lymfatickych uzlin je ur€ena neoadjuvantni chemoterapie, jejimz
piedoperacnim cilem je downstaging. Pro neoadjuvanci je osvéd¢ena zejména kombinace
FAC: 5-fluorouracil + doxorubicin + cyklofosfamid (Klener a Abrahamova, 2002).

Paliativni chemoterapie je uréena pro diseminovanou formu karcinomu prsu. Nema
kurativni efekt, ale mlze navodit prodlouzeni pfeziti bez znamek progrese a preziti
celkového. Ve snaze 0 zabranéni vzniku rezistence se podavaji dvé rizna cytostatika v tzv.
sekvenénim podani dvou rezimu. Dalsi variantou je intenzifikovana chemoterapie s kratkymi
intervaly mezi jednotlivymi cykly, ktera se zpravidla neobejde bez podpory hemopoetickymi
rustovymi faktory. Bisfosfonaty (napt. klodronat, pamidronat) a monoklonalni protilatky typu
denosumab, tj. farmaka ovliviujici kostni metabolizmus, jsou indikovany pii zjisténi
osteolytickych, osteoplastickych nebo smisenych metastdz do kosti. Regiondlni intraarteridlni
chemoterapie je v soucasné dobé& vyhrazena pro terapii jaternich metastaz. V terapii koznich
metastaz se osvédcila lokalni chemoterapie — v p. o. formé se podava fosfolipidovy ptipravek
miltefosin (Miltex, Baxter), ktery byl puvodné urCen k terapii leishmaniozy (Klener a
Abrahamova, 2002).

Hormonalni terapie

Hormonalni terapie patii mezi nejstarsi zptsoby terapie karcinomu prsu. Odpovida na
ni priblizné jedna tfetina vSech pacientek s metastatickym postizenim (Abrahamova, 2002).
Diagnostikovand exprese hormondlnich receptorti na povrchu nadorovych bun€k umoziiuje
ovlivnéni progrese tumoru. Cilem hormonalni terapie je odstranéni ristového faktoru tumoru

— estrogend. Moznost dosazeni remise zavisi od denzity hormonalnich receptort, Vv
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neselektivnich souborech dosahuje hormonoterapie remise u 30 % pacientek a zastaveni
progrese u 40 % (Herokova a Gat€k, 2012). Vlastni mechanizmy tc¢inku jsou dva. Prvnim je
blokada estrogennich receptorti — antiestrogenni ptisobeni jako blokada riistu bun¢k zavislych
na estrogenni stimulaci; druhym je cytostatické a cytocidni plisobeni piimo na nadorové
buniky nebo prostiednictvim ristovych faktort. Po zahajeni hormonalni terapie mutze ve 3-9
% dojit k objeveni a zvyraznéni paraneoplastickych symptom — K syndromu vzplanuti
nemoci, tzv. flare-up fenoménu. Objektivni odpovéd’ hormonoterapie se dostavuje minimalné
za 6-8 tydnu. Pii dobré ucinnosti se v terapii doporucuje pokracovat az do relapsu, kdy je
nutno nasadit hormonalni ptipravek druhé, event. tieti fady (Abrahdmova, 2002). Hormonalni
terapie ma své misto v neoadjuvanci, adjuvanci i paliaci. Moznosti eliminace ucinki
estrogentl, tj. zpisoby hormonalni terapie jsou konkrétn¢ tyto: ablativni, kompetitivni,
inhibi¢ni a aditivni.

Synonymem ablativni terapie je ovarektomie, kterd je vhodnym feSenim pro nemocné
V premenopauzalnim véku (spodni hranici je veék 35 let) s pozitivnimi ER, kdy u 20-30 %
pacientek dosahuje kompletni remise trvajici az 1 rok, median trvani odpovédi je delsi nez 8
mesicl. Kastrace se d4 provést cestou chirurgickou, radiaéni a medikamentézni. Diive
provadéna adrenalektomie a hypofyzektomie jsou metody davno obsoletni, k medikamentdzni
ovarektomii se podavaji analoga gonadoliberinti (napt. goserelin). Odpovéd’ u metastatického
karcinomu prsu se pohybuje v rozmezi 32-50 %. Vyhody medikament6zni ovarektomie jsou
reverzibilita u¢inku a jednoducha aplikace — 1x za 28 dni s. C.

Principem kompetitivni terapie je kompetitivni antagonizmus o vazebné misto na ER
bunky. Z antiestrogent ma nejvétsi uplatnéni tamoxifen (Nolvadex, AstraZeneca), ktery
kromé& své hlavni indikace mé 1 ucinek antihypercholesterolemicky a i nezanedbatelny vliv
antiosteorporoticky. Pti vyssich davkach muze zpusobovat retinopatii. Celkova doba uzivani
(v€etné chemoprevence) se nyni jiz postupné posunuje nad doporuéenou hranici 5 let (Petrelli
a spol., 2013). Nov¢jsim Iékem je fulvestrant, ktery pusobi jako Cisty antagonista a zpusobuje
down regulaci ER (Kansra a spol., 2005).

Inhibi¢ni terapie funguje jako blokada biosyntézy estrogenti v perifernich tkanich (tuk,
jatra, svaly) a nadledvinkach u nemocnych s vyfazenou tvorbou ovaridlni. Inhibitory aromataz
vedou k depleci estrogenti, a to bud’ cestou selektivni, nebo neselektivni. U neselektivnich
inhibitori aromataz je nutnd substitucni terapie ostatnich steroidii, zejména kortizolu.
Z nesteroidnich se nejcastéji indikuji anastrozol a letrozol, ze steroidnich formestan a
exemestan. Mezi steroidnimi a nesteroidnimi inhibitory neexistuje zkfizend rezistence

(Abrahéamova, 2002).
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Podani farmakologickych davek progestinii zpétné inhibuje hypofyzarni sekreci
gonadotropintl, a tim snizuje hladinu estrogenti. To je vychodiskem terapie aditivni. Vhodnou
cilovou indikacni skupinou jsou pacientky v postmenopauze, kde kurativni odpoveéd’ dosahuje
28-45 %. Megestrol acetat (Megace, Bristol-Myers Squibb) ma navic vyrazny uéinek
anabolicky, co se mj. uplatiiuje i v terapii anorexie a kachexie (Abrahamova, 2002; Herokova
a Gat¢k, 2012).

Biologicka terapie

Na rozdil od cytostatik je biologické terapie cilena. Biologické farmaka piisobi jako
modifikatory imunitni odpovédi. Podavaji se casto v kombinaci s chemoterapii. Velmi
ucinnym predstavitelem biologické terapie je trastuzumab (Herceptin, Genentech/Roche),
jedna se o humanizovanou monoklonalni protilatku namifenou proti HER-2/neu receptoru.
Trastuzumab je U¢inny u tumord s prokdzanou overexpresi/amplifikaci HER-2/neu receptort
a je povazovan za nejvetsi piinos v adjuvantni terapie karcinomu prsu. Pro synergni t¢inek
s taxany a s platinovymi derivaty jsou tyto kombinace vhodné. Z jeho vedlejsich Géinkt nutno
zminit kardiotoxicitu, moznou piitomnost tzv. chiipkovych symptomu (cefalea, myalgie,
febrilie ¢i tresavka), Casté alergické reakce v misté injekéni aplikace, po dlouhodobém
podavani i zvysené riziko oportunnich infekci (Abrahamova, 2002).

Prostfednictvim inhibice tyrozinkinazy pusobi lapatinib (Tyverb, Macmillan), proto je
uéinny u metastatickych tumort, u kterych selhala terapie trastuzumabem. Podava se p. o. a
ma dobry prinik do CNS, je vice toxicky. Nové je pro terapii karcinomu prsu schvalen
bevacizumab (Avastin, Genentech/Roche), ktery tlumi angiogenezi vazbou a neutralizaci
VEGEF (Herokové a Gatek, 2012).

Imunoterapie

Imunoterapie je ¢asto spojovana s biologickou terapii, protoze ,,klasickym* pfistupem
k biologické terapii je vyuziti monoklonalnich protilatek proti jednotlivym receptorim. Cilem
imunoterapie je stimulovat pfirozenou protinddorovou imunitu, popf. stimulovat imunitni
systém tak, aby byl proti tumoru imunni. Aplikace nadéjné se jevici protinddorové vakciny
Theratope (Biomira) v stézejni III. fazi klinického zkouSeni u metastatického postizeni pfi
karcinomu prsu nakonec nepfinesla slibné vysledky (Zeichner, 2012). Po II. fazi testovani je
nyni napt. nova vakcina NeuVax (Galena Biopharma) s u¢innou latkou nelipepimut-S (diive
znamy jako E75) potencovana pridanym faktorem stimulujicim granulocyto-makrofagové
kolonie (GM-CSF). Vakcina by méla byt ur¢ena k prevenci recidiv u rizikovych nemocnych
v stadiu remise (Schneble a spol., 2014).
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Nasledky terapie a rehabilitace

Polécebné zmeény po terapii karcinomu prsu jsou natolik specifické, ze si vyzaduji
struénou zminku. Postmastektomicky algicky syndrom se vyskytuje u 4-10 % Zzen po
chirurgickém vykonu na prsu. Miize se objevit bezprostiedné, jiz prvni pooperacni dny, ale i
Vv odstupu n€kolika mésicu. Projevuje se parestéziemi a hypestéziemi, kterych organickym
podkladem je poskozeni interkostobrachialnich nervti. U pacientek tak podvédomé antalgicky
Casto dochazi kvyvoji syndromu zmrzlého ramene (periarthritis humeroscapularis).
Postradia¢ni fibroza v okoli plexus brachialis algicky syndrom potencuje (Klener a
Abrahamova, 2002). Serom komplikuje hojeni opera¢ni rany v asi 20 % (Engelova, 2005).
Relativné ¢astou komplikaci axilarni lymfadenektomie je lymfedém horni konc¢etiny. Do 2-5
let od operace se vyskytuje az u 40 % pacientek (Engelova, 2005). Zanedbany ireverzibilni
lymfedém muze vést az ke vzniku elefantiazy nebo lymforey.

Terapie lymfedému je velmi svizelnd a ma jen omezené moZnosti. I pfesto miize
dislednd a vc€asnd komplexni rehabilitace tyto iatrogenné zplsobené problémy zmirnit
(Klener a Abrahamova, 2002). Vysledky kombinace fyzioterapie a farmakoterapie jsou
optimalni. Komplexni dekongestivni terapie zahrnuje manudlni a pfistrojovou lymfodrenéz,
kompresivni terapii, jednoduché a vicevrstvé banddze, kompresivni navleky, pohybova a
dechové cviceni, hydroterapii (chladné vifivka i cviceni v bazénu), hygienu kiize a adekvatni
zivotni rezim. Z farmak je metodou volby systémova proteolytickd enzymoterapie, sekundarni
ucinkem pusobi venofarmaka a zcela okrajovy vyznam maji i diuretika (Wald a Vachova,

2009).

3.1.8 Prevence, screening a dispenzarizace karcinomu prsu

Prevence

Casny zachyt a detekce, sledovani rizikovych skupin Zen a zvySovani efektivity terapie
jsou prioritni. Minimalné v 18 % ptipadi je terapie pouze paliativni ¢i symptomaticka, coz
prameni z pozdni diagnostiky karcinomu prsu (Ill. a IV. stadium). V CR je takto
diagnostikovano az 40 % vSech nemocnych. Doba stanoveni diagnézy od prvni navstévy
l1ékafe je vice nez u poloviny piipadi do tiéi tydnd (Klener a Abrahamova, 2002). Primarni
prevence je zde prakticky nemozna — karcinom prsu neni preventabilni tak, jak je modelové
znamo napi. u bronchogenniho karcinomu (eliminace koufeni) nebo karcinomu mocového
meéchyte (vylouceni expozice nékterym specifickym profesionalnim kancerogentim). Je tedy
tfeba se zaméfit na prevenci sekundarni. Casny zachyt prsni malignity tak zistiva zatim

nejucinnéjsi preventivni zbrani. Nejjednodussi a medialné nejvice propagovanou metodou je
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pravidelné mésicni samovysetiovani vlastnich prsou. Efektivita samovySetfovani se posuzuje
velmi obtizné, a to proto, ze zavisi hlavné na individualni dovednosti provadét tuto metodu.
Rozhodnuti, zda byl karcinom odhalen pravé touto metodou, takika mozné neni.
Samovysetieni vSak muze upozornit na nejriznéj$i abnormality, které pak vedou k
dovysetieni. Rozsahlé studie stamoxifenem ukdazaly, Zze chemoprevence muze piispét

k normalizaci prekancer6znich zmén v prsu (Cuzick, 2008).

Screening

Screening (forma aktivni depistdze) ma svou nepostradatelnou roli piedevsim
vV moznosti signifikantniho snizeni mortality u stadia karcinomu in situ. Program
organizovaného mamografického screeningu v CR existuje od roku 2002. Odesilani Zen na
toto vySetfeni se vénuje vyhlaska MZ CR &. 70/2012 Sb., o preventivnich prohlidkach.
Doporuceny standard pro poskytovani screeningu karcinomu prsu a provadeéni diagnostické
mamografie upravuje Véstnik MZ CR ¢&. 4/2010. Skriningovda mamografie piedstavuje
vySetiovani zdravych zen od urcitého veéku s cilem odhalit co nejvice nehmatnych malych
tumorl s dobrou prognézou — u nas je hrazena pojistovnou u asymptomatickych Zen véku nad
45 let jednou za 2 roky a jen v akreditovanych centrech. Pti uzivani hormonalni substitu¢ni
terapie je toto vySetfeni vhodné jednou ro¢né, pii zvySeném riziku (BRCA, rodinna
anamnéza) jiz v mlad$im veéku a Castéji. Mamografické screeningové i1 diagnostické nalezy se
klasifikuji tzv. systtmem BI-RADS, ktery souvisi s ndzorem i zkuSenosti vySetfujiciho
radiodiagnostika a rozhoduje o nasledném postupu diagnostiky, vysetieni i kontrol (Eberl a
spol., 2006). Kategorie spadaji do rozsahu BI-RADS 0-6.

Dispenzarizace

Dispenzarizace za¢ind po ukonceni komplexni 1é¢by karcinomu prsu. Jeji tkolem je
¢asné odhaleni lokalni recidivy onemocnéni, duplicity tumoru ¢i vzniklé vzdalené metastazy.
Casové schéma kontrol je nasledujici — prvni rok: dispenzariza¢ni prohlidky kazdé 3 mésice,
druhy az tieti rok: prohlidky dvakrat ro¢né, treti az paty rok: jedenkrat ro¢né, po péti letech:
doporueni  dispenzariza¢ni prohlidky jednou ro¢né dozivotné. Soucasti tohoto
dispenzarizacniho vySetieni je vySetfeni klinické, laboratorni vySetfeni krevnich tumorovych
markert, RTG plic, mamografie nebo ultrazvukové vysetieni prsu a jizev, scintigrafie skeletu,
USG jater a vysetfeni gynekologické. Ne vSechna vysetfeni jsou provadéna pii kazdé kontrole

(Herokové a Gatek, 2012).
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3.2 KARCINOM PROSTATY

3.2.1 Epidemiologickad a demografickd analyza karcinomu prostaty

Incidence

Karcinom prostaty (dg. C61 dle MKN-10 klasifikace) je s vyjimkou jinych koznich
tumorl jiz od roku 2005 nejcastéj$i malignitou muzii — tvoii tak 15 % vSech muzskych
malignit (UZIS CR a NOR CR, 2013). Bez ohledu na pohlavi je &tvrtym nejéastgj§im typem
malignity vibec. Tumory prostaty maji vyznamnou rasovou, geografickou a vékovou
distribuci. Nejvyssi incidence karcinomu prostaty je ve vice rozvinutych regionech svéta, tj.
Vv Australii, Severni Americe a v zapadni a severni Evropé, coz je vysvétlovano jednak
obecnym starnutim populace a z velké ¢asti podminéno i rozsifenim samotného screeningu —
vySetfovani hodnot prostatického specifického antigenu (PSA) u starSich muza (Ferlay a
spol., 2014). Rapidni nartst incidence karcinomu prostaty v CR je pozorovan jiz od zagatku
90. let, po roce 2000 doslo jesté k jeho akceleraci. Incidence onemocnéni se za poslednich

dvacet let vice nez ztrojnasobila (Graf 2), coz z n&j ¢ini problém celospolecensky.

Graf 2. Vyvoj standardizované incidence a vimrtnosti na karcinom prostaty u muzii v CR

(v letech 1985-2010, prepocet na 100 000 osob, evropsky standard)
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Zdroj: UZIS CR, 2013

Tento strmy trend incidence v CR kopiroval i rok 2010, kdy oproti roku 2009 doslo az
k 10% nartstu (incidence 131,2/100 000 muzt) — celkem bylo nové hlaseno 6 771 piipadi
karcinomu prostaty (UZIS CR a NOR CR, 2013). S piihlédnutim na vékovy standard se
incidence v CR umistila na 34. celosvétovém misté (Ferlay a spol., 2014). Do 40 let véku se

karcinom prostaty vyskytuje raritné. Incidence stoupd po 45. roku Zivota a svého vrcholu
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dosahuje ve vékové skupiné 80-85 let, praimérny vek pii diagnoze karcinomu prostaty je 71
let (Dusek a spol., 2014). Dulezité je podotknout, ze diky zavedenému screeningu jsou
V soucasnosti Cast¢ji odhalena i ¢asna stadia karcinomu, klinicky dosud néma4, ktera by se za
jinych okolnosti jesté nezjistila. Na strané druhé, v pokro¢ilém stafi se manifestuje mnoho
dalsich komorbidit, které mohou byt potencialni pfi¢inou smrti diive, nez se klinicky
karcinom prostaty vibec manifestuje. Pocet klinicky zjisténych piipadi nevyjadiuje realnou
incidenci — na urcity podil latence karcinomu prostaty maji jisty vliv nahodna histologicka

zjisténi po operacich pro ptivodn¢ benigni adenomatozni hyperplazii prostaty a nalezy sek¢ni.

Mortalita

Na rozdil od vesmés pozitivnich trendii u jinych malignit mortalita na karcinom
prostaty bohuzel za poslednich 30 let stoupla téméf Sestinasobné (Dusek a spol., 2014).
Screeningové celoplo$né testovani PSA ovlivnilo mnohem vic incidenci, mortalitu jen
minimalné¢ — ta se celosvétové velmi nelisi (Ferlay a spol., 2014). Mira standardizované
timrtnosti od roku 2004 sice v CR pomalu klesa, presto v roce 2010 oproti roku 2009 stoupla
z 22,8 na 23,1 zemfelych muzi na 100 000 muzi (UZIS CR a NOR CR, 2013). Tento
pozitivni trend nelze z dlouhodobého hlediska pojmenovat jinak nez stagna¢nim a tato fakta
(nejen u nas) vedou k analyzam indikaci pouzivanych terapeutickych modalit. Celosvétoveé na
karcinom prostaty umira az 307 000 muzl, coz ztéto diagndzy Cini patou nejCastéjsi
onkologickou pfi¢inu amrti (Ferlay a spol., 2014). Relativni pétileté pieziti dosahuje u
pacientil primérné hodnoty 88 %, pozorované pieziti jen hodnoty do 70 % (UZIS CR a NOR
CR, 2013); tyto hodnoty tak dokumentuji nartist nové diagnostikovanych piipadi

S benignéj$im vlastnim prilbéhem onemocnéni.

Prevalence
Vroce 2011 u nas Ccinila prevalence 772,9/100 000, tj. 39866 Zzijicich muzt

S anamnézou tumoru prostaty.

3.2.2 Etiologie, patogeneze a rizikové faktory karcinomu prostaty

Etiologie a patogeneze

Etiologie neni znama. Karcinom prostaty se od ostatnich solidnich tumort odlisuje
svym biologickym chovanim. Roste pomalu — ma dlouhou generaéni dobu a Iéta se nemusi
ménit. Stejné jako karcinom prsu, je adenokarcinom prostaty taktéz primarné hormonalné

dependentnim tumorem. Normalni prostaticky epitel je tvofen tfemi fenotypicky odliSnymi
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populacemi bungk (tzv. kompartmenty) — buriky luminalni, bazalni a neuroendokrinni. Dale je
jesté prokazovana ctvrta, nehomogenni populace bunék intermedidnnich. VSechny tyto linie
prochazeji z bunék prostatickych kmenovych (Schalken a van Leenders, 2003). Jednotlivé
kompartmenty epitelu se liSi vnimavosti vii¢i androgentim.

Zakladnim hormonalnim stimulem replikace prostatické buiiky je testosteron, resp.
jeho biologicky vyrazné¢ ucinnéjsi forma — dihydrotestosteron (DHT). Enzymem, jenz
katabolizuje tuto redukci testosteronu na DHT, je Sa-reduktaza. Testosteron je z vice nez 90
% produkovan Leydigovymi buiilkami varlete, jen mala ¢ast androgenti je produkovana
nadledvinou a testosteron tak muze jesté vznikat periferni konverzi ponejvice v kiizi a tukové
tkani. Produkci testosteronu na zakladé jeho plazmatické koncentrace zpétnovazebné
ovlivituje systém hypotalamo-hypofyzarni, regulatory jsou luteotropni hormon a jeho
releasing hormon. DHT se na povrchu prostatické buiiky vaze na androgenni receptory (AR),
je transportovan intracelularné a iniciuje kaskadu déju. Vysledkem této signaliza¢ni drahy je
proteosyntéza a replikace buiiky. Vliv DHT jako dulezitého mitogenniho faktoru proliferace
epitelu na rast bazalnich bunék je nepiimy. Stromalni bunky po stimulaci DHT reaguji
parakrinni sekreci ristovych faktorti. Charakteristickym znakem lumindlnich bunék prostaty
je produkce PSA. Sérové koncentrace PSA koreluji s objemem Zlazy a do zna¢né miry i s
rozsahem tumoru (Babjuk a Matouskova, 2009). Neporusena ¢innost hypotalamo-hypofyzarni
osy je zakladni podminkou pro potencialni vznik karcinomu prostaty.

Zarode¢né mutace jsou odhadem za vznik karcinomu prostaty odpoveédné u vice nez
40 % muzi (Klener a Abrahamové, 2002). Dalsi kancerogeneze v prostaté je procesem
postupnym, S mnohostupiiovou akumulaci dalSich genetickych zmén za multifaktorialniho
pusobeni okoli (androgeny, zevni prostiedi). Znalost kaskady téchto genetickych zmeén
usnadiiuje porozuméni principu nékterych nové zavadénych terapeutickych modalit.
Predpokladem kancerogeneze je zarode¢na mutace chromozomu 1q V oblasti lokust 24-25,
vyjadiena alteraci genu HPC-1 kodujici protein syntaxin-1A (Gronberg a spol., 1999).
Kumulativni poSkozeni DNA probiha ve tfech etapach. V amfotropni fazi dochéazi zvySenou
metylaci DNA k poklesu exprese GST (glutathion-S-transferazy), ktera ma vyznam nejen pro
detoxikaci kancerogenti, ale téZ pro opravu replikacnich chyb DNA — morfologickym
vysledkem je vznik epitelialni prekancerozy, tzv. PIN (prostaticka intraepitelova neoplazie).
Druhéd faze — klonalni — je charakterizovand snizenou expresi tumorsupresorového genu
NKX3-1 (He a spol., 1997) s naslednou mutaci dalSich supresorovych genti (PTEN, Rb, p53,
p27""Y). Spolu s deleci metastazy supresorovych genii pro E-cadherin a pro KAIl dochazi
k vzniku pokro¢ilého karcinomu prostaty. Posledni, heterotrofni faze dava vznik hormonalné

nezavislému, metastazujicimu karcinomu, ktery je vysledkem poruSené funkce samotnych
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androgennich receptorii (na podkladé exprese onkogenii Myc, Ras a exprese telomerazy a
genu Bcl-2). Autokrinné do prubéhu této slozité kaskady zasahuji i dalsi latky tvofené a
uvolnované z vlastnich nadorovych bunék — napt. EGF, TGF, VEGF, ET-1 a IL-6 (Klener a
Abrahamova, 2002).

Rizikové faktory

Nejvyznamnéjsimi rizikovymi faktory vzniku karcinomu prostaty jsou tedy vlivy
genetické. Familiarni vyskyt zvysuje riziko pii jednom postizeném 3%, resp. 5-11x u dvou a
vice postizenych. Hereditarni zavislost je autozomalné dominantni a karcinom prostaty zde
diagnostikujeme v nizsich v€kovych skupinach. Rodinnou zatéz uvadi ptiblizné 15 %
nemocnych (Steinberg a spol., 1990), u nékterych z nich je diagnostikovana mutace v genech
BRCA2 (Mersch a spol., 2015). Vedle genetickych predispozic a vyssiho véku se vyznamné
uplatiiuji vyziva a dietetické navyky (obezita), jejich vlivu je pfipisovan 30-40% podil na
vzniku karcinomu prostaty (Babjuk a Matouskova, 2009). Vyssi spotieba ovoce a zeleniny je
spojena s nizS§im rizikem onemocnéni. Snizeni rizika onemocnét lze také dosdhnout
chemopreventivnimi latkami — retinoidy, selenem a lykopenem (Cohen, 2002). Z dalSich
rizikovych faktor se uvadi Casné zahajend a nadmérnd sexudlni aktivita spojena
S promiskuitou, expozice radioaktivnimi materidly, rtuti a kadmiem, nékterymi pesticidy a
umélymi hnojivy (Klener a Abrahdmova, 2002). Americka prospektivni observacni studie u
5366 muzi, kterd probihala v letech 19862006, prokazala, Ze koufeni v dobé diagndzy
karcinomu prostaty souvisi jak s vyssi celkovou a kardiovaskuldrni mortalitou, tak také s
vys$8i mortalitou specifickou pro karcinom prostaty, rovnéz také s vysSSim rizikem rekurence
karcinomu prostaty (Kenfield a spol., 2011). Karcinom prostaty (a stejné ani benigni
hyperplazie prostaty) nejsou popisovany u muzi kastrovanych pted nastupem puberty a u
osob s deficitem Sa-reduktazy (Isaacs, 1992). Etnikum jako rizikovy faktor onemocnéni
karcinomem prostaty hraje v incidenci také roli. Nejniz§i pozorujeme u Japonci, vyssi u
bélochtl a nejvyssi u ¢ernochti — predevsim u populace v USA (Woods a spol., 2004). Piimo
umérné se v tomto potadi totiZz Setkdvame se stoupajicimi primérnymi koncentracemi DHT v

uvedenych etnickych skupinach (Wu a spol., 1995).

3.2.3 Histopatologické typy, biologické chovini a grading karcinomu prostaty

Histopatologické typy (typing)
Prostatickd intraepitelialni neoplazie (PIN) patfi mezi premaligni afekce prostaty. Jeji

low grade forma se vyskytuje spiSe v mladSich vékovych kategoriich, tj. kolem tieti dekady,
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kdezto procento high grade PIN vzrhsta spolecné s vékem. Jde o prekancerozu, kterd je
lokalizovana piedev§im (az v 70-75 %) v periferii prostaty, zvlast¢ v dorzalnim laloku
prostaty, casto multifokdlné¢ (Klener a Abrahdmova, 2002). PIN, jinymi nazvy jako
intraduktalni dysplazie, velkoacinarni atypicka hyperplazie, atypickd primarni hyperplazie,
hyperplazie s malignimi zménami, dukto-acinarni dysplazie, je definovana jako intraluminalni
proliferace sekretorickych bun€k s cytologickymi atypiemi, misty neodliSitelnymi od bun¢k
karcinomu. Pfitomnost cytologické atypie bez zvySené celulizace je moznad. Rozeznavaji se
nasledujici architektonické varianty PIN: ,trsovita® (tufting), mikropapilarni, Kribriformni a
plocha (Hes a spol., 2011).

Histologicky vzhled adenokarcinomu prostaty se lisi podle gradid. Obecné plati, ze
adenokarcinom prostaty je tvofen malymi nahloucenymi zlazkami, které jsou relativné
uniformni, ale vyrazné€ se liSici od svého okoli, n€kdy vytvaiejici glomeruloidni struktury.
Zlazky podezielé z invaze karcinomem jsou zlazky infiltrujici mezi jednozna¢né benigni
zlazky, déle glandularni struktury tvotici pruhy, splyvajici ve vétsi celky ¢i naopak jednotlivé
bunky mezi normalni prostatickou tkani. Vysoce suspektni je, nepodati-li se prokazat bazalni
vrstvu bunék. Cytologicky je pro karcinom prostaty charakteristickd jaderna polymorfie,
napadna jadérka a Cetné mitdzy. Dale pro tuto dg. hovoii nalez bunék s vyrazné odliSnou
cytoplazmou nez v okolnich benignich zlazkach a bunék s amfofilni a vodojasnou
cytoplasmou. V lumen postizenych zlazek se nachazi modravy hlen, jemné vlockovity rizovy
material, krystaloidy ¢i nekrotickd hmota. ZvySenou pozornost pfi histopatologickém rozboru
je nutno vénovat okoli PIN (Hes a spol., 2011). Dle Klasifikace WHO z roku 2004 je
epitelialni tumory prostaty mozné délit na dvé zakladni skupiny: acinarni adenokarcinom
(,,klasicky* adenokarcinom) a duktalni adenokarcinom prostaty (Eble a spol., 2004). Vycet

vétSiny variaci karcinomu prostaty je uveden v Tabulce 7.

Tabulka 7. Histopatologicka variace karcinomu prostaty

Karcinom prostaty Histopatologické varianty

atroficky, pseudohyperplasticky, pénity (foamy), koloidni
acinarni (mucindzni), z prstencitych bunék, onkocytarni, karcinom
podobny lymfoepiteliomu (medulérni)

duktalni kribriformni, papilarni (endometroidni), solidni

karcinom z ptechodného epitelu (urotelialni),
dlazdicobunéény (adenoskvamozni), bazoceluldrni
(adenoidné-cysticky), neuroendokrinni (malobunéény,
nediferencovany, karcinoid), komedokarcinom,
sarkomatoidni (metaplasticky, karcinosarkom), fyloidni
tumor

ostatni
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Acinarni adenokarcinom je zdaleka typem nejcastéjsim (az v 90-95 %), vznika ze
sekre¢nich bun¢k prostatickych acinti (Klener a Abrahamova, 2002). Duktalni typ tvoii jen
0,2-0,8 % adenokarcinomti prostaty. Krom¢ jeho pravdépodobné horsi progndzy nez u
klasického typu, jeho odliSeni valny vyznam pro klinickou praxi nema (Hes a spol., 2011).
Déle se v prostaté mohou vyskytnout tumory urotelidlniho piivodu — primarni urotelialni
karcinom prostaty je také velmi vzacny, pfevazna vétsina piipadi ma souvislost s urotelialnim
karcinomem mocovych cest. Ostatni epitelidlni tumory, stejné jako tumory odlisné

histogeneze, postihuji prostatu neporovnatelné vzacnéji a piesahuji ramec tohoto sdéleni.

Biologické chovani

Z typického mista vzniku karcinomu prostaty, tj. z periferni zony zlazy, se karcinom
§ifi per continuitatem do dalSich ¢asti prostaty — po priniku pouzdrem lokalné invaduje do
semennych vackl a na spodinu mocového méchyte, pii progresi onemocnéni pak vrista do
rekta a panevniho dna. Lymfogenni Sifeni nejprve postihuje uzliny obturdtorové jamy, pozdéji
uzliny perivezikalni, hypogastrické a posléze paraaortalni. Postizeni ,,nesplavovych®
uzlinovych oblasti neni casté, neni vSak vylouceno. Krevni cestou karcinom prostaty
metastazuje hlavné do osového skeletu (typicky obratlit), proximalnich konci dlouhych kosti
(femur), panve a kalvy (Klener a Abrahamova, 2002). Ve vice nez 80 % se jedna o metastazy
osteoplastické. Metastazy do mékkych tkani jsou relativné vzacné (Babjuk a Matouskova,
2009), vyskytuji se zhruba u 20-40 % pacienti. Visceralni metastazy jsou je$té¢ vzacngjsi,
postihuji 5-10 % nemocnych. Tykaji se hlavné metastatického postizeni plic a jater.
Sekundarni postizeni ledvin, nadledvin, pankreatu, mozku ¢i omenta jsou piimo raritni

(Prochazkova-Studentova a Student, 2012).

Grading

Pro gradovani prostatického adenokarcinomu existuje fada klasifika¢nich systémd.
TNM systém rozliSuje 4 stupné: G1-4. Nejcastéji pouzivanym je ale gradingovy systém podle
Gleasona (Gleason, 1966), ktery od svého uvedeni do praxe prosel jiz né€kolika revizemi
(Delahunt a spol., 2012). Tento systém vyuziva morfologickych vlastnosti zlazek pti malém
zvétSeni a na podkladé celkové architektoniky nddorové tkané urcuje stupen jeji diferenciace,
a tim i agresivitu tumoru. Na pétistupniové Skale (Obrazek 1) se posuzuje primarni (nejvice
zastoupeny) a sekundarni (druhy nejcastejsi) Gleasonlv grade; jejich souctem je vytvoreno
Gleasonovo skore. Vedou se diskuse o tom, zda mé smysl stanovovat tzv. tercialni grade (tfeti
nejvice zastoupeny), v soucasné dobé se tento piili§ Casto nevyuziva — vyjimkou je hodnoceni

Spatn¢ diferencované casti tumoru pii radikdlnich prostatektomiich, kde ma pro pacienta
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nepiiznivy prediktivni vyznam (Trock a spol., 2009). Pii hodnoceni vzorkt z biopsie prostaty
se pak uvadi soucet nejzastoupenéjSiho a nejhife diferencovaného Gleasonova gradu.
V ptipadé, ze je diferenciace tkdn¢ uniformni, zjiStény stupenn se nasobi dvéma. Naopak,
dobie diferencované ¢asti tumoru je mozné pii hodnoceni Gleasonova skore ignorovat, pokud
zaujimaji méné nez 5 % tumoru ve vzorku (Epstein a spol., 2005). Bioptické Gleasonovo
skore koreluje pomérné dobie se skore z radikalni prostatektomie (Acimovic a spol., 2013).
Gleasonovo skore < 6 a skore > 7 se v 80 % shoduje mezi jehlovou biopsii a radikalni
prostatektomii, pfiCemz skore nad 7 se povazuje uz za vysoce rizikové (Klener a
Abrahamova, 2002). Spojitost mezi Gleasonovym skore a prognézou tumoru je vyznamna a
v sumaci s klinickym stadiem jeho signifikance jako dlouhodobého prognostického faktoru
jesté narlsta. Relativné piiznivé skore je v rozpéti 2—4, rizikové 5—7, neptiznivé 810 (Sogani

a spol., 1985).

Obrazek 1. Gleasonuv grade — 5 stupnui diferenciace karcinomu prostaty
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Zdroj: www.prostaat.be, 2013

3.2.4 Klinické pFiznaky karcinomu prostaty

Vzhledem k faktu, ze karcinom prostaty se vyviji pfevazné na periférii zlazy, jeho
Klinické ptiznaky zpocatku nejsou nikterak specifické a jsou klinicky némé. Klinicky se
projevuje vétSinou az pokroCilé onemocnéni (Klener a Abrahamova, 2002). Projevy jsou
ruzné, a pokud se piiznaky vyskytuji, ve své podstat¢ odpovidaji piiznakiim benigni
prostatické hyperplazie (Hes a spol., 2011). Lokalni progrese vyvolava nejcastéji dva typy
symptomul — obstruk¢éni (retardace startu mikce, pocit postmikéniho rezidua, oslabeny proud

moci, akutni mocova retence, event. supravezikalni obstrukce S rozvojem urémie) a iritacni
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(strangurie). Udavany jsou i mozné epizody hematurie, hemospermie pii invazi karcinomu do
semennych vackd, erektilni dysfunkce, nespecifické pelvalgie ¢i rektalni obstrukce.

Zaludnost prabéhu vyvoje onemocnéni karcinomem prostaty spo¢iva v metastatickych
bolestech ve skeletu, jakoZto znamce uplné prvniho projevu této malignity — takto byva ¢asto
diagnostikovan pii vySetfovani pacienti s metastazou neznamého tumoru. Jiné piiznaky se
vyskytuji jen vzacné (syndrom diseminované intravaskularni koagulopatie, paraneoplastické

syndromy u malobunééné formy) (Hes a spol., 2011).

3.2.5 Diagnostické postupy a staging karcinomu prostaty

Diagnostika

Subjektivni symptomatologie nemocného vede kromé odebrani anamnézy a popisu
nynéjSitho onemocnéni k dalSimu dovySetfeni pacienta. Obligatni diagnostickou metodou je
digitalni vySetfeni per rectum (p. r.). Indaga¢né je ptistupna pouze tietina povrchu prostaty. I
kdyz se povazuje za nepostradatelnou soucast vySetfeni, pocatecni stadia onemocnéni
neodhali. Jako samostatna diagnosticka metoda je vySetieni p. r. vV rukou zkuSené¢ho urologa
senzitivni ptiblizné v 55,8 % (Schroder a spol., 1998).

Transrektalni USG (TRUS) je nadale v diagnostice karcinomu prostaty metodou
nepostradatelnou. Umoziuje posouzeni objemu tumoru, jeho vztahu K okolnim strukturam
(kapsula prostaty, semenné vacky, rektum) a v neposledni fadé i cilenou systematickou
jehlovou biopsii. TRUS slouzi dale jako endoskopickd navigace pii nckterych vykonech
terapeutickych, zejména pti brachyterapii, kryoterapii. Nevyhodou stereotaktické TRUS je jeji
niz8i senzitivita a specificita, coz Casto zpusobuje poddiagnostikovani nalezu — v porovnani
s konvenéni, chirurgickou biopsii, vice nez 50 % TRUS-navigovanych biopsii v diagnostice
malignity selhava (Zhang a spol., 2015). V dnes$ni dob¢ se kromé klasické TRUS pouziva
kontrastni USG a dynamicka ultrazvukova elastografie. Interpretace ultrasonografického
nalezu je ¢asto obtizna. To bylo diivodem vyvoje novych systémi rozliseni malignich struktur
od benignich na podkladé pocitacové analyzy (napi. AUDEX, 3D mapovani, HistoScanning
apod.) (Beerlage a spol., 2001; Macek a spol., 2014).

Ptinos CT bficha a malé panve je patrny V oziejméni lokoregiondlniho postizeni,
k bliz8i charakteristice vlastniho tumoru prostaty vSak nepfispéje (Klener a Abrahamova,
2002). Naproti tomu vysetfeni MR dokaze upfesnit velikost loziska a jeho vztah k okoli az
v konkordanci 74,2 % v nasledném porovnani vysetieného resekatu (Min a spol., 2014).
Novinkou je faze MR/USG, kterda v sob& spojuje vyhody preintervenéni magnetické

rezonance a periintervencni ultrasonografie — nabizi obraz s vysokym rozliSenim S moZnosti
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snadné punkc¢ni biopsie (Zhang a spol., 2015). Z dalSich zobrazovacich metod jsou k piesnéjsi
lokalizaci tumoru a pfipadnych metastaz napomocné PET a SPECT vysetteni. Uroflowmetrie
a vyluCovaci urografie maji vyznam u obrazu supravezikalni obstrukce a pii diferencialné-
diagnostickém dovySetfovani hematurie. K detekci kostnich metastaz je dalezitym vysetfenim
scintigrafie skeletu — oproti RTG vySetieni tak ¢ini s podstatnym piedstihem. RTG plic a
USG jater slouzi k odhaleni metastaz plic a jater (Klener a Abrahamova, 2002).

Stanoveni PSA — prostatického specifického antigenu ma z laboratornich vysetfeni
vyznam nejvetsi. Fyziologické hodnoty koncentrace PSA kolisaji v zéavislosti na véku (v 5.
dekad¢é 4,1 ng/ml, v 6. dekad¢ 5,6 ng/ml a v 7. dekadé 7,6 ng/ml) a koreluji s velikosti
(objemem) prostaty (na kazdy g (ml) prostaty se koncentrace sérového PSA zvysuje 0 4 %).
Kazda traumatizace prostaty (palpace, biopsie prostaty, rektoskopie, jizda na kole/koni apod.),
tj. poruseni bazalni membrany prostatického epitelu, arteficidlné aZz na dobu nékolik tydnii
zvySuje hodnoty PSA. PSA je taktéz zvySeny pii adenomatdzni hyperplazii prostaty.
K odliseni od karcinomu se pouzivaji nékteré odvozené parametry. PSA velocita je
definovana jako vzestup PSA mezi dvéma odbéry, nejcastéji v rozmezi 1 roku. U karcinomu
se hladina PSA zvySuje rychleji (aZ o > 0,4 ng/ml/r). Pojem PSA denzita je chapan jako
pomér koncentrace celkového PSA a celkového objemu prostatické Zlazy. Koncentrace PSA
se pii stejné velikosti zlazy zvySuje u karcinomu rychleji nez u benigni hyperplazie. Dalsim
parametrem je pomé&r volného PSA (fPSA) k celkovému PSA (tPSA) — fPSA/tPSA, ktery je
niz§i u muzt s karcinomem nez u muzt s hyperplazii prostaty; vyjadfuje se jako index
v procentech. K orienta¢nimu ur€eni progrese karcinomu slouzi tzv. doubling time PSA
(generacni doba), coz je vypocitana doba zdvojnasobeni koncentrace PSA — v pocatcich ristu
tumoru se pohybuje mezi 2—4 roky (Klener a Abrahamova, 2002).

Dalsi laboratorni vySetfeni v diagnostice karcinomu prostaty maji jen omezenou
specificitu. Stanovovani prostatické frakce kyselé fosfatazy a hlavné sledovani jeji zmén
nemaji vyznam primarn€ diagnosticky, ale zato dobfe koreluji s progresi nemoci u
metastatického postizeni, kdy mize dosahovat hodnot az 200 nkat/l (norma: 0-108 nkat/l)
(Long a Prout, 1992). Hladina kostniho izoenzymu alkalické fosfatazy se také zvySuje u
kostnich metastaz, slouzi tak jako wuziteCny stagingovy marker k ¢asnému odhaleni
osteoplastického procesu. Patologické koncentrace kolem 50 pkat/l (norma: 0-1,1 pkat/l)
zdaleka nejsou vyjimeéné (Wirtz a spol., 1998).

Monoklonalni  protilatky proti membranovému PSA zaZivaji v soucasnosti
v diagnostice nadorovych lozisek opé€t svou renesanci, jejich pouziti v bézné klinické praxi je

111

ale nadale otazkou dalSiho vyzkumu (Tykvart a spol., 2014). Radionuklidem “~In znaéena

protilatka kapromab pendetidu (CYT-356, Prostascint) se v nuklearni mediciné pouziva ke

42



zptesnéni stagingu a lokalizaci rekurentniho karcinomu extraprostaticky (Levesque a spol.,
1998). K relapsu malignity se nékdy doporucuje i stanoveni urokinazy (uPA), k jejimuz
vzestupu dochdzi diive nez k vzestupu PSA (Klener a Abrahdmova, 2002). Vyznam stanoveni
exprese chromograninu A Vv bioptickém vzorku nékteti autofi spatfuji v moznosti Casné
predikce hormonalni rezistence (Khan a Ather, 2011). Za zminku stoji jest¢ prikaz zvySené
koncentrace secerninu-1 a vinkulinu v moci. Tyto nové biomarkery jsou potencionalné
vhodné ke stanoveni diagndzy karcinomu prostaty, resp. urceni jeji prognoézy (Geisler a spol.,
2015).

Nejvyznamnéj$Sim vySetfenim k definitivnimu potvrzeni diagnézy je systematicka
biopsie prostaty. Odbér se provadi v lokalni anestezii transrektalné nebo transperinealné bud’
specialni aspiracni Franzenovou jehlou, nebo za pomoci bioptické pistole (biopty-gun)
zakoncenou dvojitou punkéni jehlou. Pod USG kontrolou se odebird 10, 12 nebo 16
reprezentativnich vzorku. Protokol s 10-core biopsii je u prvniho vySetfeni z hlediska

vytéznosti histologického vysetieni plné dostacujici (Chambo a spol., 2014).

Staging

Staging karcinomu prostaty je umoznén na zakladé¢ provedenych klinickych a
paraklinickych vySeteni. K ur€eni stupné pokrocilosti onemocnéni se pouziva tiidéni podle
TNM Kklasifikace, které je zobrazeno v Tabulce 8 (Edge a Compton, 2010; Cheng a spol.,
2012; Sobin a spol., 2002; Tobisu, 2005). V idealnim pfipad¢ by klinicky staging (cTNM)
mél spolehlivé predpovidat nasledny staging patologicky (pTNM), tj. po provedené
prostatektomii. Tumory prostaty jsou soudobé ve vice nez v50 % piipadd Klinicky
,,podstageované (Hoedemaeker a spol., 2000), az 35-40 % tumorl primarn¢ klasifikovanych

jako lokaln& ohranicené (T2) byva co do rozsahu podhodnocena (Babjuk a Matouskova,
2009).

Tabulka 8. Klinicka TNM klasifikace karcinomu prostaty

T — primarni tumor

primarni tumor nelze hodnotit

bez znamek primarniho tumoru

tumor negzjistitelny klinicky, palpa¢né, ani zobrazovacimi
vySetfovacimi metodami

tumor zjistén nahodné histologicky v <5 % resekce

tumor zjistén nahodné histologicky v > 5 % resekce
tumor zjistén cilené pii punkcni biopsii (napf. pfi zvySeném
PSA)
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tumor omezen na prostatu (véetné apexu a kapsuly)
tumor infiltrujici jeden lalok

tumor infiltrujici oba laloky

tumor s extrakapsularnim Sifenim

tumor s extrakapsuldrnim Sifenim jedno-/oboustrannym

tumor infiltrujici semenné vacky

tumor fixovan nebo se $ifici do okolnich struktur (mimo
semenné vacky): hrdla moc¢ového méchyte, m. sfincter
urethrae externus, rekta, mm. levatores ani a/nebo stény
panevni

N — regionalni lymfatické uzliny
NX regionalni uzliny nelze hodnotit
NO v regionalnich uzlinich nejsou metastazy

N1 metastazy piitomné v regionalnich uzlinach

M — vzdalené metastazy

vzdalené metastazy nelze hodnotit

nejsou vzdalené metastazy

vzdalené metastazy ptitomny

vzdalené metastazy pfitomny V neregionalnich uzlinach
vzdalené metastazy pritomny v skeletu

vzdalené (organové) metastazy V jinych lokalizacich
Zdroj: Cheng a spol., 2012

Pro urceni terapeutického postupu je kromé zhodnoceni rozsahu onemocnéni nezbytné
i stanoveni stadia karcinomu prostaty. Klinické stadia maji pro pacienty i vyznam
prognosticky, ovliviwyji jejich relativni preziti — viz dalsi Tabulka 9. Klinické stadia I a II
hodnotime jako lokalni formu onemocnéni, ktera je zastoupena v cca 81 %. Stadium Il a
nemetastazujici stadium IV pfestavuji regiondlni formu onemocnéni, diagnostikovana je
pfiblizn€ u 12 % nemocnych. Zbyvajici, metastazujici, stadium IV patii jiz do tzv. distalni
formy onemocnéni, vyskytujici se ve 4 % (Howlader a spol., 2014). Alternativou k TNM je
staging dle Whitmorea-Jewetta (Jewett, 1975; Whitmore, 1984), kde se stadia analogicky
oznacuji pismeny A-D, proto se vzilo i synonymni oznaceni ,,ABCD rating“. Nyni je tato

klasifikace zalezitosti spiSe historickou (Schroder a spol., 1992).
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Tabulka 9. Klinicka stadia karcinomu prostaty (véetné priimérného preziti)

I

T1NO MO G1

10leté pieziti

T1a NO MO G2—4

T1b NO MO jakékoliv G 85

T1lc NO MO jakékoliv G

T2 NO MO jakékoliv G 99
T3 NO MO jakékoliv G 60

T4 NO MO jakékoliv G 42

jakékoliv T N1 MO

jakékoliv T jakékoliv N M1 28

Zdroje: Klener a Abrahamova, 2002, Howlader a spol., 2014

3.2.6 Prognostické a prediktivni faktory karcinomu prostaty

Kromé prognostické vyznamnosti Gleasonova skore, vstupnich hodnot PSA a stadia
onemocnéni se v uvahu berou jesté dalsi faktory, jako je grading, zona rustu, vék nemocného,
jeho performance status, stav télesné zdatnosti a zavaznost, piip. aktualni kompenzace
komorbidit (Klener a Abrahamova, 2002). Mnoho autord nadale povaZzuje za nejptfesnéjsi a
smysluplny marker prognézy pravé predlécebnou hladinu PSA, a to bez ohledu na danou
Klinickou situaci (Oesterling, 1991). Tento pohled podporuje i skute¢nost, ze riziko
onemocnéni karcinomem prostaty pii nizkému PSA — do 4 ng/ml — se u zdravé populace
odhaduje do 27 % (Heidenreich a spol., 2011). Nutno ale zvyraznit fakt, ze prognoza
karcinomu prostaty je determinovand ptredevSim pfitomnosti ¢i absenci jeho metastaz
(Bubendorf a spol., 2000). Za dopliujici prognosticky vyznamné ukazatele se napt. povazuji i
stanoveni ploidity DNA (aneuploidie ma horSi progndzu), stanoveni proliferacni aktivity,
stupen genetickych abnormalit, stanoveni E-cadherinu, Bcl-2 proteinu nebo prikaz 12-
lipoxygenazy (Klener a Abrahamova, 2002).

Pfevazné v americké praxi se kK ur¢eni pravdépodobnosti lokalizace tumoru pouze na
prostatu (klinicka stadia I-III), tj. pravdépodobnosti radikalni kurability chirurgickou cestou,
pouzivaji predikéni tabulky — Partiniv nomogram, ktery se pied operaci vypocitava
z Gleasonova skore, sérového PSA a klinického stadia (Eifler a spol., 2013). Na podobném
principu jsou zalozeny i D'Amicovy kategorie rizika, které misto klinického stadia pouzivaji
klasifikaci primarniho tumoru (cT). Pacienti jsou poté zarazeni do kategorie s rizikem
nizkym, stfednim a vysokym (D'Amico, 2001). V posledni dobé zadina byt také zminovana
skupina pacientii s velmi vysokym rizikem (Capoun, 2013) — timto modifikovana definice

rizikovych skupin pacientl je uvedena v Tabulce 10.
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Tabulka 10. Rizikoveé skupiny pacientii s karcinomem prostaty

Rizikova skupina Charakteristika skupiny

nizké riziko T1-2a a Gleason skore < 6 a PSA < 10 ng/ml

stiedni riziko T2b-2c nebo Gleason skore 7 nebo PSA 10-20 ng/ml
vysoké riziko T3a-3b nebo Gleason skore 8—10 nebo PSA > 20 ng/ml
velmi vysoké riziko T3c—4 nebo N1-3 nebo M1

Problémem pouziti rizikovych skupin v porovnani s predikénimi tabulkami je
neefektivni vyuziti dat a sniZzeni piesnosti predikce, protoze kontinudlni proménné (napf.
PSA) se zde kategorizuji v rizném rozmezi. Mozna i proto se v souc¢asné medicing stale vice
uplatfiuje zhodnoceni o¢ekavané doby pieziti pacienti (life expectancy) a jejich celkovy
zdravotni stav, nejcast&jsi skorovaci systémy jsou Charlson comorbidity index (Charlson a

spol., 1987), Karnofsky index a ECOG skore (Capoun, 2013).
3.2.7 Terapie karcinomu prostaty

Navrh terapeutické strategie je vysledkem zhodnoceni vSech dat — stagingu, gradingu,
véku a celkového stavu nemocného. Urcujici je souhlas pouceného pacienta, ktery ovSem z
1ékate odpoveédnost za dalsi pribéh nemoci nesnima. U vysoce rizikového karcinomu prostaty
je kromé terapeutické preference informovaného pacienta nutné vzdy zvazeni multimodéalniho
piistupu. V piipadé chirurgické terapie je vhodna centralizace téchto nemocnych do high
volume center (Babjuk a Matouskova, 2009). U nemocnych vysSiho véku s dobie
diferencovanym tumorem (Gleason skére do 4 a objem do 1 cm®) je mozna vy&kavaci taktika
(watch and wait, watchful waiting), ktera se realizuje formou aktivniho dozoru (surveillance).
Predpokladem jsou zde pravidelné 2-3meésicni kontroly (Klener a Abrahdmova, 2002).
Vlastni terapie se zahajuje pii znamkach aktivity onemocnéni nebo dle prani pacienta. Jinak

se vyuziva vSech terapeutickych modalit.

Chirurgicka terapie

Radikélni prostatektomie je hlavni léCebnou modalitou lokalizovanych forem
karcinomu prostaty (T1-2) u nemocnych s piedpokladanou delsi dobou dalsiho zivota (nad 10
let). Spociva v chirurgickém odstranéni celé zlazy vcetné kapsuly. Operacni pfistupy jsou
rizné — otevieny, laparoskopicky, roboticky; z hlediska onkologické bezpecnosti jsou tyto
techniky srovnatelné (Busch a spol., 2015; Shi a spol., 2014). Obligatorné se rozsifena

panevni lymfadenektomie provadi u stfedné rizikovych pacientli, v indikovanych piipadech
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s preferenci nervy Setficich operacnich postupti — ke snaze o zachovani potence. VéEtSinou se
dava ptrednost radikalni retropubické prostatektomii, ktera umoziuje lepsi ptehled opera¢niho
pole. Perinedlni pfistup je preferovan u starSich nemocnych, nebot’ znamena mensi operacni
zatéz (Klener a Abrahamova, 2002). Radikalni prostatektomie s rozsifenou panevni exenteraci
se je indikovana 1 u pacientt S vysokym rizikem dle D'Amica (cT3a), podminkou je delsi life
expectance. Pacienti zde musi pocitat s vysokou pravdépodobnosti nasledné multimodalni
1écby v zavislosti na patologickém nalezu a dal$im prubéhu onemocnéni (Babjuk a
Matouskova, 2009).

Tzv. zachranni (salvage) radikalni prostatektomie pfedstavuje zatim jediny kurativni
postup u nemocnych s lokalni recidivou po radiacni terapii, kdy je hrozba zvySeného rizika
metastatické progrese malignity a specifické mortality vysoka (Stephenson a Eastham, 2005).

Symptomaticky lze lokalné pokro€ilé tumory paliativné oSetfit kryochirurgicky, tj.
transuretralni instalaci sondy naplnéné tekutym dusikem, anebo provedenim transuretralni
resekci prostaty (TURP). Mimo bilateralni subkapsularni orchiektomie (subkapsularni
z kosmetickych davodi), kdy je kastrace formou ablativni hormonalni terapie, se dalsi

chirurgie u pokrocilych stadii neuplatiiuje (Klener a Abrahamové, 2002).

Radioterapie

Schopnost karcinomu prostaty reagovat na ozafeni je jen relativni (Wollin a spol.,
1989) a je znamo, ze u cca 30 % pacientl 1écenych potencialné kurativnimi davkami, dochazi
k relapsu v misté¢ ozateni (Lovey a spol., 2013). Zevni megavoltazni radioterapie je
povazovana za velmi uzite¢nou kurativni terapeutickou metodu. Ve svém konvencnim podani
je vSak provéazena zna¢nou morbiditou (tenezmy, priijmy, dysurie) danou ¢asnymi 1 pozdnimi
postradiaénimi zmé&nami. Nezadouci G¢inky se minimalizovaly pouzitim teleradioterapie. U
3D konformni radioterapie se toho docililo diky trojrozmérnému planovani, a to za zvySené
ucinnosti (De Bari a spol., 2014). Celkova optimalni davka v pribéhu 7-8 tydnt je kolem 70
Gy. Uginng&jsi nez pouzivané fotonové zéafeni je zafeni neutronové nebo protonové (Klener a
Abrahamov4, 2002). V soucasné dobé€ ale nejsou k dispozici data na podkladé EBM, ktera by
pouziti protonové terapie u karcinomu prostaty zduvodnili (Babjuk a Matouskova, 2009).
Radioterapie s modulovanou intenzitou (IMRT) je dal$i metodou, ktera efektivitu radioterapie
karcinomu prostaty posiluje; do prostaty je schopna frakcionalizované dodat az davku 80 Gy
(Nishimura, 2014). V piipad¢ kontraindikace chirurgického vykonu, 1ze u lokalizovanych
forem dosahnout stejné¢ dobrych vysledkd radioterapeuticky jako operacné (Welz a spol.,
2008).
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Brachyterapie se pouziva pii 1é€bé malych, pfesné lokalizovanych tumord, nebo jako
sekundarni radiac¢ni terapie k teleradioterapii u skupin se stfednim a vysokym rizikem
(Koukorakis a spol., 2009). U lokalizovaného karcinomu prostaty se vétSinou aplikuje
V nizkodavkovych schématech, tj. s nizkym davkovym piikonem (0,2-2 Gy/h). Pii této formé
brachyterapie jsou malé duté katetry doc¢asn¢ zavedené piimo do nadorové tkané. Ozarovani
trva fadove desitky hodin, vétSinou den ¢i dva. Dalsi moznosti je jejich permanentni aplikace
s vysokodavkovym rezimem (s vysokym davkovym piikonem: 12 Gy/h a vice), kdy jejich
aktivita postupné klesa, az se stava neméfitelnou. Recentni analyzy vyhody tohoto rezimu
s odvolavanim se na Casté poskozeni rekta zpochybnuji (Delouya a spol., 2015). S vyuzitim
modernich technologii tato terapie umoznuje dodat prozatim nejvyssi davku zafeni do
prostaty snejvyssi piesnosti (Morton, 2012). Radionuklidova zrna se pod USG/RTG
kontrolou implantuji intersticidlné do tkdné Zlazy transrektdlné ¢i transperinedlné. I tak
problémem zlstava zarueni homogenniho ozafeni, proto se kurativné brachyterapie ve formé
monoterapie vyuziva jen ziidka a neni standardné uznavana — vyjimkou je salvage terapie.
Jako zdroje ionizujiciho zéafeni se pouZivaji radionuklidy s kratkym poloasem rozpadu: %I,
1921y, 1% Au nebo %Pa (Klener a Abrahamova, 2002).

Radioterapie s neoadjuvantni, konkomitantni ¢i adjuvantni hormonélni supresi u
nemocnych s nizkym rizikem nutnd neni. U muzd se stfednim rizikem se pouziva
v kratkodobych rezimech (Babjuk a Matouskova, 2009). Po operaci se adjuvantni radioterapie
doporucuje u lokaln€ pokrocilého onemocnéni za ucelem prevence lokdlni recidivy a
eradikace lymfogennich mikrometastdz, kromé& lizka po prostatektomii se tak ozafuji i
spadové lymfatické uzliny. Paliativni radioterapie ma nezastupitelné misto v komplexnim
managementu metastatického onemocnéni. Zevni radiace kostnich metastdz pisobi
analgeticky. Ke zlepseni kvality Zivota nemocnych se takto midzou i. V. pouzit i osteofilni
radiofarmaka (®°Sr — Metastron, GE Healthcare, ***Sm — Quadramet, Lantheus Medical
Imaging, *°Re, ?**Ra) (Liepe a spol., 2003). Jako doplitkova metoda miZe radioterapie slouzit
I profylakticky proti ireparabilni gynekomastii, ¢asté po estrogenni terapii. Prsa se pted

hormonalni terapii ozatfuji malou davkou (5-6 Gy) (Klener a Abrahdmova, 2002).

Hormonalni terapie

Karcinom prostaty patii mezi hormonalné¢ dependentni nadorové onemocnéni. Je
zavisly na androgenech. Na rozdil od vySe popsanych, lokoregionalnich metod neni
hormonalni terapie metodou kurativni, ale mé vliv na oddéleni progrese. Svilij vyznam zastava
i v terapii generalizovaného onemocnéni. Radné pouZiti hormonalni terapie snizuje morbiditu

i mortalitu spojenou s karcinomem prostaty (Hellerstedt a Pienta, 2002).
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Neoadjuvantni podani hormonalni terapie je indikovéano u lokalné pokrocilého tumoru,
kdy deprivaéni terapii muzeme docilit downstagingu — zmenseni objemu prostaty az o 36 % a
tim usnadnit resekabilitu. U T2 karcinomt dochazi k 20-25% poklesu pozitivity resekénich
okraju ve vzorcich po radikalni prostatektomii (Montironi a Schulman, 1998). Na strané
druhé, vzhledem k moznosti vzniku periprostatické fibrozy, ktera by naopak operabilitu
znesnadnovala, tento postup neni stale Siroce akceptovan, ale je piipustny (Naiki a spol.,
2012). Optimalni trvani neoadjuvance by mélo byt vrozmezi 6-8 mésicu (Babjuk a
Matouskova, 2009). Adjuvantni hormonalni terapie po operaci a/nebo radioterapii je
indikovana v ptipad¢ setrvale zvysSené koncentrace PSA. Optimalni doba pro jeji zahajeni
(Casnd vs. odlozend androgenni deprivace) u pacientd s pokrocilym karcinomem prostaty
zistava nadéle rozporuplnym tématem (Prochazkova-Studentova a Student, 2012). U
lokalizovaného onemocnéni se hormonalni terapie nedoporucuje, zatimco V terapii
generalizovaného onemocnéni je ablace hormondalni manipulaci naopak metodou volby
(Klener a Abrahamova, 2002). V zasad¢ existuji dva hlavni druhy hormondlni terapie —
pouziti antiandrogenti a androgenni deprivace.

Antiandrogeny mechanizmem kompetitivni inhibice, kdy se vazi na vazebné misto
AR, putisobi stejné jako endogenni androgeny — zptsobuji intranuklearni translokaci receptoru,
kde v jadie navozuji konformacéni zmény, jez zabranuji jeho transkripéni aktivité. Vysledkem
deplece androgent je apoptoticka regrese tumoru (Klener a Abrahamova, 2002). Bicalutamid,
flutamid, nilutamid a abirateron patii mezi bézné pouzivané antiandrogeny. Vzhledem
Kk hepatotoxické a mutagenni limitaci cyproteron acetatu, tento nespada mezi 1éky prvni volby
(Kasper, 2001; Kim a spol., 2014). I zakladni antiandrogeny mohou mit fadu nezadoucich
ucinki. Jejich hepatotoxicita (vzestup jaternich transaminaz) je zavazna pouze vzacné.
Dal$imi nezadoucimi G¢inky jsou gastrointestinalni toxicita (prijmy u flutamidu) a plicni
toxicita (dokonce plicni fibroza pfi terapii nilutamidem). U¢innou novinkou v antiandrogenni
terapii je enzalutamid (preparat MDV3100) (Quintela a spol., 2015). Hormony se nejéastéji
podavaji kontinualné, az do znamek relapsu. Jejich samostatni aplikace je nevhodna,
V navaznosti na kastraci zvySuji efektivitu terapie o 14 % (Klener a Abrahamova, 2002).

Androgenni deprivace Se navozuje dvéma zakladnimi pfistupy, jednak tzv.
»chemickou kastraci* pomoci agonistli hormonu uvoliujiciho luteinizaéni hormon (LHRH
agonisté) nebo jiz vySe zminénou Kkastraci chirurgickou. Zakladnim predstavitelem je
leuprolid, ktery inhibuje syntézu testikularnich androgent, avSak bez vlivu na syntézu
androgenit z jinych zdroji (nadledviny, autokrinni sekrece nadorovych bungk). Dal§imi
LHRH agonisty jsou goserelin, triptorelin, degarelix a buserelin. Jistym paradigmatem je

zavedeni LHRH antagonistt (napt. abarelix, cetrolexin) do praxe v avodu terapie. Po
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okamzitém potlaceni Gi¢inku testosteronu abarelixem se potom standardné pokracuje v terapii
LHRH agonisty (Tombal, 2012). Mechanizmus u¢inku LHRH analog tkvi v down regulaci
sekrece luteiniza¢niho hormonu s naslednym poklesem testosteronu na uroven kastracnich
hodnot. Po navazani LHRH analoga na LHRH receptor dochazi v prvni tyden terapie k tzv.
fenoménu vzplanuti (flare-up fenomén) — jeho aktivaci dochazi k pocateénimu vzestupu
hladin testosteronu. Preventivné se nejpozd¢ji se zahajenim androgenni deprivace doporucuje
konkomitantné¢ medikovat po dobu nejméné jednoho mésice antiandrogeny, kupf.
bicalutamidem (Vis a spol., 2015). Androgenni deprivace ma mnozstvi nezadoucich
vedlejSich ucinkt, které se klinicky projevuji jako tzv. kastraéni syndrom: navaly, unava,
ztrata libida, erektilni dysfunkce a zmenseni velikosti penisu, priristek na hmotnosti, ibytek
svalové hmoty, pfirtstek tukové hmoty, osteopenie a osteopordza, gynekomastie, ubytek
vousu a ochlupeni, hyperlipidémie a hyperglykémie v dusledku inzulinové rezistence. Vyssi
vyskyt kardiovaskularnich piihod se v souvislosti s touto terapii nepotvrdil (Smith a spol.,
2011). Uginnost chirurgické a chemické Kastrace je stejnd, vyhoda podavani LHRH agonistt
je reverzibilni G¢inek a u n€kterych pacientt lepsi psychicka tolerance. Nevyhodou je cena,
proto se v CR upfednostiiuje nadale orchiektomie chirurgicka (Klener a Abrahamova, 2002;
Prochazkova-Studentova a Student, 2012). Neoadjuvantni a konkomitantni androgenni
deprivace je lepsi nez Cist€¢ adjuvantni podani. Za optimalni dobu aplikace se povazuje 18
meésicl, u vysokorizikovych tumorti mozno terapii prodlouzit (Babjuk a Matouskova, 2009).
Sekundarni hormondlni 1é¢ba zahrnuje pouziti glukokortikoidi, které piisobi ptimou
inhibici steroidni syntézy. Jejich kyzenym efektem je piedevsim paliace — navozuji tlevu od
kostnich bolesti a mohou mit i v malé¢ mife vliv na pokles PSA. Nejcastéji se vyuziva
prednison v davkovani 10-20 mg/d; standardné je soucasti algoritmu v terapii kastra¢né
rezistentni formy karcinomu prostaty. Uzitecné mohou byt i estrogeny (estramustin —
Estracyt, Pfizer), kvtli obavé z trombembolickych a kardiovaskularnich komplikaci se ale v

soucasné dobé piilis ¢asto nepouzivaji (Prochazkova-Studentova a Student, 2012).

Chemoterapie

Chemoterapie ma misto u hormonéln¢ rezistentnich a hormondlné refrakternich
tumorti, 1 kdyZ chemosenzitivita karcinomu prostaty je relativné omezend. Obecné neni
odpovéd’ na chemoterapii vétsi nez 30 %. Indikacéni kritéria zuzuje Casto vysoky vek a Spatny
celkovy stav pacientl. Efektivit¢ adjuvantné podana chemoterapie zabranuje vazivovym
zménam po piedchozi operaci nebo radioterapii, které ztézuji vlastni prinik cytostatika do
mista pusobeni. Vyznam cytostatické adjuvance je proto stale diskutovan (Klener a

Abrahamova, 2002). Jako prvni cytostatikum, které prokazalo klinicky benefit u pacientl s
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metastatickym kastraéné rezistentnim karcinomem prostaty a bylo jako prvni schvaleno
standardnim rezimem v jeho terapii, bylo interkala¢ni cytostatikum mitoxantron
(Prochazkova-Studentova a Student, 2012). Z mnoha zkousenych chemoterapeutik maji
V kombinovaném rezimu 2. linie terapie své uplatnéni alkylacni latky (cyklofosfamid,
cisplatina, mitomycin C), dal$i interkala¢ni latky (doxorubicin, epirubicin), inhibitory
topoizomerazy II (etopozid) a konecné inhibitory mikrotubulli (taxany — kabazitaxel,
docetaxel v intermitentnim rezimu, vinorelbin a v monoterapii — uz zmifovany estramustin)
(Klener a Abrahamova, 2002; Kume a spol., 2015).

Bisfosfonaty se bézné pouzivaji v klinické praxi u pacienti s metastatickym
postizenim skeletu (Prochazkova-Studentova a Student, 2012). U karcinomu prostaty byl
prokazan vliv na pteziti u klodronatu, na oddaleni kostnich komplikaci u zoledronatu a

denosumabu (Babjuk a Matouskova, 2009).

Biologicka terapie

Biologicka terapie v pravém slova smyslu, tedy pouziti vhodné uc¢inné monoklonalni
protilatky proti nddorovym bunkdm prostatického karcinomu, je stidle ve fazi klinického
vyzkumu. Zkousi se protilatky proti membranovému epitopu PSA (anti-PSMA) (Santana a
spol., 2012), proti receptoru pro EGF nebo protilatka proti VEGF (Klener a Abrahamova,
2002). V ramci komplexni podpirné terapie se u nemocnych s kostnim postizenim podavaji
antagonisté receptort pro endotelin A — nejznaméj$im je atrasentan (Xinlay, Abbott), jehoz

cilem je omezit vznik dalSich osteoplastickych metastaz (Carducci a spol., 2002).

Imunoterapie

Na poli imunoterapie u hormonalné rezistentnich pokrocilych forem karcinomu
prostaty ma vyznam léCebna imunizace vakcinou sipuleucel-T (Provenge, Dendreon
Corporation). Od pacienta odebrané dendritické buniky neboli APC (antigen prezentujici
buriky) jsou ex vivo rekombinantné obohaceny o bilkovinu (PA2024), ktera k odebranym
dendritickym bunikam pfipoji antigen kyselé prostatické fosfatdzy s GM-CSF. Toto obohaceni
o antigen pomaha V identifikaci nadorovych bun€k prostaty, protoZe zminovanou kyselou
fosfatdzu tyto nadorové bunky obsahuji az z 95 %. GM-CSF hraje signalizaéni roli pro
aktivaci vykonnych (bojovych) bunék — granulocytd a makrofagh — proti prisluSnym
nadorovym bunkam, jinak feceno: stimuluje vyzravani imunokompetentnich bunék urc¢enych
pro boj s nadorovou tkani (So-Rosillo a Small, 2006). V soucasnosti probiha III. faze

klinického zkouSeni dalSiho nadéjného kandidata na imunoterapii, konkrétné transgeneticky
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piipravené¢ vakciny PROSTVAC (Bavarian Nordic), ktera je cestou antigenové kaskady
kromé PSA cilend i na dalsi nddorové antigeny (Shore, 2014).

Nasledky terapie a rehabilitace

Ackoli piezivani bez znamek nemoci (disease-free survival) zistava hlavnim cilem
terapie, erektilni dysfunkce zejména po radikalni prostatektomii je stale castou komplikaci
ovliviujici kvalitu zivota pacienta. Frustrace z této komplikace mize také negativné ovlivnit
pacientovu adherenci k dalsi nutné terapii. I kdyz je k dispozici hned né€kolik moznosti terapie
— inhibitory fosfodiesterazy 5 (sildenafil — Viagra, Pfizer; tadalafil, vardenafil), ,,vakuové
pumpy*, intrakaverndzni/intrauretralni aplikace prostaglandinu, penilni protézy, konkrétni
doporuceni optimalni rehabilitacni terapie nebo strategie zatim neexistuji (Kim a Lee, 2015).
Akutni 1 chronickd postradiacni proktitida postihuje az 50-75 9% pacientii 1écenych
brachyterapii. Kromé subjektivniho dyskomfortu je jejim nejcastéjSim projevem rektoragie.
Doporucen je co nejvic konzervativni postup a terapie pouze symptomaticka (Phan a spol.,
2009).

3.2.8 Prevence, screening a dispenzarizace karcinomu prostaty

Prevence

Jelikoz kromé véku se u nas dalsi rizikové faktory karcinomu prostaty daji sledovat
jen tézce, neni primarni prevence v soucasné dobé mozné. Otazka chemoprevence v inicialni
fazi kancerogenni kaskady, ktera je jesté reverzibilni, je vzhledem k nedostatku kvalitnich
studii diskutabilni. Chemoprotektivni vliv maji napf. liorazol, retinoidy, deltanoidy a
flavonoidy a nékteré typy inhibitort So-reduktazy — finasterid (Proscar, Merck) (Klener a
Abrahamov4, 2002). V sou€asné dob¢ predstavuje screening hlavni mechanizmus sekundérni

prevence.

Screening

Metodami prvni volby vcasné detekce jsou palpacni vySetieni prostaty p. r. a vySetieni
hladin PSA v krvi Vv jednoro¢nim intervalu. Screening na Casné faze tumoru prostaty je
vhodné provadét od 50 let véku. Jako celoplo$ny vyhleddvaci program zatim nefunguje,
zvazovan je pro rizikové skupiny populace (Dusek a spol., 2014). U muzi s pozitivni
rodinnou anamnézou se doporucuje o 10 let diive. Na druhé strané, u muzii s pocatecni
hodnotou PSA < 1 ng/ml mize byt dostacujici interval 8 let. U muzu starSich 75 let s

pocatecni hodnotou PSA < 3 ng/ml neni dalsi testovani PSA vzhledem k velmi nizkému
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riziku imrti na karcinom prostaty nutné (Prochazkova-Studentova a Student, 2012). P. r.
vySetieni a elevované PSA pfi samostatném pouziti dokazou odhalit malignitu u 0,3 %
asymptomatické populace, pii pouziti v nasledné kombinaci s TRUS se jejich vypovédni
hodnota zdvojnasobuje (Perrin a spol., 1991). U symptomatickych jedinci znamena pozitivni

p. r. nalez se zvySenym PSA 20-25% Sanci na dg. karcinomu prostaty (Mistry a Cable, 2003).

Dispenzarizace

Dispenzarizace nemocnych je nezbytna na urologické ambulanci, u pokro¢ilych stavu
je vhodna konzultace uroonkologa, nebo klinického onkologa. Dispenzarizace je celozivotni.
U lokalizovaného onemocnéni zahrnuje klinické vySetfeni véetné p. r. vySetieni, laboratorni
vySetieni (PSA, moc), USG ledvin a postmik¢niho rezidua v 3mési¢nich intervalech béhem
prvniho roku. V dal§im sledovani lze intervaly prodlouzit podle charakteru a pribéhu
onemocnéni na 6 mésict. DalSi paraklinickd vySeteni, jako je TRUS, uroflowmetrie,
scintigrafie skeletu nebo PET/CT, pouzivame jenom Vv indikovanych pfipadech. Stejna
dispenzarizace probiha i u generalizovaného onemocnéni, avSak vzhledem k celkovému stavu
pacientli S dirazem na mnohem vétsi individualizaci. Kromé& vyse zminénych vySetfeni
posuzujeme vzdy vytéZnost indikace dalSich vySetfeni — CT, RTG plic, cilenych RTG
snimkd, PET/CT nebo doplfujicich laboratornich vySetfeni (testosteron, prolaktin atd.)
(Babjuk a Matouskova, 2009).

3.3 KOZNi METASTAZY

3.3.1 Vyskyt, mechanizmus Sifeni a chovani koZnich metastaz

Metastazy do kiize jsou ndlezem relativné vzdcnym, jejich incidence se u
metastazujicich tumord udava mezi 0,6-10,4 % a predstavuji 2 % vSech koznich malignit
(Alcaraz a spol., 2012). Kozni metastazy muze ale prakticky zalozit kterykoliv tumor (Klener,
2002). Jako prvni znamka metastatického rozsevu se vyskytuji u 7,6 % nemocnych.
Frekvence vyskytu za posledni roky nepatrné stoupa (Wong a spol., 2014). V jedné vétsi
americké studii (Lookingbill a spol., 1993) se zjistilo, ze kiize je v pofadi 12. organem, ve
kterém metastazy ze vSech malignit vznikaji. Pfilezitostné se mohou objevit kozni metastazy i
za desitky let po kurativni excizi primarniho loziska (Lookingbill a spol., 1993).

I kdyZ prognoza pacientl s koznimi metastdzami zavisi na typu a biologické povaze
primarniho tumoru a jeho odpovédi na paliativni terapii, jejich pfitomnost se povazuje za

velmi neptiznivou znamku (Helm a spol., 2014). V dob¢ diseminace do ktize jsou zpravidla
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pfitomny uz i metastazy v jinych organech (Luna a spol., 2013), které jsou za celkovou
mortalitu v kone¢ném disledku zodpovédné vic nez primarni tumor (Chambers a spol., 2002).
Median preziti po verifikaci dg. kozni metastazy je obecné jen cca 6,5 mésice (u karcinomu

prsu do 14 mésici) (Schoenlaub a spol., 2001).

Kozni metastazy jsou definovany jako neoplazie postihujici dermis a subcutis bez
pfimého spojeni s primarnim tumorem. Jsou to metastazy vzdalené. I pfes definici, ve vySSich
stadiich onemocnéni je obtizné az prakticky nemozné exaktné rozlisit, zda se jedna o obraz
procesu piimého Sifeni tumoru per continuitatem (naptf. do stény/kuze hrudniku u T4
karcinomu prsu), nebo pravé o metastazujici rozsev v pravém slova smyslu — a to nezfidka i
po absolvované adjuvantni terapii. Pfipousti se i Casto nevidand moznost iatrogenni
implantace nadorovych bun¢k do kize béhem chirurgického vykonu (Helm a spol., 2014).
Mnohem castéjsi je Sifeni lymfogenni (typické pro karcinomy, nejcastéjsi) nebo hematogenni
(vic charakteristické pro sarkomy). Lymfaticka propagace do kize je obvykle provazena jeji
zanétlivou reakci a vazivovymi zménami, dochazi k fibrotizaci koria. Krevni cesta rozsevu
muze dat synchronné za vznik vice metastdz na vice vzdalenych mistech. Postizeni samotné
epidermis (tzv. epidermotropni metastazy) diferencialné diagnosticky napodobuji primarni
kozni malignity — tento typ metastaz je Casty u melanomu, ale i u karcinomu prsu nebo
prostaty (Pizinger, 2010). Nékteré metastazy — zejména do oblasti kozniho pupku (tzv. Sister

Mary Joseph's nodule) — mohou vznikat v§emi tfemi zptisoby (Dar s spol., 2009).

Kozni metastazy vznikaji v kterémkoli v€ku, ale nejcastéji po 6. deceniu, kdy jejich
relativni ¢etnost koreluje s ¢etnosti vyskytu primarniho tumoru v tomto véku a s ohledem na
pohlavi. Nejc¢astéji, tj. v 30—75 %, jsou koZni metastazy zjiStovany u karcinomu prsu. Bez
ohledu na pohlavi, z dalSich malignit pak u maligniho melanomu (5-45 %), karcinomu
vedlejsich dutin nosnich (20 %), dutiny ustni a laryngu (12-16 %), mén¢ u bronchogenniho,
kolorektalniho karcinomu a karcinomu ledviny (Helm a spol., 2014, Klener, 2002).
Lokalizace koznich metastaz je vzhledem Kk regionalnimu splavu ovlivnéna lokalizaci
primarniho tumoru (Pizinger, 2010) a do jist¢é miry i imunologicky — vyssi afinitou
nadorovych bun¢k k ur¢itym typtam cilovych tkani (Hu a spol., 2009). Po¢et nemocnych, ktefi
ptichazeji primarné s koznimi metastazami a dosud u nich ptivod malignity zjistén nebyl, je
velmi maly (Pizinger, 2010). Protoze metastazy maji klinicky velmi riznorody vzhled — jako
ptiklad viz nasledujici podkapitola, usuzovat na jejich pivod pouze z makroskopie mozné

neni. Diagnostiku nékdy kupfedu neposune ani prosté histologické vySetifeni, oporou pii
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identifikaci primarniho tumoru je imunohistochemicky rozbor bioptického vzorku (Klener,
2002).

3.3.2 Kozini metastdzy karcinomu prsu a karcinomu prostaty

KoZni metastazy karcinomu prsu

Na tomto mist¢ nutno zminit, ze karcinom prsu je historicky jednim z prvnich
popsanych lidskych tumord. Prvni popis se dochoval z roku 1600 pi. n. I. v starém Egyptu.
V starovékém Recku Hippokrates (460-370 pi. n. 1.) k §ir§imu oznaeni maligniho bujeni
pouzil termin ,,karkinoma“, oznacujiciho kraba obecného (pobiezniho) — druh Carcinides
maenas, kterého klepeta ptipominaly pravé metastazy karcinomu prsu do kuze (Retief a
Cilliers, 2011).

Vzdalené metastazy doprovazeji az klinické stadium IV karcinomu prsu, jsou
projevem systémového onemocnéni. Lokalni kozni recidiva po mastektomii se vyskytuje v 5—
10 % (Hirsch a spol., 2015), po prs Setficim vykonu je incidence o néco vyssi — v 10-15 %
(Hirsch a spol., 2013). Vétsina (95 %) téchto recidiv nastane do 5 do 10 let od vykonu
(Moore, 2002). Krom¢ lokoregionalni recidivy v oblasti kize piedni c¢asti hrudniku
ipsilateralné jsou dal$imi cCastymi lokalizacemi metastatickych 1ézi ktze skalpu a
periaurikularni oblasti, bficha v¢etné pupku, axily, zcela vzacné hornich koncetin a zad (Helm
a spol., 2014; Pizinger, 2010).

Diseminovany karcinom prsu se na kiZzi projevuje nékolika odliSnymi
klinickopatologickymi nalezy, v¢etné ptimého Siteni do klize projevujiciho se jako Pagetova

nemoc nebo jako nehojici se uzlovité ulcerace (Obrazek 2).

Obrazek 2. Exulcerovany uzlovity metastaticky karcinom prsu
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Podle definice metastdz miize pak byt Pagetova nemoc povazovana za piimé Siteni do
kize a podkozi, nebo mize byt povazovana i za lokalni metastaticky rozsev (Pizinger, 2010).
Uplné typickym projevem koznich metastaz karcinomu prsu jsou oviem drobné povrchni
uzliky — preferencné v okoli chirurgické jizvy nebo parasternalné, makroskopicky vzhledu
neulcerovanych papul. Barevné spadaji do pfechodu od riZzové az po Cervenou, na fezu Casto i
bilé (Mordenti a spol., 2000). Suspekce na malignitu by méla byt vzdy dokumentovana
biopsii, protoze také napi. granulom z ciziho télesa a nckteré infekéni procesy mohou
podobné obrazy simulovat. Z dalSich diferencialné diagnostickych rozvah stoji za zminku
primarni kozni tumor, zmetastazovany maligni melanom a karcinom plic, které jsou
histologicky lehce od metastaz karcinomu prsu odlisitelné (Rosai, 1989).

Neékteré formy koznich metastaz jsou typické jen pro karcinomu prsu (Moore, 2002).
Tento se vzacné muize projevit jako inflamatorni metastaticky karcinom, ktery je
charakterizovan pomalu se zvétSujicim pruhovitym erytémovym loziskem nebo figurovanou
plochou v oblasti okolni kiize prsu. Vyjma celkovych pfiznakd ma klinicky obraz celulitidy,
ptipomina erysipel; béhem tydnt trvani dostava kiize nazloutly odstin a fibrotizuje (Klener,
2002). Dalsi formou je telangiektaticky karcinom. Makroskopicky se jedna o do plochy
uspofadané peckovité nacervenalé papuly s erytémem, jejichz povrch mize mit n&kdy
papilomato6zni charakter a mize i ulcerovat. Metastazy kyrysovitého typu (,,en cuirasse®) jsou
osobité¢ difuznim tuhym zduienim ktze a podkozi, kdy nalez pfipomina az sklerodermii.
Neoplasticka alopecie a rozsev do zosteriformnich formaci jsou nalezy je$té neobvyklejsimi
(Rosai, 1989).

Obrazek 3. Infiltrativne rostouci kozni metastaza karcinomu prsu (HE 100 %)
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Mikroskopicky dominuje obraz malych az velkych agregatd bunék tumoru,
obklopenych fibrozni tkani. Buiky jsou typicky aranzované do ,,z1dazam podobnych* (gland-
like) struktur, viz Obrazek 3.

Kozni metastazy karcinomu prsu se pozitivné znaci protilatkami proti cytokeratinim
(CK7, CAM 5.2, Ber-EP4), membran¢ epitelu (anti-EMA) a CEA (anti-CEA). DalSimi
pomocnymi markery jsou mén¢ specifické ER, PR a nové i AR (Helm a spol., 2014; Mordenti
a spol., 2000). Konkrétngjsim odlisSenim metastazy od primarniho tumoru je pozitivni reakce
na exprimovany apokrinni marker GCDFP-15, tzv. prolaktinem-inducibilni protein (Lacroix,
2006).

Soucasnym zlatym standardem v jejich terapii je systémova paliativni chemoterapie,
vzdy podle specifického protokolu, ktery se odviji od originalni histopatologie a stagingu
pacienta. Lokalni postupy jako chirurgicka excize, kratkovinna radioterapie, imunoterapie,
intralezionalni chemoterapie (lokalni aplikace miltefosinu — Miltex, Baxter), aplikace
antiangiogennich 1€kt a praveé i metoda PDT se mohou uplatnit pouze v eradikaci solitarnich
1ézi a v pozdnich stadiich nemoci ve smyslu zlepSeni kvality zivota (Hirsch a spol., 2015;
Leonard a spol., 2001; Moore, 2002).

KoZni metastazy karcinomu prostaty

Kozni metastazy karcinomu prostaty jsou jevem raritnim, jejich incidence se odhaduje
na 0,10-0,36 % (Brown a spol., 2014; Mueller a spol., 2004). Ve sv€tové literatuie jsou
K nalezeni spise jen desitky jednotlivych kazuistik (Ogunmola a spol., 2013). Doprovazeji
(Abrol a spol., 2011).

Karcinom prostaty relativné bézné zaklada metastazy do kize obliceje a krku, hornich
partii hrudniku, pupku, spodnich ¢asti bficha, ttisel, penisu, perinea a hyzdi nebo dolnich
koncetin (Helm a spol., 2014).

Jak je patrné na Obrazku 4, svoji makroskopii obvykle imituji kozni pyodermie
(Pizinger, 2010), a to piedevsim v oblic¢ejové lokalizaci, kde tvofi neulcerujici papulonoduly
(Sharma a Chandra, 2005). Ostatni formace (zosteriformni u perineuralni propagace) se
povazuji za uplnou vzacnost (Bluefarb a spol., 1957). Diagnosticky je na prostatickou
etiologii koZnich metastaz nutno pomyslet hlavné u nemocnych s ,,vylécenym* karcinomem

prostaty v predchozi anamnéze; kozni biopsie je nepostradatelna (He a spol., 2012).
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Obrazek 4. Papulonodularni metastazy karcinomu prostaty
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Zdroj: Sharma a Chandra, 2005

Histologické vysetieni popisuje zlazovou tkan s acinarnim uspoiadanim (Obrazek 5,
Sharma a Chandra, 2005). Imunohistochemické barveni byva s pozitivnim vysledkem pro
PSA (Abrol a spol., 2011) a cytokeratiny CAM 5.2, Ber-EP4, CK7 (Helm a spol., 2014). Pti

neprikaznosti protilatek proti PSA je vhodné doplnit stanoveni exprese prostatické Kyselé

fosfatazy (Rattanasirivilai a spol., 2011).

Strategie podpurné terapie se od jinych koznich metastaz nelisi — chirurgicka excize,
radioterapie, event. v kombinaci (Mak a spol., 2014; Mueller a spol., 2004), nebo PDT pii
selhani efektu ptedchozi teleradioterapie (Barrett a spol., 2014).
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34 FOTODYNAMICKA TERAPIE
3.4.1 Definice PDT

Fototerapie vyuziva svétlo k 1é¢bé nemoci. Jeji podskupinou je fotochemoterapie,
ktera je podminéna i paralelni aplikaci léku. Fotodynamicka terapie (PDT) je druh
fotochemoterapie, ktery kromé terapeutické aplikace svétla a léku — fotosenzitizéru —
vyzaduje také pritomnost kysliku v cilové tkani. PDT, jakozto piibuzna laseroterapie, byla
zpocatku nékterymi autory oznaCovana jako terapie fotoradia¢ni (Dougherty a spol., 1978).
Vedle terapie chirurgické, chemo-, radio- a imunoterapie je PDT jednou z dalSich metod

onkologické terapie (Obrazek 6).

Obrazek 6. Postaveni PDT v ramci metod onkologické terapie

onkologicka terapie
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3.4.2 Historie PDT

Snad vSechny pfirodni narody uctivaly Slunce jako bozsky zdroj zivota, a tak se
prakticky vétsina starovékych tradi¢nich medicinskych $kol propracovala k védomi dulezitosti
svétla pro lidsky organismus. Sice zpocatku pievazné pouze empiricky, staré Ceské tslovi
,Kam nechodi Slunce, tam chodi 1ékaf...” dodnes velmi piesn¢ vystihuje a racionalné
podtrhuje terapeuticky vyznam svétla (Javirek, 1995).

D¢&jiny PDT sahaji do starovéku. Terapeutické ucinky svétla na psoriazu, vitiligo,
kozni malignity, ba i kiivici &i psychézy jsou dokladované v Egypté, Indii a Cing, a to
dokonce vcetné¢ lokalni aplikace prvnich ,fotosenzitizéra* rostlinného plvodu -
furokumarint, psoralenti. Celotélové piisobeni sluneéniho svétla polozilo v starovékém Recku
zaklad tzv. helioterapie, za jejiz otce byl oznacovan Herodotus (484-425 pft. n. 1.).

Zavislost fototerapie na meteorologickych podminkdch vedla k rozvoji umélych
zdroju svétla. Po dlouhém obdobi ,,temna“ byl dalsim milnikem fototerapie rok 1834, kdy se

Karlbrunnerovi podatilo z bergamotového oleje izolovat 5-metoxypsoralen (bergapten), ktery
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nasel své stalé uplatnéni az v 70. letech 20. stoleti v kombinaci s ultrafialovym svétlem A
(UV) pti tzv. PUVA terapii psoriazy (Ackroyd a spol., 2001).

V roce 1900 némecky student Raab pii experimentech s malarii zjist'uje, ze svétlo ma
za piidani akridinové oranze letalni u¢inek na nalevniky — trepku velkou (Paramecium
caudatum) (Raab, 1900). Historicky je to pravdépodobné pionyrska zminka o vyuziti
fotoreakci v biologickych systémech. Za terapeutické vyuziti koncentrovanych paprski svétla
byl v roce 1903 Nobelovou cenou za medicinu a fyziologii ocenén dansky lékar Finsen, ktery
je tak povazovan za zakladatele moderni fototerapie (Meller a spol., 2005). V tomtéz roce byl
fotosenzitizér (konkrétné eosin) von Tappeinerem a Jesionekem poprvé pouzit K terapii
koznich tumort (spinaliom, bazaliom) a koznich projevii tuberkulozy a syfilidy (lupus
vulgaris, condylomata lata zenskych genitalii) (Von Tappeiner a Jesionek, 1903). Von
Tappeiner spolu s Jodlbauerem nasledné v roce 1904 prokazali, Ze GspéSnost této terapie je
podminéna ptitomnosti kysliku, definovali pojem ,,fotodynamicky efekt* (Jodlbauer a von
Tappeiner, 1904). Ve 40. letech pak Blum navrhl, ze definice PDT by méla byt aplikovana jen
na fotochemické reakce, ve kterych byl kyslik spotfebovan a podle povahy prvnich kroki, tj.
mechanizmu uc¢inku, je nazval fotosenzitizovanymi procesy typu I a typu II (Blum, 1941).

I kdyZ byl hematoporfyrin poprvé izolovan Schererem v roce 1841, jeho biologickym
ucinkiim byla poprvé vénovana pozornost az v roce 1911, kdy Rakusan Hausmann na mysich
dokazuje i jeho fototoxicitu (Ackroyd a spol., 2001). Charakteristickou ¢ervenou fluorescenci
endogennich porfyrinii v sarkomech laboratornich zvifat a v lidskych tumorech po UV
ozateni Woodovou lampou pozdé&ji popisuje i Policard (Policard, 1924). Klinicky experiment
S PDT koznich metastdz karcinomu prsu u mastektomovanych pacientek publikuje
v Chorvatsku v roce 1931 Korbler (Korbler, 1931). Jedenact let nato, Auler s Banzerem diky
fluorescenci exogenné podaného porfyrinu dokézali jeho akumulaci v transplantovanych
tumorech u potkant (Auler a Banzer, 1942). Vysledky tohoto experimentu podpofil v roce
1948 Figgeho kolektiv na mysich — zjistil, ze rizné porfyriny (hematoporfyrin, koproporfyrin,
protoporfyrin a chelat Zn hematoporfyrinu) se kromé akumulace v nadorové tkani,
metastazach a CasteCné lymfatickych uzlinach hromadi také v omentu, fetalni, placentarni
tkani a tkani hojicich se ran (Figge a spol., 1948).

Dalsi obdobi historie PDT se zacalo psat v letech 1960-1961 na americké Mayo
Clinic, kde Lipson se spolupracovniky pokusné vyuzival zviditelnéni neoplastickych 1ézi
ptedchozim podanim hematoporfyrinu (Lipson a Baldes, 1960; Lipson a spol., 1961). Cohen a
Schwartz v roce 1966 upravili ,,hruby* hematoporfyrin kyselinou octovou a sirovou — takto
vzniklé porfyrinové smési oznacili za hematoporfyrinové derivaty (HpD). Vyhodou noveé

pfipravenych HpD v porovnani s prostym hematoporfyrinem byla jejich lepsi akumulace v
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nadorové tkani, coz dokazovali v pokusech na xenotransplantovaném rhabdomyosarkomu u
mysi (Cohen a Schwartz, 1966). Vyraznym meznikem vyvoje PDT byla druha polovina 70.
let minulého stoleti. V roce 1975 Dougherty a spol. podal zpravu o prvnim uspé$ném —
kompletnim vylé¢eni malignity (lidsky karcinom prsu) metodou PDT u mysi; ve Stejném roce
dosahnul stejného tspéchu i Kelly s transplantovanym lidskym tumorem mocového méchyie.
Rané klinické experimenty na lidech probihaly uz o rok pozdé¢ji, kdy Kelly a Snell vyuzili
HpD k cystoskopickému znaceni tumoru (Kelly a Snell, 1976). V roce 1978 uz Dougherty
publikuje tspéch PDT na souboru 25 pacientl s celkovym poctem 113 ozafenych koznich a
podkoznich 1ézi (spinaliom, bazaliom, maligni melanom, kozni metastdzy karcinomu prsu,
kolorekta, prostaty a endometria, chondro- a angiosarkom), kdy doslo ke kompletni nebo
parcialni odpovédi u 111 z nich (Dougherty a spol., 1978).

Nasledujici vyvoj PDT se potom odvijel z velké ¢asti od technologického pokroku
v medicing. Diky miniinvazivité chirurgickych ptistupt se klinické indikace PDT poslednich
30 let rozsitovaly. PDT se zacala, i kdyz zprvu vétsinou jako paliace, typicky vyuzivat i u
dalsich malignit — tumort Zlu¢niku, jicnu, hlasivek a nékterych bronchogennich tumort, u
rekurentnich gynekologickych malignit, intraokularnich 1ézi a dokonce i u gliomi CNS.
Zdokonaleni biochemickych technologickych postupti umoznilo dalsi testovani novych typt

fotosenzitizéru S vlastnostmi vhodné&jsimi pro PDT (Ackroyd a spol., 2001).

3.4.3 Princip PDT

PDT se sklada z tfi kliCovych slozek: fotosenzitizéru, zdroje svétla a piitomnosti
kysliku v cilovych tkdnich (Moriwaki a spol., 2001). Terapeuticky proces PDT je vSak
dvoustupnovy. Jeho rozhodujicim principem je fotosenzibilizace i fotoaktivace — selektivni
akumulace fotosenzibilizujici latky v tumoru s jeho naslednym ozafenim svételnou energii
vhodné vinové délky (A) (Pervaiz a Olivo, 2006; Zim¢ik a Miletin, 2004). Vlivem absorpce
svétla o specifické A dochazi ve fotosenzitizéru ke vzniku excitovanych stavi, které v zasadé
podléhaji dvéma typim deaktivacnich reakci. Bud’ excitovana forma fotosenzitizéru reaguje
pfimo se substratem za vzniku volnych radikalli substratu (mechanizmus tc¢inku I. typu), nebo
dochazi k transferu energie z fotosenzitizéru na kyslik za vzniku vysoce reaktivni singletové
formy kysliku (mechanizmus uc¢inku II. typu, tj. vlastni fotodynamicky efekt) (Pouckova,
2000). Cytotoxické pusobeni singletového kysliku a volnych radikald, zvlasté pak radikalt
lipidickych slozek bunéénych membran, je pticinou destrukce tumoru (Dolmans a spol., 2003;
Moriwaki a spol., 2001). Oba tyto mechanizmy mohou pii PDT probihat paralelné, avSak

jejich vysledny relativni terapeuticky podil je zavisly od typu a koncentrace fotosenzitizéru,
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na intratumorozni koncentraci kysliku a na afinité¢ fotosenzitizéru k substratu (Kolafova,

2005). Schematicky je princip PDT zobrazen na Obrazku 7.

Obrazek 7. Zjednodusené schéma fungovani PDT

1. 2.
aplikace fotosenzitizéru  distribuce fotosenzitizéru akumulace fotosenzitizéru vlastni PDT vyléceni

Zdroj: Brown a spol., 1999 (modif.)

Na druh¢ strané, destruk¢éni u€inek PDT na vétSinu populace nadorovych bunck neni
zavisly na typu tumoru (Stern a spol., 1993). Protinadorovy efekt PDT je vysledkem tii
vzajemn¢ pusobicich procesti: pfimé smrti nadorové bunky, poskozeni cévniho zasobeni
tumoru (Dolmans a spol., 2003; Yoo a Ha, 2012) a aktivace nespecifickych protinadorovych
imunitnich procest (Kammerer a spol., 2011; Mroz a spol., 2011). Role jednotlivych
komponent ve vysledné ablaci tumoru jsou proménlivé — daji se modifikovat podanou davkou

fotosenzitizéru, A a energii pouzitého svételného zdroje.

3.4.4 Mechanizmus ucinku PDT

I'Jéinky na atomové a molekularni urovni

Pokroky ve vyzkumu na poli fotochemie a fotofyziky vedly ke zjisténi, Ze pro vlastni
fotodynamickou reakci je rozhodujici schopnost fotosenzitizérti piejit do excitovaného —
tripletového stadia. V zakladnim stavu fotosenzitizéry volné elektrony nemaji. Pisobenim
vhodného svételného zdroje, tj. absorpci fotonu fotosenzitizérem, dochdzi k ptechodu
elektronu na vyssi orbit. Svétlo tak fotosenzitizér excituje do singletového stavu, ktery pak
prochazi mezisystémovym piechodem (intersystem crossing) do trpiletového excitovaného
stavu. Interakce s molekularnim kyslikem (jeho zékladni formou je také triplet, a tak se zde
muze uplatnit Wignerovo spinové pravidlo) vraci fotosenzitizér do jeho zékladni elektronové
hladiny a generuje vznik pravého fodynamického cinitele — singletového kysliku (*0,). Toto
je tzv. mechanizmus G¢inku II. typu (fotosenzitizovany proces typu II, 11. typ reakce) — vlastni

fotodynamicky efekt (Milgrom a MacRobert, 1998; Pouckova, 2000). Pravé tento
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mechanizmus je mj. i opravdovou pii¢inou hlavniho nezddouciho uc¢inku PDT — fototoxicity

fotosenzitizérii. Fotofyzikalni mechanizmy navozené PDT jsou znazornény na Obrazku 8.

Obrazek 8. Fotofyzikdlni mechanizmy navozené PDT

e
rrrrrr. hv zafeni svétla (dle Planckova vyzafovaciho zakona)
0 : /j Sens fotosenzitizér v zakladnim stavu singletového elektronu
\< Sens — 1Sens*  fotosenzitizér v excitovaném stavu singletového elektronu
I 3Sens* fotosenzitizér v excitovaném stavu tripletového elektronu
30 0; molekulovy kyslik (dikyslik)
z / (O superoxidovy (hyperoxidovy) volny radikal
.l 30, kyslik v zakladnim stavu — tripletovy kyslik
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Zdroj: Milgrom a MacRobert, 1998 (modif.)

Jelikoz molekuly fotosenzitizérii obsahuji dvojité vazby, proteiny a nenasycené lipidy
— hlavni slozky bunéénych membran — jsou singletovym kyslikem velmi snadno atakovatelné
pies pericyklické (enové) reakce, které vedou k jejich degradaci. Napt. aminokyseliny, které
obsahuji imidazol a indol (histidin, tryptofan), reaguji se singletovym kyslikem za vzniku
endoperoxidi. Ty zas uvoliuji hydroxylové radikaly, které plsobi na bunécnou DNA.
Aminokyseliny obsahujici siru (metionin) jsou singletovym kyslikem oXxidované na sulfoxidy,
které DNA baze (guanin) ptimo degraduji. Vysledkem II. typu reakce je pak bunééna smrt.
Dulezitou vlastnosti Il. typu reakce je navrat ozafeného fotosenzitizéru do zakladniho
elektronového stavu po pieneseni Své energie na molekularni kyslik. Teoreticky to znamena,
Zze cytotoxicky Cinitel singletového kysliku je generovan bez chemické pfemény
fotosenzitizéru, ktery muize znovu absorbovat dal$i foton a cely cyklus tak opakovat. Pii
dostatecné hladin¢ kysliku je jedina molekula fotosenzitizéru schopna efektivniho
vicenasobného doplitovani vlastni koncentrace. Casem ale i ona sama reaguje se singletovym
kyslikem, ktery ji kone¢né degraduje — to je podstatou tzv. fotovybélovani (photobleaching)
(Alexiades-Armenakas, 2006; Milgrom a MacRobert, 1998; Nowis a spol., 2005). Uvolnéna
energie se pii prechodu excitovaného fotosenzitizéru zpét do jeho zakladniho stadia projevuje
fluorescenci, ktera je dobfe patrnd v UV svétle. V praxi ma tento jev vyuziti ve
fotodiagnostice k ur¢eni presné hranice malignich a benignich 1ézi (Juzeniene a spol., 2007).

Mén¢ Castym je mechanizmus ucinku I. typu (fotosenzitizovany proces typu I, 1. typ

reakce). Uplatiiuje Se pii pieneseni elektronu z/na néktery z excitovanych stavi
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fotosenzitizéru za vzniku radikalovych meziproduktt (hlavné peroxidovy anion a jeho
konjugované kyseliny a hydroxylové radikaly). Tripletova excitovana forma fotosenzitizéru
pusobi pfimo na struktury bunky a vede ptimo k jejich destrukci (Alexiades-Armenakas,
2006; Nowis a spol., 2005). Je nutné zduraznit, ze v obou mechanizmech fotosenzitizace
dochazi ke tvorbé elektrofilnich ¢astic, coz Cini elektronové bohaté biomolekuly pfednostnim
centrem ataku. Reakce primarnich reaktivnich forem kysliku (ROS), tj. O,", HOO", H,0,,
'0,, s biomolekulami vedou ke vzniku velkého po¢tu typt sekundarnich radikald
zpusobujicich dalsi cytotoxické poskozeni. Sekundarni radikaly piedstavuji pro buiku
mnohem vétsi nebezpedi, nebot’ jsou iniciatory fetézovych reakci (Jori a Coppellotti, 2007).
Velikost reaktivity volnych radikal, kterd stoupa s nestabilni elektronovou konfiguraci, je
odhadnutelna z extrémné kratkého ¢asu zivota jednotlivych radikalt (Hippeli a Elstner, 1997)

— Kk ilustraci poslouzi Tabulka 11.

Tabulka 11. Polocasy zivota volnych radikalii — ROS

molekulovy kyslik (dikyslik) > 10?

superoxidovy (hyperoxidovy) radikal N 1x10°

singletovy kyslik 1x10°

hydroxylovy radikal ) 1x10°
Zdroj: Hippeli a Elstner, 1997

Pro pochopeni procesu PDT je dulezité znat zékladni fotofyzikalni a fotochemické
parametry pouzitého fotosenzitizéru v daném prostfedi — kliCova je doba zivotnosti
tripletovych stavid, rychlostni konstanta jejich zhaSeni kyslikem a kvantovy vytézek
singletového kysliku (Grossweiner, 2001). Singletovy kyslik ma tedy v realu velmi kratkou
dobu Zivotnosti (< 40 ns) a minimalni akéni radius (< 0,02 pum), proto ve skute¢nosti 0
destrukci bunéénych organel rozhoduje lokalizace fotosenzitizéru. Nekteré fotosenzitizéry je
mozné prokdzat pouze v urCitych organelaich — napf. porfyrin selektivné poskozuje
mitochondrie, ale jinde dostate¢nych hladin nedosahuje, ostatni organely poskodit schopny
neni. Fotosenzitizéry, které pronikaji do mitochondrii, obvykle vedou k apoptdze, zatimco ty,
které se vyskytuji v bunéénych membranach, obvykle zplsobuji nekrézu. Tyto organelové
specifické rozdily je mozné sledovat pfi pokusech in vitro. In vivo je situace komplexnéjsi a
izolovana apoptoza Ci nekréza bufiky pozorovatelna neni (Alexiades-Armenakas, 2006;
Nowis a spol., 2005). Ze vSech vySe uvedenych molekularnich ucinka plyne, Zze hladina

tkanového kysliku v tumoru je pro efekt fotodynamické reakce jeden z rozhodujicich Ciniteld.
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U¢inky na bunééné drovni

Smrt nadorovych bunék probihd tfemi zplsoby — nekroézou, apoptéozou a
autofagocytozou (Agostinis a spol., 2011). Za optimalni terapeuticky efekt PDT se povazuje
nekroza, ktera postihne vétsinu nadorovych bunék. Po PDT dochazi k poskozeni bunéénych
membran, zvlasté pak plazmatické membrany, jiz za nékolik hodin. Buné¢na replikace ustava
a dochazi k postupné cytolyze. Kromé plazmatické membrany jsou zasazeny i membrany
jadra, mitochondrii, lysozomil, Golgiho aparatu a endoplazmatického retikula. Poskozeni
dvojité membrany mitochondrii s naslednym zdufenim organely vede K inhibici dychaciho
fetézce (elektron-transportnich enzymil), inhibici oxidativni fosforylace a snizeni hladiny
ATP — vysledkem je energeticky kolaps buiiky. Proto je poSkozeni mitochondrii pro ucinek
PDT rozhodujici (Maftoum-Costa spol., 2007). Po disrupci membran lysozomi dochazi
K uvolnéni hydrolaz a influxu Ca?*, ktery aktivuje dal$i enzymy a pfispiva tak k autolyze
nadorové buiiky. Po PDT se také zvysuje transkripce a translace nékterych genii souvisejicich
s produkci latek pfi oxidaénim stresu (chaperony — stresové proteiny, heat shock proteiny).
PDT dale zasahuje do systému kontroly bunécného cyklu prostfednictvim recesivnich
onkogent Rb a p53. V kone¢ném stadiu se ale jadro svrastuje a tmavne (pyknoza), chromatin
se hromadi na vnitini stran¢ jaderné membrany (nasténnd hyperchromatdza), pak se jadro
rozpada na malé fragmenty (karyorexe) nebo se uplné ztraci jeho barvitelnost (karyolyza).
Reakce okolni tkané nekrotické buniky se od jinych nekr6z nelisi — z cév v okoli bunky na
chemotakticky popud vystoupi polymorfonukleary a makrocyty, jejichz degranulace zpisobi
heterolyzu nekrotickych buné€k. V ramci reparativnich pochodil jsou nekrotické buiiky tumoru
odstranény fagocyt6zou a nahrazeny tkani normalni (Mroz a spol., 2011; Pervaiz a Olivo,
2006; Proskuryakov a spol., 2003). Tato vyprovokovana vysoce intenzivni fagocytoza se jevi
jako kli¢ovy faktor rozvoje pfizplisobené tumor-specifické antigenni imunitni odpovédi, ktera
pfispiva k eradikaci tumort lécenych metodou PDT (Korbelik, 2006).

Dalsim zptisobem bunécné smrti je apoptéza — dochazi k ni pii nedostatecné ucinné
PDT (napf. pii velkém objemu tumoru, nedostateéné koncentraci fotosenzitizéru nebo hladiny
tkanového Kysliku). Apoptoticka kaskada je u PDT aktivovana obéma hlavnimi cestami —
vnitini  drdhou pfes mitochondrie, uvolnénim cytochromu ¢ a zevni drdhou pfes
transmembranové ,,receptory smrti“, navazanim Fas ligandu NK-bun¢k nebo aktivovanych T-
lymfocytd; katalyzovana je kaspazami. Iniciacni kaspazy (kaspaza-2, -8, -9, -10) stoji na
zacatku kaskady, efektorové kaspazy (kaspaza-3, -6, -7) jsou ¢asti koncovou (Melet a spol.,
2008; Oleinick a spol., 2002). Tento sled biochemickych procest vede k typickym zménam
vzhledu buriky — degradace cytoskeletu se zménou tvaru plazmatické membrany a smr§ténim

bunky, fragmentace jadra i chromozomi v dusledku ucinku nukledzy vedouci k fragmentaci
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DNA. Od nekrdzy se apoptodza 1isi predevsim formou nasledného odstranéni zbytkd nadorové
bunky. Bunééné membrany se nerozpadaji, takze K aktivaci imunitniho systému nedojde a
zanétliva reakce okoli také neprobéhne. Zminéné mechanizmy bunééné smrti, tj. nekréza i
apoptoza, mohou probihat pii PDT soucasné¢ (Mason, 1999; Proskuryakov a spol., 2003) —
hranice mezi nimi pravdépodobné ostra neni, a tak diky pomérné plynulému piechodu a jejich
kombinaci mluvime spiSe o tzv. programované nekroze (Zong a Thompson, 2006). Jejich
relativni podil na destrukci tumoru zavisi na povaze a koncentraci fotosenzitizéru a na
tkanové koncentraci kysliku.

Konec¢ng, tietim zptisobem bunééné smrti pii PDT je autofagocytoza. Jeji ojedinélé
postaveni v odpovédi tumoru na terapii spociva v jeji dudlni funkci, pisobi homeostaticky.
Dochazi v ni ke katabolické degradaci bunéénych proteint (i celych organel), které se ve
spolupraci s lysozomy odehrava pohlcenim do tzv. autofagozomi. Tato recyklace slouzi
K udrzeni bunécného metabolizmu. Je nezavisla od kaspaz. Autofagocytéza pusobi jednak
tumor-supresivné tim, ze brani hromadéni poskozenych proteinii a organel, a jednak zcela
opacné jako mechanizmus slouzici k preziti nddorovych bunék, které mohou rlst tumoru
podpofit a ve vysledku celkovy efekt PDT snizit. Nadorové bunky aktivuji proces autofagie
jako reakci na bunéény stres a/nebo na zvySené metabolické naroky spojené s rychlou
bunécnou proliferaci (Gozuacik a Kimchi, 2004; Honscheid a spol., 2014). Dulezitym
poznanim je fakt, ze inhibice autofagie obnovuje chemosenzitivitu nddorovych buné¢k, ¢imz
sama potencuje jejich dalsi zanik (Yang a spol., 2011).

Pomérné zastoupeni nekrotické a apoptotické bunétné smrti zavisi na typu a
biologickém chovani tumoru, ale pfedevS§im na koncentraci fotosenzitizéru, davce i typu
ozafeni. Nizké koncentrace fotosenzitizéru a nizké davky ozéateni vyvolavaji po PDT u 90 %
buné&né populace tumoru apoptdzu, naopak vyssi koncentrace fotosenzitizéru s pouzitim
vysSich davek ozafeni vyvolavaji nekrozu. Z toho lze soudit, ze spiSe v hlubsich vrstvach
nadorového tkané, kde je davka ozafeni jiz niz$i nez na povrchu, dochazi ve vétsi mife
k zaniku pravé apoptdozou (Luo a Kessel, 1997). Pulzni ozafeni laserem indukuje vétSinou

apoptozu, kdezto kontinuélni typ vic nekrézu (Klimenko a spol., 2014).

U¢inky na tkafiové trovni

Tkan tumoru reaguje na PDT in vivo pomérné rychle. Vznik nekrozy je prokazatelny
jiz za 24-48 h od ozafeni svételnym zdrojem. Pfi rezistenci nddorovych bun¢k na PDT miiZze
Vv nékterych pfipadech tumor opét rist, vétsinou k tomu dochézi po obdobi 1-2 tydni.
Duvodu rezistence je nékolik — lokalni hypoxie, nedostate¢na akumulace fotosenzitizéru v

tumoru, nedostate¢nd koncentrace svételné energie v ozarované oblasti nebo kombinace vSech
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uvedenych (Mosa a spol., 1997; Nowis a spol., 2005; Seitz a spol., 2007). Oslabeni u¢inku
dopadajici svételné energie plyne z interakce svétla s cilovou tkéni. PfiCiny jsou predevSim
fyzikalni — lom, odraz, absorpce a rozptyl paprsku. Lom a odraz se da korigovat kolmou
aplikaci svétla, zatimco absorpce se minimalizuje volbou fotosenzitizéru, ktery je absorbovan
v daleké Eervené oblasti elektromagnetického spektra (Plaetzer a spol., 2009). Sirokopasmova
difuzni spektroskopie v in vivo pokusech prokazala pomérné velkou variabilitu zavislosti
optickych vlastnosti od zasahovanych cilovych tkani, ktera je dana pfitomnosti chromofort
(zejména melanin, hemoglobin) v nich (Sandell a Zhu, 2011). Akumulace fotosenzitizéru je
podminéna jeho vychytavanim izolované do nadorové tkané. Tento uptake je ovlivnén
nékolika faktory. Patfi mezi né: vyS$i proliferacni aktivita nddorovych bun€k, zménéna
lymfatickd drenaz, vysoka exprese LDL receptorti na bunéénych membranach, abnormalni
struktura tkanového stromatu (Sirsi intercelulary), vyssi produkce kolagenu a vyssi vyskyt
makrofagu, které zachycuji hydrofobni fotosenzitizéry. Na selektivnim vychytavani protilatek
se dale podili vazba fotosenzitizérGi na transportni mechanizmy buiikky a monoklonalni
protilatky. Nékteré fotosenzitizéry se selektivné vychytavaji ptimo v endotelidlnich bunikach —
to podporuje obecnou shodu, Zze PDT pusobi na cévni zasobeni tumoru. K poskozeni endotelu
kapilar a naslednému uvolnéni koagulaénich faktorti, vedoucim ke vzniku trombu v dané
splavové oblasti s anoxii tumoru, dochazi do 72 h po ozateni (Mason, 1999). Da se mluvit o
tzv. fotodynamické devitalizaci tumoru. Dopplerovskym USG méfenim pratoku v cévach
tumoru se prokazalo, ze k poklesu prutoku krve tumorem dochazi jiz mnohem diive — hned v
prvni minuté po zacatku ozatrovani; tento pokles pretrvava pak jesté cca 5 min po ukonceni
expozice (Busch, 2006).

Poskozeni nadorovych, endotelovych bunck mikrocirkulace a vystaveni zdravych
bunék okolnich tkani PDT — to jsou vSechno spoustéce imunitni reakce, do které je zapojena
jak imunita bunééna, tak latkova (Kammerer a spol., 2011; Mroz a spol., 2011). Na rozdil od
chirurgie, radio- a chemoterapie, které piasobi vétSinou imunosupresivné, PDT muze
ucinkovat i imunostimula¢né vyvolanim akutniho zanétu v tkani tumoru. Tato nespecificka
imunitni reakce hostitele proti nddorovym bunikdm je v principu obdoba reakce piijemce proti
stépu (host-versus-graft reaction) po organovych transplantacich. Terapeuticky lze tento efekt
dale potencovat napfi. intratumorozni aplikaci cytokint ¢i imunostimulac¢nich vakcin (Busch,
2006; Castano a spol., 2006). Jsou dikazy, ze PDT je schopna indukovat i tzv. bystander efekt
(,,efekt ptihlizejiciho*), kdy za pomoci toxickych metabolitii dochazi k usmrceni nadorovych
bunék i ve vzdalenych oblastech, tj. mimo zacileni PDT (Poyer a spol., 2012).

Je nutné si pfiznat a hlavné uvédomit, Ze i vySe sedmdesatilety vyzkum ucinkt PDT

prozatim vSechny mechanizmy zcela neoziejmil.
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3.4.5 Fotosenzitizéry

Fotosenzitizér by mél byt chemicky piesné definovanou latkou, jejiz molekula ve

fotochemické reakci méni chemicky molekulu jinou. Misto terminu fotosenzitizér jsou

nekterymi autory uzivany i terminy fotosenzitizator, fotosenzibilizator ¢i fotosenzibilizér.

Fotosenzitizér obsahuje chromofory, které jsou zodpovédné za silnou absorpci foton ve

viditelné, piip. UV a IR oblastech svételného spektra a nasledny pienos absorbované energie

na kyslik nebo jiné substraty (Rychtarikova a Kuncova, 2009). Dosud bylo studovanych

nékolik tiid fotosenzitizéri. V soucasné dobé Ize znamé fotosenzitizéry rozd¢lit zhruba do tii

generaci. Obecné se jedna o aromatické ¢i heterocyklické slouceniny, obvykle o organicka

barviva porfyrinové, fenazinové ¢i ftalocyaninové struktury.

Optimalni fotosenzitizér

Optimalni fotosenzitizér by mél spliiovat nasledujici predpoklady:

a)

b)

d)

f)

fyzikéalni — maximalni absorpce s vysokymi extinkénimi koeficienty pfi delSich A
(700-850 nm) pro maximalni penetraci do nadorové tkané,

fotochemické — produkce dostateéného mnozstvi singletového kysliku, dostate¢na
fluorescence pro spektroskopii, dostate¢na fotostabilita — aby vysledek terapie
neovliviiovalo fotovybélovani (tim ztrata fotodynamické ucinnosti fotosenzitizéru)
a zaroven specificka fotolabilita pro aktivaci svétlem presné odpovidajici A,
chemické — chemicka Cistota, znamé sloZeni, vysoka stabilita, rozpustnost ve vod¢
pro parenteralni podani nebo v tucich pro podani lokotopické (gelova nebo
mast’'ova lékova forma),

biologické — minimalni fototoxicita k solarnimu zafeni (nulova ve tm¢), lokalni
toxicita pouze po ozafeni svétlem dané aktivacni A, dobry farmakokineticky profil
— selektivni kumulace v nadorové tkani (vyrazné vyssi oproti kumulaci v jinych
tkanich) a ztoho plynouci rychld eliminace nevstfebaného fotosenzitizéru z
krevniho feciste,

klinické — bez interference s ostatni protinadorovou terapii, pfip. s jeji potenciaci,
vhodnost pro ambulantni pouziti s moznosti opakované aplikace,

ekonomické — dobra cena, snadna dostupnost, jednoduchy proces syntézy, vyroby
a moznost bézné distribuce (Brown a spol., 1999; Dougherty a spol., 1998;

Pushpan a spol., 2002).

68



Fotosenzitizéry prvni generace

Zastupitelem 1. generace fotosenzitizéri je hematoporfyrin. Hematoporfyrin se
ptirozené v lidském téle nevyskytuje, je ale velmi uzce spjaty s pfirozené se vyskytujicim
protoporfyrinem 1X — prekurzorem hemu (ale i cytochromu c, chlorofyli) — Obrazek 9. Hem
sam o sob¢ fotosenzitizérem neni a nejevi ani fluorescenci, na rozdil od siln¢ ucinného
hematoporfyrinu (Brown a spol., 1999). Jeho fotosenzitizujici ucinky u c¢lovéka potvrdil
v roce 1913 Némec Meyer-Betz, ktery je vyzkousel sim na sob€ po injekénim podani 200 mg
(Ackroyd a spol., 2001). Dalsi prace Casem prokazaly, ze hematoporfyrin se hromadi
prednostné v rychle proliferujicich tkanich — viz podkapitola Historie PDT. Ze zacatku se
pouzival také jako fotosenzitizér, avSak pozd¢ji bylo zjisténo, ze ne samotny hematoporfyrin
je odpovédny za vlastni PDT efekt, nybrz Ze to jsou oligomerni frakce, vznikajici pfi izolaci
z krve (Kessel, 1986). Také vychytavani v tumorech neni pfili§ selektivni — jeho vysoké
koncentrace Ize nalézt v jatrech, slezing, ledvinach a zejména kizi. V naddorové tkani se 1épe

nez prosty hematoporfyrin akumuluji jeho derivaty — HpD (Sharman a spol., 1999).

Obrazek 9. Protoporfyrin IX a hematoporfyrin
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/ OH
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A. protoporfyrin IX B. hematoporfyrin

HpD se vyrab&ji v rizném stupni purifikace. Nejvyssich efektt je dosazeno po i. v.
podani v davce 1-2 mg/kg, kdy po ozareni dochazi ke kompletni inhibici epidermalni DNA,
RNA a proteosyntézy (Dougherty a spol., 1998). Nevyhodou fotosenzitizéri I. generace je
jejich nevyhovujici chemicka ¢istota, nizky absorpéni vrchol pii kratkych A (630 nm) — tim
potieba vysokych davek jak fotosenzitizéru, tak svétla, nizky koeficient extinkce a z toho
plynouci nezadouci ucinky. Po i. v. aplikaci a po interakci se solarnim zafenim vyvolavaji
zna¢nou a hlavné dlouhodobou kozni fotosenzitivitu (trvajici az 6 tydnu), projevujici se
zejména Upornym svédénim az bolestivosti (Muehlmann a spol., 2013). Ve snaze odstranit
pfipadné nezddouci systémové projevy fototoxicity nektefi autofi aplikuji latku

intralezionaln¢. I pfes vSechny uvedené vedlejsi Gcinky se jsou HpD pouzivany dodnes.
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Prvnim registrovanym preparatem byl vroce 1983 kanadsky Photofrin (QLT
PhotoTherapeutics/Axcan Pharma), ktery byl pro pouziti v klinické praxi schvalen v roce
1993. Vlastni fotosenzitizér — porfimer sodny — je smés monomert, dimerii a oligomerti HpD.
V Kanad¢, USA a Japonsku je schvélen k terapii Barrettova jicnu, cervikalnich dysplazii,
paliativni terapii obstruk¢énich tumori jicnu, zaludku, nemalobunééného karcinomu plic a
tumorti mocového méchyie (floridni papilomatoza). V soucasnosti probihaji posledni faze
klinickych studii jeho vyuziti v terapii glidlnich tumort a karcinomu zlu€ovych cest. V jinych
zemich se pouzivaji generika pod firemnimi nazvy: Photocarcinorin (Jinan Haohua Industry,
Cina), Photosan (Seehof Laboratories, Némecko), Photogem (Photogem LLC, Rusko),
Hematodrex (VetProm, Bulharsko) a PhotoBarr (Pinnacle Biologics, USA) (Pouckova, 2000).
V CR se pouziva Photofrin a PhotoBarr. HpD jsou kontraindikovany u nemocnych s porfyrii.

Fotosenzitizéry druhé generace

charakterizovatelné, pfi nizkych A maji vyssi absorp¢ni vrchol, a tudiz l1ze tyto fotosenzitizéry
aktivovat svétlem pronikajicim hloubégji do tkani. Dale se vyznacuji podstatné nizs$i kozni
fotosenzitivitou po PDT. Na druhé strané nékteré znich nadale vykazuji nevyhovujici
farmakokinetické vlastnosti a ztratu fotodynamické aktivity ve vodném prostiedi (Muehlmann
a spol., 2013). Pouzivané latky patii jak do skupiny porfyrint, tak do skupiny chlorofylovych
derivati a jinych barviv (ftalocyaniny, naftalocyaniny), pro lepsi orientaci viz nésledujici

Tabulka 12.

Tabulka 12. Déleni fotosenzitizéri

Skupina Zastupce Lék Vyrobce
. . . Axcan Pharma,
hematoporfyriny hematoporfyrin Photofrin Kanada
hematoporfyriny TPPS4
benzoporfyriny  verteporfin Visudyne Bausch & Lomb, USA
texafyriny motexafin Lu  Antrin Pharmacyclics, USA
kyseliny ALA Metvix Galderma, Svycarsko
I. qenerace . , Biolitec Pharma,
9 chloriny temoporfin Foscan Rakousko
. : Pharmacia & Upjohn
rostaporfin Purlytin Company, USA
talaporfin Laserphyrin M S ST,

Japonsko
purpuriny (tin etiopurpurin), bakteriochloriny
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feoforbidy feoforbidy, pyrofeoforbidy (fotochlor)

cyaniny ftalocyaniny, naftalocyaniny
Jal&i barviva safyrmy, metylénova modf, rhodaminy, porfyceny,
hypericin

JIBGERETECI  porfyrin-calixarenové a -cyklodextrinové komplexy, klastrové komplexy

V roce 1962 byl Winkelmanem pii jeho pokusech s Walkerovym karcinosarkomem u
potkant syntetizovan HpD, ktery byl po chemické strance pfesné definovany, ve vodnich
roztocich stabilni a dobfe rozpustny. Timto derivatem byl meso-tetra(4-sulfonatofenyl)porfin
(TPPS4), ktery kumuloval v nejvyssi koncentraci pravé v tumorech, nikoliv v ostatnich
organech (Winkelman, 1962). V porovnani s jinymi HpD byla koncentrace TPPS4 v nadorové
tkani také vys$i. Dal§i zkoumani tohoto slibného preparatu vsak poukazalo na jeho renalni
toxicitu a bohuzel i na neurotoxicitu po intraperitonealnim podani (Winkelman a Collins,
1987). Morfologické studie potvrdily degenerativni zmény perifernich motoneuronti, coz bylo
divodem vyrazného omezeni pouziti TPPS4 v klinické praxi, TPPS4 byl rezervovan
vyhradné k lokalni aplikaci u koznich malignit a experimentalné u koznich metastaz (Lapes a

spol., 1996).

Obrazek 10. Verteporfin, ALA a temoporfin
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HyCO O
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A. verteporfin B. ALA C. temoporfin

Verteporfin (Obrazek 10) je hlavnim zastupcem benzoporfyrinovych derivatd. Jeho
absorp¢ni maximum je posunuto az k A 690 nm, v tumoru se rychle kumuluje a diky rychlé
clearance je minimaln¢ fototoxicky — kozni fotosenzitivita tudiz pietrvava pouze par dni.
Nejlepsi pomér mezi nadorovymi a ostatnimi tkanémi je dosazen cca po 15 min (Richter a
spol., 1990). Vzhledem k jeho dominantnimu ptisobeni na cévni zasobeni se vyborné hodi
K terapii tumor s bohatou neovaskularizaci. Tento mechanizmus ucinku je v klinické
mediciné hojné vyuzivan v oflatmologii, kde se s vysokou ucinnosti (80-90 %) pouziva
k PDT stafecké makularni degenerace a chorioretinopatie, experimentalné i maligniho

melanomu sitnice (Bressler a Bressler, 2000; Tatar a spol., 2006).
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Texafyriny jsou plné syntetické makrocyklické slouceniny s centralné chelovanym
atomem lutecia nebo gadolinia. Motexafin Lu vykazuje silnou absorpci pti dlouhé A (732 nm),
coz zajistuje hluboky prinik svétla do tkdné a soucasné¢ nedochazi k pohlcovani svétla v
cévnim fecisti hemoglobinem. Ma dobrou selektivitu pro nddorové tkan¢ s rychlou eliminaci
z krevni plazmy a po ozafeni svétlem vyviji jen nepatrnou fotosenzitivitu (Stewart a spol.,
1998). Tyto vyhodné vlastnosti piedurcuji jeho dobré vyuziti i u silné pigmentovanych 1ézi
(maligni melanom) s dobrou odezvou na opakované PDT aplikace (Woodburn a spol., 1998).
Ve slouceninach s Gd jsou zakladem kontrastnich latek pro MR, coz umoziuje jejich
jednoduchou vizualizaci v tumoru. Jako 1é¢iva, ¢asto v kombinaci s riznymi cytostatiky, se
testuji na nejriznéj$i adenokarcinomy, nemalobunéény karcinom plic, tumory mozku i non-
Hodgkiniv lymfom — vtéchto ptipadech vyuziti se jiz nedd mluvit o klasickém
fotosenzitizéru, ale o radiosenzitizéru (Richards a Mehta, 2007).

Kyselina 5-aminolevulova (ALA, Obrazek 10) je latka endogenni. ALA je soucasti
biosyntetické cesty hemu, ktera je kontrolovana negativni zpétnou vazbou — vyssi koncentrace
hemu v mitochondriich inhibuje konverzi glycinu a sukcinylkoenzymu A na ALA.
Exogennim doddanim ALA lze tento kontrolni mechanizmus obejit a dochazi k syntéze
protoporfyrinu IX, ktery poté funguje jako ucCinny fotosenzitizér. Bunky s vysokym
metabolickym obratem produkuji protoporfyrin IX ve zvySené mife. Selektivita k nadorové
tkani a ufinnost ALA je multifaktorialni, jsou podminé€né napf. zvySenou permeabilitou
abnormalniho keratinu, zvySenou hladinou porfobilonogendeamindzy, sniZenou koncentraci
zeleza a snizenou aktivitou ferrochelatazy (to zarucuje, Ze se protoporfyrin neméni dale na
fotodynamicky neaktivni hem). VSechny tyto faktory vedou ke kumulaci protoporfyrinu 1X v
postizené tkani. ProtoZe indikace k systémové aplikaci jsou velmi omezené, je ALA hlavnim
zastupcem preparatit pouzivanych lokalné. ALA byla na konci roku 2000 v USA schvalena
K pouziti k 1écbé solarni akantézy (aktinoidni keratdzy), registrovanym byl kanadsky
piipravek Levulan Kerastick (DUSA Pharmaceuticals) (Jeffes, 2002). ALA je aktivovana
svétlem o A 635 nm (modré spektrum), kvuali jeji nizké aktivité je vSak tfeba pouzit
vysokoenergetickych zdroji nebo del§iho ¢asu ozareni. Optimalni interval mezi aplikaci a
ozatrenim je 4 h. Vzhledem k nizké lipofilit¢ ALA se v terapii momentalné pouzivaji spise jeji
estery — napft. norsko-Svycarsky metylester Metvix (Photocure/Galderma). Krém Metvix 1épe
pronika do tkani (zejména pii kozni aplikaci) a po hydrolyze uvoliuje volnou ALA (Klein a
spol., 2008). Vyborny kosmeticky efekt predurcil ALA k pravdépodobné nejéastéjsi indikaci
PDT v klinické praxi. K dal§im dermatologickym indikacim ptibyly terapie bazaliomu a
spinaliomu, u kterych jedna aplikace PDT dostacuje na tumory do 1 cm v priméru. U vétSich

tumortu je nutno PDT opakovat nebo pouzit ozafeni v kombinaci s intralezionalnim
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zavedenim svétlovodného vlakna v lokalni anestezii (Calzavara-Pinton a spol., 2007; Gupta a
Ryder, 2003). Metvix se dale vyuziva v terapii kontaktni dermatitidy, akné, vrasek,
leukoplakie dutiny ustni a hojeni chronickych ran. Benzylester ALA je schvalen k paliaci
tumoru GIT. Hexylester ALA (Hexvix, Photocure) vykazuje pti cystoskopické instilaci dobry
efekt jednak v diagnostice i v terapii papilarniho karcinomu moc¢ového méchyie (Ferré a spol.,
2013).

Chloriny ptedstavuji dalsi velkou skupinou fotosenzitizérti II. generace. Jedna se o
degradacni produkty chlorofylu, které¢ absorbuji svétlo o vinovych délkach 640—700 nm.
V roce 1989 byl syntetizovan nejucinnéjsi z nich — temoporfin (Foscan, Biolitec Pharma) —
posledni na Obrazku 10 (Berenbaum a spol., 1993). Jeho absorp¢ni maximum sice neni piilis
posunuto k Cervené oblasti (652 nm), avSak extinkéni koeficient je pfi tomto maximu asi 10%
vys8i nez u HpD. Spolu s dobrou produkei singletového kysliku jsou pro dostateény ucinek
potiebné velice malé davky jak fotosenzitizéru (cca 0,1 mg/kg), tak i pouzitého svétla (pouze
20 J/em?), coz ho &ini piiblizng 100x u&inn&j$im nez HpD (Sharman a spol., 1999). I kdyz
doba ozafeni je mezi fotosenzitizéry jedna z nejkratSich, optimalni interval mezi ozafenim a i.
v. aplikaci ztstavéa 4 dny. Jeho nevyhodou je relativné dlouha kozni fotosenzitivita (cca 15
dni), proto je potfebné v pribcéhu ozafovani zakryt Casti téla pacienta, které nemaji byt
ozéfeny. Selektivita vychytavani mezi nadorovou a zdravou tkdni je pomérné mala (pomér
nadorova/zdrava tkan asi 1,3-2,9) (Ronn a spol., 1996). I pfes nepiiznivé farmakokinetické
parametry je Foscan zaveden v terapii koznich premalignit, tumort oblasti hlavy a krku, jicnu
a tumort endobronchialnich; experimentalnimi indikacemi jsou vulvalni intraepitelialni
neoplazie, karcinom pankreatu, bazoluminalni karcinom a maligni pleuralni mezoteliom.
Dalsi zastupce této skupiny je latka patfici do skupiny metalochlorini — rostaporfin.
Uprostied jadra ma chelatovany kation cinu. Nevyhodou rostaporfinu je potteba vysokych
davek svétla a delsi kozni fotosenzitivita — obé negativa jsou srovnatelné s HpD. Pivodné se
tento fotosenzitizér zkousel pro terapii Kaposiho sarkomu u imunosuprimovanych pacientu.
Talaporfin je synteticky aspartyl-derivat chlorinu e6 (NPe6). Prokazuje silnou absorpci pfi
vysSich A (664 nm), je hydrofilni a ma podobnou farmakokinetiku jako verteporfin. Interval
mezi aplikaci a ozafenim je 4 h. Experimentalni studie ukazuji, Ze talaporfin primarné plisobi
na cévni zasobeni tumoru — v nizkych davkach doSlo k regresi tumoru pouze kratkodobé, pti
vysSich davkach byla regrese dlouhodoba, ovSem za cenu ztraty selektivity. Kozni
fotosenzitivita byla oznafena pouze jako ,,docasna“. Klinické uplatnéni nasel v terapii
koznich onemocnéni, Casnych stadii karcinomu plic, hepatocelularniho karcinomu (i ptes
svou hepatotoxicitu), kolorektalniho karcinomu, mozkovych gliomt a nejlepSich vysledki

dosahuje v terapii makularni degenerace (Taber a spol., 1998). Purpuriny jsou degradacni
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produkty chlorofylu. Interval mezi aplikaci fotosenzitizéru a vlastni PDT je az 24 h, pracovni
A je 660 nm. Jejich nevyhodou je nestabilita ve vodnim prostfedi a casté alergické reakce.

Feoforbidy a pyrofeoforbidy lze také tadit mezi chloriny. Kozni fotosenzitivitu
prakticky nevyvolavaji a jejich absorpnim maximem je 665 nm. Hlavnim zastupcem je
fotochlor. Tento lipofilni fotosenzitizér Se vyznacuje vysokou selektivitou k nadorové tkani a
uplatiuje v terapii endobronchialnich tumord a Barrettova jicnu, dale se zkousi i v terapii
malignich gliomt a kozniho skvamocelularniho karcinomu (Bellnier a spol., 2006; Lobel a
spol., 2001; McCaw a spol.,, 2000). Odvozenou strukturou je padeliporfin (Pd-
bakteriofeoforbid — TOOKAD Soluble, Steba Biotech), ktery se nyni testuje ve III. fazi pro
vaskularné cilenou PDT lokalizovaného karcinomu prostaty (Azzouzi a spol., 2013).

Dalsi perspektivni skupinu fotosenzitizéra II. generace predstavuji ftalocyaniny (Pc) a
od nich odvozené naftalocyaniny. Chemicky se podobaji porfyrinim — jedna se o symetrické
cyklické slouc¢eniny, ovSem s tim rozdilem, Ze pyrolova jadra jsou misto methinovych mustkt
spojena pres dusik a navic jsou ke v§em pyrolovym jednotkam ptikondenzovany benzenové
kruhy, coz jednak posunuje maximalni A absorpce smérem k ¢ervené ¢asti spektra (670—700
nm) a jednak zesiluje absorpci pfi této A. Do jejich centralniho kruhu se vaZzou kovové prvky
nebo vodik, na které se pak mohou vazat dal$i ligandy (Obrazek 11). Pfitomnost
chelatovanych centralnich kovii a polokovi je dilezitd pro vlastni PDT tucinek. Né&které
centralni atomy (diamagnetické kovy — napt. Zn, Al, Si) prodluzuji trvani tripletového stavu
fotosenzitizéru a tim 1 zvySuji jeho ucinnost v PDT. Tyto vyhodné vlastnosti spolu s nepfili§

obtiznou syntézou ¢ini ftalocyaniny nadale velice nad€jnymi fotosenzitizéry budoucnosti.

Obrazek 11. Ftalocyaniny a naftalocyaniny

M centralni atom (napt. H, Zn, Al, Si)
s pripadnymi ligandy
R ligandy navazané na benzenové kruhy

A. ftalocyaniny B. naftalocyaniny

Jako tetrapyrolova barviva jsou znama vice jak 100 let. Pavodni hlavni pouziti v
metalurgickém a chemickém primyslu se pozdé€ji rozsifilo i do primyslu textilniho a

papirenského. Nyni se lze svyuzitim metaloftalocyanini potkat v ramci sofistikovanych
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elektrotechnickych a informacnich technologii denné — zdznamové strany optickych diskd,
tonery laserovych tiskaren a kopirek, displeje z tekutych krystali, fotobunky apod. (Sakamoto
a Ohno-Okumura, 2009). Jejich pouziti v PDT je vSak otazkou poslednich cca 30 let.
Ftalocyaniny jsou latky vesmés hydrofobni. Kvili velice $patné rozpustnosti nejen ve vode¢,
ale i v organickych rozpoustédlech, byla jejich aplikace zpocatku problematicka. Pfi¢inou této
nevhodné vlastnosti je planarni uspofddani benzenovych jader v makrocyklu, které vede ke
tvorbé agregatii — ty se vyznacuji velmi slabym fotodynamickym efektem. Alespon ¢aste¢né
hydrofilie, a tim i mozZnosti i. v. podani, se dosahlo teprve za pomoci modifikace jejich
molekul na periferii (napf. sulfonaci). Inkorporace do lipozomt nasledné¢ umoznila jejich
lokalni aplikaci ve formé lipozomalnich preparati — napf. zinecnaty ftalocyanin (Kolarova a
spol., 2007; Li a spol., 2008; Love a spol., 1996; Mosa a spol., 1997; Nekvasil a spol., 2007;
Regehly a spol., 2007; Yslas a spol., 2007). Oproti vSem ostatnim fotosenzitizérim spociva
vyhoda ftalocyanint v jejich rychlé absorpci v tumoru, kde dostate¢né hladiny pro ucinnou
PDT je dosazeno ftadové po minutach. Smés hlinitého sulfonovaného ftalocyaninu
(Photosense, NIOPIC) je registrovana v Rusku a tam i schvalena k terapii koznich,
endobronchialnich tumord, karcinomu prsu a premalignich 1ézi oblasti hlavy a krku
(Vakulovskaya a spol., 2002). Kiemicity komplex ftalocyaninu je zkousen k 16¢bé koznich a
podkoznich metastaz ruznych solidnich tumorti (Baron a spol., 2005). Naftalocyaniny jsou
derivaty ftalocyanint. Pfidani dalsich benzenovych jader periferné jim umoznuje absorpci pti
velice dlouhych A (az 800 nm), ¢imz se dosazitelnost terapeutické hloubky zvysuje. Proto Ize
tyto latky pouzivat i pro vysoce pigmentované neoplazie jako napt. maligni melanom, u
kterého bylo nejlepsich ucinkti dosazeno s hlinitym naftalocyaninem. Naftalocyaniny patii
mezi preparaty s vysokou selektivitou k nadorové tkani, s pomalym vylu¢ovanim z tumoru, S
nulovou fotosenzitivitou a s vyraznym fotodynamickym efektem na rizné tumory (Shopova a
spol., 1999).

VySe zminéné latky patii mezi hlavni fotosenzitizéry II. generace. Ve vyzkumu je fada
dalSich latek, at’ jiz ptirodniho charakteru nebo syntetickych, jez se na PDT testuji a ptipadné
modifikuji k obrazu co nejvic idedlniho fotosenzitizéru. Safyriny jsou ve vodé rozpustné
expandované porfyriny s absorpci svétla v oblastech kol 675 nm. Pii pokusech na mysich
vykazovaly vysoky pomér rozdéleni fotosenzitizéru mezi nadorovou a okolni svalovou tkan,
ovsem hodnoty maximalni intratumorozni koncentrace byly naméfeny az po 3-6 dnech po
aplikaci (Kral a spol.,, 2002). Metylénova modi je derivatem fenothiazinu, vykazuje
maximalni A 668 nm, extracelularné puisobi antiviroticky a je pro ¢lovéka prakticky netoxicka

(Wainwright a spol., 2007). Jeji pouziti in vivo je limitovano enzymovou redukci na
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leukoformu, jez fotodynamicky aktivni uz neni. V Brazilii se testuje pro terapii Kaposiho
sarkomu (Tardivo a spol., 2006). K dalsim barvivim patii rhodaminy, které jsou
charakteristické svou vysokou fluorescenci. Toho se vyuziva mj. i k detekci u¢innosti jinych
fotosenzitizéri. Bromovany analog TH9402 se ex vivo pouziva k PDT purifikaci autolognich
kmenovych bunék v autotransplantacni terapii chronické myeloidni leukemie (Brasseur a
spol., 2000). K topické terapii n€kterych koznich onemocnéni (psoridza, amelanoticky
melanom) se pouzivaji porfyceny (Szeimies a spol., 1996). Cervenofialovy hypericin,
chemicky hydroxyantrachinon (naftodianthron), jakozto uc¢inna latka vytézku z tfezalky
teCkované (Hypericum perforatum) pusobi jako antidepresivum, c¢aste¢né jako piirodni
antimikrobiotikum (pouziva se i ke sterilizaci transfuznich preparati) a kone¢né jako
diagnostikum pfi fluorescenéni detekci nadorovych tkani (Waser a Falk, 2007) a K terapii
povrchovych tumori, zejména metastatického melanomu (Kleemann a spol., 2014). Fenomén
tzv. letalniho hypericizmu, kdy po expozici klize slune¢nim a UVA zafenim, dochazi
k vyraznému lokalnimu erytému a edému je pozorovan u volné se pasouciho skotu po poziti
velkého mnozstvi trezalky. U lidi je vyskyt fotosenzitivity pii 1é¢b&é hypericinem vzacny,

projevuje se zvlasté u albint (Waser a Falk, 2007).

Fotosenzitizéry ti‘eti generace

I. generace fotosenzitizérd se vyznacovala prodlouzenou kozni fototoxicitou a retenci
vV organismu pacienta, nizkym extinkénim koeficientem a absorpénim vrcholem v oblasti
kratkych A. Pfedstavitelé II. generace sice jiZ méli tyto nevyhodné charakteristiky zmirnéné,
piesto vSak vykazuji nevyhovujici farmakokinetické vlastnosti a ztratu fotodynamicke aktivity
ve vodném prostiedi. V zajmu piekonani nékterych z téchto nevyhod a zvySeni tumor-
selektivity, se vyviji IIl. generace fotosenzitizéri (Muehlmann a spol., 2013). Kromé
testovani jiz znamych latek na poli PDT (napf. bengalské cervené v PDT karcinomu
délozniho c¢ipku) a vyvoje zcela novych chemickych latek (s ¢asteéné nelinearnimi
vlastnostmi v pro nas zadoucich oblastech A) se vyvoj biofotoniky ubira cestou
nanotechnologii, tj. zabudovavanim jiz ovéfené pusobicich fotosenzitizérli do nanocastic,
které slouzi jako jejich nosice do cilovych nadorovych tkani (Panzarini a spol., 2014).

Slibnymi novymi fotosenzitizéry se kromé porfyrin-calixarenovych a porfyrin-
cyklodextrinovych komplexti ukazuji tzv. supramolekularni skladacky — klastry. Zejména
molybdenové a boranové klastry jsou diky vazbé kov-kov chemicky stabilni, silné
luminiscen¢ni a maji vysoké vytézky singletového kysliku (Bould a spol., 2011). Ptitomnost
kovu je zakladem magneticky cilené distribuce fotosenzitizéra (Furlani a Furlani, 2007).

Kladem sloucenin s chelatovanym atomem B je dale moznost kombinace PDT s neutronovou
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terapii (Hill a spol., 1992). Velké o¢ekavani v PDT v kombinaci s fototermalni terapii Se
v soucasnosti vklada do zlatych nanocastic (Gamaleia a Shton, 2015). Afinita jednotlivych
fotosenzitizérii k riznym nddorovym buiikam je rozdilna. Taktéz je rozdilna i jejich konecna
akumulace v téchto bunkach, na které se podili rozdilna lymfaticka drenaz tumort, zmény v
pH, narGst lipoproteinovych receptorti a abnormalni nddorové stroma. Proto je nepochybné
Targeting zvySuje jejich afinitu k tkani tumoru, pfip. az K subceludrnim strukturam
(mitochondrie), a tim Vv kone¢ném disledku i selektivitu destrukce patologické tkané
(Josefsen a Boyle, 2008).

Targeting fotosenzitizéri

Selektivitu akumulace fotosenzitizéri v nddorové tkani oproti tkdni zdraveé lze zvysit
jednak zménou vlastnosti jejich samotnych molekul, tj. vyvojem novych fotosenzitizér,
jednak zlepSenim farmakokinetiky jiz vyzkousenych a osvédéenych fotosenzitizért II.
generace. To je principem cilené biodistribuce cestou pasivniho i aktivniho targetingu.

Pasivni targeting fotosenzitizéra je zalozen na zméné aplikacni formy fotosenzitizéru.
Mnoho uc¢innych fotosenzitizéri je pfili§ hydrofobnich a ve vodném médiu Spatné
rozpustnych. Fotosenzitizéry enkapsulované do lipozomd, biodegradabilnich polymernich
castic a ve formé olejovych disperzi a konjugatt s hydrofilnimi polymery vyuzivaji k cileni
pfirozené distribuéni mechanizmy (pasivni difuze, fagocytéza). Vhodny nosi¢ zabranuje
agregaci fotosenzitizérd v krevnim feisti a takto aplikované fotosenzitizéry mohou
jednoduchym fyzikalnim procesem zvysené filtrace pronikat skrz cévni sténu do poskozenych
oblasti nadorové tkané. K efektu zde ptispiva i snizené mnozstvi lymfatickych cév, které za
normalnich okolnosti tuto zvySenou extravazalni exsudaci odstranuji (Reddi, 1997). Derivaty
ricinového oleje (napi. Cremophor EL, BASF), které byly pouzity jako rozpoustédlo, méni
profil lipoproteint, ¢imz ovliviiuji biodistribuci fotosenzitizért, a tim i i¢innost onkoterapie
(Woodburn a spol., 1995). Jinou metodou je inkorporace fotosenzitizéri do lipozomd, kde je
moznost i aplikace lokotopické (Nekvasil a spol., 2007). Vyborna distribuce lipozomalnich
fotosenzitizérti do tumort je podminéna uc¢innym pienosem na LDL lipoproteiny (Ginevra a
spol., 1990). Pro enkapsulaci se pouzivaji nejruznéj$i druhy lipozomt, napt. lipozomy
ultradeformacni, pH senzitivni nebo magnetické. Na LDL a dal§i sérové proteiny se
fotosenzitizéry daji procesem tzv. prekomplexace napojit i ptimo, kdy hydrofobni jadro LDL
castic slouzi jako solubiliza¢ni médium pro hydrofobni fotosenzitizéry. Také rtizné druhy
syntetickych  polymerd (poloxamery, polyetylénglykol) nebo polyionické micely,

multifunkéni nanocastice, albuminové mikrosféry a nanoemulze s inkorporovanymi
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fotosenzitizéry prekonavaji endotelidlni bariéru Iépe nez fotosenzitizéry samotné. Rizikem
pouzivani nanocastic je, ze se jedna o cizorody material, ktery se inkorporuje do bunék
(Vargas a spol., 2008).

Podstatou aktivniho targetingu jsou konjugaty — fotosenzitizéry III. generace, které
kromé vlastniho fotosenzitizéru obsahuji i ¢ast s vysokou afinitou k receptoru nebo antigenu
na povrchu cilovych struktur. Plisobi tak direktnéji a ve specifictéjsi lokalizaci se zvySenou
ucinnosti a tumor-selektivitou, ¢imz je docileno podani niz$i potfebné efektivni davky.
Konjugaty fotosenzitizér s monoklonalnimi protilatkami jsou nastroji velmi perspektivnimi
(Chen a spol., 2006). Mezi nejéastéjsi proteiny a protilatky, které se na fotosenzitizér vazi
bud’ pfimo kovalentné nebo ptes povrch lipozomd, patii EGF, VEGF, interleukiny a mnoho
dalsich specifickych markerti a oligopeptidi. V tomto sméru se jiz mluvi o fotoimunoterapii
(Huang a spol., 2007). Dalsim efektem blokady VEGF je antiangiogeneze v okoli tumoru.
Jiné vazebné ligandy, které se v ramci aktivniho cileni testuji, jsou inzulin, transferin, folaty,

alifatické aminy (spermidin, spermin) a steroidy (Taquet a spol., 2007).

3.4.6 Terapeutické zdroje svétla a svétlovodné technologie

Terapeutické zdroje svétla

Uspésnost PDT je zavisla nejen na volbé fotosenzitizéru a hlading kysliku v nadorové
burice, ale také na pouZitém svételném zdroji. Vybér vhodného svételného zdroje je podminén
dvéma zakladnimi faktory: absorpénim spektrem fotosenzitizéru a hloubkou priiniku svétla do
tkané. VInové délky svétla pouzivaného v PDT se nachazi v rozptylu 600-900 nm. Kratsi A
jsou pohlcovany endogennimi barvivy (hemoglobin, melanin), vodou a né¢kterymi lipidy; delsi
A zas nemaji dostatecnou energii potiebnou k aktivaci fotosenzitizéri (Alexiades-Armenakas,
2006; Kashtan a spol., 2002; Marcus a Mclintyre, 2002; Nowis a spol., 2005; Taub, 2007). Tti
zakladni procesy — fyzikalni principy optiky — a jejich kombinace fidi vSechny interakce
svétla s tkanémi: reflexe (odraz), disperze (rozptyl) a absorpce (pohlcovani). Tyto procesy se
vzhledem k nehomogenité tkani samostatné stanovuji pomérné obtizn€. Vysledek jejich
pusobeni je dan pfevazujicim procesem. Obrazek 12 ilustruje Sifeni svétla o riiznych A
v tkanich v¢etné jeho interakci s nimi. Propagace svétla do tkané je rozhodujicim zpiisobem
ovlivnéno A. Delsi A jsou schopny pronikat do tkan€ hloubé&ji — pii vinové délce 630—-800 nm
se hloubka penetrace realn¢ pohybuje od 8 do 20 mm, ale na stran¢ druhé zde mtze odraz
svétla dosahovat az 50 %. Odraz svétla v dutinach vede ke zvyseni ucinku diky tplnému
vstiebani svétla — mnoZstvi svétla proniklého do tkané tak mize byt napt. pfi PDT mocového

méchyie 5-7x vyssi (Pervaiz a Olivo, 2006).
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Obrazek 12. Propagace a tkanova interakce sveétla o ruznych vinovych délkach
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V minulosti se jako zdroje svétla pro PDT pouzivaly Sirokospektralni, specialné
upravené lampy s barevnymi ¢i tepelnymi filtry pro konkrétni A. V' roce 1942 Auler a Banzer
ve svém experimentu hematoporfyrin aktivovali kiemikovou lampou (Auler a Banzer, 1942).
V 60. letech minulého stoleti se pouZzivaly lampy s xenonovym obloukem — Xe vybojky (600—
660 nm) a postupné pak lampy halogenové (570-750 nm) a v letech 90. lampy wolframové
(cca 600 nm) (Alexiades-Armenakas, 2006; Mosa a spol., 1997). Konven¢ni lampy jsou
nevyhodné pro jejich vyrazny tepelny efekt, nizkou intenzitu svétla a hlavné obtizné
kontrolovatelnou celkovou energii neionizujiciho zafeni. Je nutno podotknout, ze s rozvojem
novych fotosenzitizéri ale dochazi k jisté renesanci jejich pouziti. V dermatologii se
vzhledem K superficialné ulozenym cilim PDT vyuziva spi§ modré spektrum a inkoherentni
svételné zdroje se pouzivaji pouze k ozafovani velkych ploch — klasické lampy zde nahradily
svétlo emitujici diody — polovodicové LED emitory. LED emitory jsou schopné
elektroluminiscenci generovat dostate¢nou energii pii odpovidajici A. Oproti laserim jsou ale
malo vykonné, Gizkospektralni a zafi také inkoherentné (MacCormack, 2008). Zativé vykony
v aktivacnich A v8ak nebyly pro navozeni fotodynamického jevu v celém objemu tumoru
dostatecné a navic také dochazelo k ozafeni okolnich zdravych tkani.

V soucasnosti Se v PDT jako zdroje dlouhovinného svétla pouzivaji vice lasery, které
produkuji velmi intenzivni monochromatické, linearné polarizované a koherentni svételné
paprsky s nastavitelnym vykonem (Kruijt a spol., 2006; Kyriazi a spol., 2008). Vzhledem k
tomu, Ze pii PDT je tfeba zajistit co nejkratsi casy exponence, a tedy velkou intenzitu zareni
na relativné malych plochach, tj. dosazeni maximalni penetrace do tkdn¢, vyhovuje nejlépe

jako zdroj zafeni pravé laser. VedlejSim pozitivem pii jeho pouziti je casteCné 1 efekt
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analgeticky a antiedematozni. V ramci PDT své uplatnéni nejdiive nasly lasery plynové —
iontové. V 70. letech 20. stoleti se k terapii diabetické retinopatie pouzival bézn¢ laser
argonovy, ktery své uplatnéni nasel i v experimentech. Ar laser mohl operovat ve 13 riznych
A (nejCastéji vSak modré 488 nm a zelené 514 nm), coz umoznovalo vyhodné pouzivat
rozdilné fotosenzitizéry (Barnes, 1975; Dougherty a spol., 1975). DnesSni pfistroje maji
zpravidla nastavenou jen jednu piesnou A. Nevyhodou jeho pouziti byla velikost, tim i
nepohyblivost pfistroje, energeticka narocnost, nutnost vodniho chlazeni, nizka spolehlivost a
samoziejmé cena. Plynové lasery postupné nahrazovaly lasery pevnolatkové. Nd:YAG laser
diky vysokému vykonu, vyssi spolehlivosti, niz§i narocnosti na udrzbu a vhodné A nachazel
své uplatnéni od roku 1980, kdy se zpocatku vyuzival pfi paliativni PDT endobronchialnich
tumord (McCaughan a spol., 1986). Aktivnim materiadlem je izotropni krystal yttrito-hlinitého
granatu dopovany ionty neodymu a dodnes patii v mediciné k nejpouzivanéj$im typim laserd.
absorpci v mékkych tkanich s obsahem hemoglobinu, v nizké pofizovaci cené, kompaktnich
rozmérech a levném provozu. Nevyhodna je ale piednastavena A bez moznosti jeji zmény,
z ¢ehoz vyplyva nutnost pouziti jiného typu laseru pro kazdy fotosenzitizér. Dal$im uskalim
vyuziti diodovych lasert je pomérné nizké ucinnost v pifevodu elektrické energie na svételnou
(< 15 %), takze dochazi také k pomé&mé velikym tepelnym ztratam. U¢innost pfevodu (az na
50 %) lze zvysit sparovanim kazdé diody s vlastnim svétlovodnym vldknem. I pies tyto
nevyhody maji polovodi¢ové lasery Siroké uplatnéni — pouzivaji se jak pro endoskopicka
vlakna, tak pro ozafovani vétSich ploch. Budoucnost vyvoje laserit se zaméfuje na vyvoj
diodového laseru s moznosti variability A dle potieby jednotlivych fotosenzitizérii. Cela PDT
by tak byla cenové dostupnéjsi. Piislibem jsou organické LED lasery a tzv. femtosekundové
lasery — barvivové laditelné vysokorychlostni pulzni (excimerové) lasery, které jsou testovany
pro dvoufotonovou PDT (Brancaleon a Moseley, 2002; Quian a spol., 2012).

Interakci laserového zareni s tkani lze obecné popsat pomoci mechanizmi, jez jsou
zavislé na A, intenzité, expozicni dobé a druhu tkané. Vzhledem k nizkym intenzitam zafeni
(0,1-10 W/cm?® ma v PDT uplatnéni jen mechanizmus fotochemicky. Fototermalni,
fotoablativni a fotoplazmaticky mechanizmus se u PDT neuplatiiuji. Odhlédneme-li od typu
zdroje, rozhodujicimi parametry kazdého svételného zdroje jsou A, svétleny vykon a celkova
energie zafeni — viz Tabulka 13. Idealni svételny zdroj pro PDT by mél spliovat tyto
charakteristiky:

a) byt dostate¢n¢ absorbovan fotosenzitizérem,

b) dosahovat dostate¢ného pruniku do tumoru,
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€) mit dostate¢nou energii ke spusSténi fotochemické reakce Vv co nejkratSim casovém
intervalu,
d) byt co nejvic Setrny k okolni zdravé tkani — nevyvolavat purpuru, termické poskozeni

nebo trvalé zmény pigmentace.

Tabulka 13. Fyzikadlni veliciny zareni — parametry svételného zdroje

Definice Znatka Jednotka

S energie pienesena zarenim danou plochou za jednotku ¢asu — vykon
Zarvy tok prenéSeny zafenim e W
;s vzdalenost dvou nejbliz§ich bodl postupného periodického vinéni, které
vlnova délka kmitaji ve fizi A nm
. . v ozarenost, hustota zafivého toku — podil zafivého toku dopadajiciho na 2
Intenzita zareni plosny element v daném bodé¢ a velikosti této plochy Ee Wicm
, vy celkova energie zafeni — podil zafivé energie dopadajici na plosny 2
davka ozafeni element v daném bodé a velikosti této plochy H Jlem
pomérné
Spektrélni relativni pomérné hodnota — podil spektrélni u¢innosti j-tého pasma S 1
rozloZeni k maximalni G¢innosti zafeni A

uéinnosti zafent

Zdroj: www.wikipedia.org, 2015 (modif.)

Svétlovodné technologie

Pti ozatfovani povrchové dostupné vétsi plochy (napi. kize) svételnym zdrojem
existuji tfi zakladni moznosti. Bud’ svétlo plisobi na ozatfované misto ptimo, bez nutnosti jeho
modifikace a dalSiho pfenosu, nebo je k zvyseni jeho penetrace do tkané pouzit systém cocek
a korekc¢nich filtri. Cil minimalizovat ztraty v pfenosu svételné energie od zarice k cilové
tkani by bez rozvoje optickych technologii dosaZitelny nebyl. DosaZitelnost cili PDT
v organovych dutindch a trubicich by bez pouziti svétlovodnych vldken nebyla mozna.
Optickd vlakna zavedend pracovnim kandlem endoskopu zabezpecuji direktni a cilené
adresované ozafeni. Ke zlepSeni rozptylu svétla 1ze dutiny navic vyplnit koloidnim roztokem,
ktery zajisti disperzni rozptyl svétla vSemi sméry. Takto se postupuje napt. pfi odstranovani
rezidualni nadorové tkané po operacich tumori mozku a mocového méchyie (Rendon a spol.,
2006). Pies konvenéni koaxialni konektor se svétlo kcili pfenasi optickym vlaknem.
Moznosti Gpravy zakonceni vlakna je vic — od vlakna holého s bodovym puisobenim az po
vlakno ¢astecné oplastované s bocnim zafenim nebo optické vlakno zakoncené mikrocockou
¢i specialnim (sférickym/cylindrickym) difuzérem K ptisobeni s rovnomérnym rozptylem
svétla (Huang a spol., 2008; Mordon a spol., 2015). Posledni jmenované jsou principem tzv.
intersticialni PDT, kterou lze vyuzit 1 k PDT solidnich tumorti se zavedenim svétlovodného

aparétu piimo intralezionalng (Smucler a Mazanek, 2004).
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3.47 Méieni ucinnosti PDT — dozimetrie a fluorescence

Efektivita PDT

Efektivita PDT je ovlivnéna faktory zahrnujici absorp¢ni spektrum fotosenzitizéru, A
aktivacniho svétla, hloubku tkanové penetrace a biologickou odpovéd’ tkané na singletovy
kyslik. V idealnim ptipadé by pouzitd A méla odpovidat jednomu z absorpcnich maxim
fotosenzitizéru. A protoze tkanova penetrace zavisi na A, musi byt vinové délky zafice
vybrany tak, aby dostatecné mnozstvi fotoni dosihlo urené misto zasahu. Ve viditelné
oblasti spektra se vzrustajici A roste i hloubka penetrace zafeni do tkani. Kromé vinové délky
emitovaného vinéni je dalsim faktorem, ktery podstatné¢ ovlivituje vyslednou penetraci do
postizenych tkani, i absorpcni charakteristika ,,nadloznich* tkani. Pravé ,,nadlozi“ funguje
jako pfirozené stinéni, jehoz velikost je zavisld pfedevSim na celkové hustoté téchto
centrifugdlné ulozenych tkani. Pro klinickou charakteristiku PDT pln¢ postacuji tidaje o davce
fotosenzitizéru, A pouzitého svétla a dobé ozafeni. Rozhodujicim momentem v efektivité¢ PDT

je ale svételna energie predana fotosenzitizéru, kterou l1ze métit dozimetrii.

Dozimetrie

Dozimetrické méfeni neionizujiciho zateni v zivych tkanich je znacné slozité. Existuji
tii zakladni moznosti méfeni — dozimetrie direktni, explicitni a implicitni. Direktni dozimetrie
sleduje ptimo hladinu singletového kysliku intratumoroznég, explicitni dozimetrie tuto hladinu
vypocitava z hodnot fotosenzitizéru a Vv pfipad¢ implicitni dozimetrie se K vypoctu pouzivaji
vedlejsi produkty fotochemickych reakci. Ulelem svételné dozimetrie je stanoveni
optimalnich davek fotosenzitizéri a kontrola pfesného doruceni svételné energie, tim zvySeni
ucinnosti samotné PDT (Hu a spol., 2014). Velmi vysoké davky svételné energie vedou k
poskozeni tkan€, nizké davky naopak k selhani PDT. Vzhledem ke slozitosti meéteni
dozimetrie v nehomogennim organickém prostiedi je dozimetrie tkané tumoru pacienti jen
zalezitosti teoretickou, odvozenou — vypocitava se nepiimo ze svételného paprsku a mnozstvi
energie dopadnuvsi na povrch tkang, kdy se méfeni provadéji bioimpedantni spektroskopii in
vivo (Gersing a spol., 2003). Exaktnéjsim postupem je histopatologické kvantitativni uréeni
koncentrace fotosenzitizéru ex vivo metodami planimetrie a denzitometrie (Sheng a spol.,
2004).

Fluorescence
Fluorescence je druh fotoluminiscen¢niho zafeni, které je vyvolano bud’ wcinkem

jiného dopadajiciho zafeni, nebo Ucinkem dopadajicich ¢astic. Toto sekundarni zafeni je
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charakterizovano vyzafenim energic atomem, ktery energii pohltil, ve velmi kratké dobé (10°
%10° s). Jedna se o piechod z prvniho singletového stavu do singletové hladiny.
Fluorescence hraje dilezitou roli v diagnostice malignit. Optické vlastnosti tkdné zavisi na
mife piitomnosti endogennich chromofort, jez se lisi v nenaddorové a nadorové tkani — pii
ozareni tkané UV zéafenim a i ¢asti viditelného spektra jsou absorpce a nasledna fluorescence
odlisné. Rozdil mezi zdravou a nadorovou tkéani se urcuje podle intenzity emitovaného svétla,
jeho nasledné distribuce ve spektru a délce trvani fluorescence (Alexiades-Armenakas, 2006;
Sheng a spol., 2004; Sugden, 2004). Zakladnim piirozenym nefluorescentnim chromoforem je
hemoglobin, ktery pohlcuje A do 600 nm. Ostatni piitomné latky — myoglobin, kolagen,
elastin, fenylalanin, tryptofan, tyrozin, porfyriny apod. — patii mezi tzv. vnitini, vlastni
fluorofory a pohlcuji svétlo v rozsahu 240-500 nm a vyzafuji svétlo sA 300-700 nm
(Diamond a spol., 2003; Chen a spol., 2002). Jak bylo jiz zminéno, vétSina fotosenzitizéri na
strané druhé silnou autofluorescenci vykazuji, patii mezi tzv. vngjsi, nevlastni fluorofory.
Této vlastnosti se vyuziva k diagnostice rozsahu nékterych nadorovych onemocnéni kize,
jicnu, bronchli, mocového méchyie a krcku délohy, kdy fotosenzitizéry slouzi jako
fluorescenéni sondy a znacky. K fluorescenéni spektrometrii lze pouzit jedno- i dvousondovy
systém. Fluorescenci lze méfit in i ex vivo v zobrazeni makro- i mikroskopickém.
Intraoperacni fluorescence umoziuje jednak piesny, aktualni staging malignity a posléze i
fizenou resekci tumoru ve zdravé tkani nebo navigaci PDT v realném case. Piikladem budiz

vyuziti ALA a Photofrinu v PDT multiformnich glioblastomd mozku (Eljamel a spol., 2008).

3.4.8 Soucasnost a budoucnost PDT

Soucasné vyuziti PDT

PDT je vsoucasnosti vramci terapie ruznych typt malignit klinicky plné
akceptovanou modalitou. V klinické praxi je ve svété pouzivana piedev§im jako alternativni
metoda k paliativnimu feSeni malignich endobronchidlnich, ezofagealnich a biliarnich
obstrukci, K terapii Barrettova jicnu, karcinomt Zzaludku, mocového méchyie a prostaty,
karcinomd in situ hrdla délozniho koznich malignit a tumort mozku (Agostinis a spol., 2011;
Barrett a spol., 2014; Brown a spol., 2004; Triesscheijn a spol., 2006). PDT dale slouZi jako
peroperacni adjuvance pii chirurgickém feSeni rozsdhlych tumord rGznych organovych
systém, které by si jinak vyzadovali nerealizovatelny extenzivni resekéni vykon. Takovym
ptikladem je i mezoteliom pleury a peritonea (Hopper, 2000). Diky multiorganové specificite,
a protoze se jedna o metodu, ktera je méné agresivni nez chirurgicky zakrok a radioterapie,

ma PDT casté uplatnéni i u premalignit a malignit oblasti hlavy a krku. V piipadé ¢asnych
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stadii nadorového onemocnéni se uspé$nost terapie pohybuje mezi 70-80 % piipadi. V
orofacidlni oblasti jsou timto zpisobem léCeny napf. karcinomy dutiny ustni, naso- a
orofaryngu, hlasivek, laryngu, parotidy (Huang, 2005). Vyuziti v oftalmologii a
bazaliomi ve 70-80 %, malignich melanomu v 50 %. U sekundarnich koznich malignit —
Kaposiho sarkomu, metastaz karcinomu prsu, endometria a kolorektalniho karcinomu az
kolem 80 % (Huang, 2005; Stukavec a spol., 2009). Dobré zkugenosti s PDT jsou i pii terapii
lokalni recidivy karcinomu prsu (Klener a Abrahamova, 2002), i kdyZz pouziti PDT je zde
nadale ,,off-label” (Huang, 2005). Intersticialni PDT je moznosti u pokroc¢ilého karcinomu
prostaty, jaternich 1ézi i sarkomi myoskeletalnich (Zhang a spol., 2014). PDT se zacina
vyuzivat i u nékterych nemalignich onemocnéni — s dobrym efektem u acne vulgaris, dale
experimentalné napt. k potlaceni kardiovaskularnich aterosklerotickych zmén a u revmatoidni

artritidy (Orringer a spol., 2010).

Dalsi terapeuticky smér, ve kterém je PDT vyuzivana, souvisi s tzv. ¢iSténim (purging)
kostni dfené. Jako fotosenzitizéry jsou nejcastéji pouzivané Photofrin, benzoporfyrinové
derivaty a merocyanin 540. Pomoci PDT jsou tak ex vivo odstraiovany leukemické buiky z
odebranych autolognich §tépti kostni dfené. Vyhodou této metody je, ze fotosenzitizér se
odstraniuje z kostni dfené pied reinfuzi — transplantaci, takze k systémové fotosenzitizaci
nedochézi. Experimentalné byl tento postup pouzit i k potlaceni metastazujiciho karcinomu
prsu (Cunderlikova a spol., 2010). Ve stadiu preklinickych vyzkumi je vyuziti cytotoxického
potencialu PDT proti viram: herpes-, papiloma- a retroviry; proti kvasinkam a plisnim
(kandid6zam) a proti bakteriim: Eschericha coli, Enterococcus faecalis, Helicobacter pylori,
Pseudomonas aeruginosa i MRSA (Apolikhina a spol., 2011; Mikula a spol., 2014; Rajesh a
spol., 2011; Rychtarikova a Kuncova, 2009). Realn¢ je prozatim PDT v praxi omezena jen na
onkologii a pro nékteré velmi specifické onemocnéni v jinych oborech mediciny.
Predpokladem vSak ziistava moznost budouciho rozsifeni této metody do dalSich indikaci.
Nyngj$imi svétovymi jedniCkami v pouZzivani a dalSim vyzkumu PDT jsou USA, Rusko,

Bélorusko, Indie, Cina, Japonsko, Iran, Némecko, Italie, Svédsko, Bulharsko a Rumunsko.

Nové trendy ve vyvoji PDT
Budoucnost PDT =zalezi na vyvoji novych fotosenzitizért, vylepSovani jejich
targetingu, zdokonalovani technologii svételnych zdroji a zkouseni kombinaci PDT s jinymi

zavedenymi onkoterapeutickymi modalitami.
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Standardn¢ se v PDT podava co mozné nejvyssi bezpecna davka fotosenzitizéru tak,
aby nedochazelo k systémové toxicité nebo fotosenzitivité. Pfi metronomické PDT se podava
niz8i davka fotosenzitizéru nez je obvyklé (nékdy se podava kontinualné) a nasleduje delsi ¢i
frakcionované ozateni svételnym zdrojem. Uvedeny postup byl prokdzan na potkanim modelu
u terapie gliosarkomu za pouziti ALA, kdy podstatné nizsi davka a del$i ozareni vedlo k jeho
destrukci pievazné cestou apoptotickou (Bisland a spol., 2004). Protoze se jednd pouze o
experiment s nutnym nékolikahodinovym ozatenim, neni jisté, jestli uvedeny postup bude
fungovat i u jinych tumord, s dalsimi fotosenzitizéry a diskutabilnim komfortem pro pacienta.
Komfortn&jsi cestou by jisté byla telemetricka PDT s do hlavy implantovanou optrodou,
aktivovanou induk¢ni smyckou, ktera se experimentalné osvédcila na modelu intrakranialniho
glioblastomu u potkant (Van Zaane a spol., 2010).

Konceptem dvoufotonové PDT je aktivace fotosenzitizéri rychlym pulsem laseru S A
blizici se infraCervenému (IR) zafeni. Délka svételného impulzu nesmi piekroc¢it 100 fs.
Ztraty svételné energie jsou zde nizsi, protoze nedochazi k pohlcovani hemoglobinem a
K vyraznému rozptylu do okolnich tkani. Termické poskozeni je minimalni. V porovnani
s klasickou PDT studie potvrzuji hlubsi penetraci svétla do tkdné¢ — byl prokazan efekt na
tumory velikosti 1 cm v priméru a nékteré prace dokonce prezentuji vysledky, kde doslo k
nekroze az v hloubce 3 cm (Ogawa a Kobuke, 2008). Dalsi metodou je kombinovana PDT —
PDT za pouziti 2 rozdilnych laserovych pulst. Prvni A aktivuje fotosenzitizér do
jednoduchého excitovaného stavu a druha A aktivuje fotosenzitizér do tripletového stadia,
které cilové makromolekuly destruuje pfimo. Vyhodou tohoto postupu je relativni nezavislost
od dostate¢né intratumorozni hladiny kysliku (Atif a spol., 2011). Je znamo, ze hypoxické
buiiky jsou méné citlivé jak na porfyriny, tak 1 na PDT. Nadorova tkan obsahuje oblasti s
riznym stupném hypoxie, coz samo o sobé muze byt limitujicim faktorem PDT tumoru.
Jednou z mozZnosti, kterymi by bylo mozné zvysit U¢innost PDT, je simultanné pouzit
hyperbarickou oxygenoterapii (Al-Waili a spol., 2005; Jirsa a spol., 1991). Na podobném
principu by mohlo fungovat i paralelni uziti antioxidantti v pokusu — lapact (scavengeri)
ROS, kupt. melaninu, vitamind A, C, E apod. Synergicky G¢inek mize mit i podani 2
rozli¢énych fotosenzitizéri v jednom PDT cyklu (Acedo a spol., 2014). Uziti zolendronatu a
nasledné PDT u metastatického karcinomu prsu slibovalo in vitro dobry synergicky
tumoricidni uc¢inek, jenz se ale in vivo neprokazal. I tak je ale kombinace téchto terapii
experimentalné doporucena (Akens a spol., 2014).

Tzv. majdkovd PDT (beacon PDT) je zalozena na aktivaci fotosenzitizéru az po
dosazeni cilového mista, ktera je dosazena vazbou fotosenzitizéru na rizné enzymy,

receptory, nebo RNA sondy. Beacon molekuly maji t. ¢. vétsi vyuziti v diagnostice jako
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fluorescenéni sondy (Stefflova a spol., 2007). Fotosenzitizéry se mohou stat také vhodnym
doplnkem cilené genové terapie. Po prvotnim navazani fotosenzitizéru na oligonukleotidy a
posléze po vazbé na RNA (antisense terapie) nebo DNA (antigen terapie) vytvaieji s nativni
nukleovou kyselinou Spatné rozpojitelné¢ duplexy (s RNA) nebo triplexy (s DNA) a brani
expresi vybranych cilovych gent (Boutorine a spol., 1996).

Za cilem zlepSeni transdermalni absorpce lokdln¢ podané ALA si v dermatologii a
estetické chirurgii pfi fotorejuvenaci (omlazovani pleti) své misto hledd pouziti
mikrojehlovych vale¢kt (tzv. dermarolleri) s naslednou PDT frakénim CO, laserem

(Clementoni a spol., 2010).

35 SELEKCE ZVIRECIHO MODELU A XENOTRANSPLANTACE

Selekce vhodného experimentalniho zvifectho modelu v medicinském vyzkumu je
klicova. V experimentalni onkologii se pouzivaji modely jak in vitro (nadorové bunky a
tkan¢), tak in vivo (laboratorni zvitata). Nespornou vyhodou experimentu na zvifeti je
paradoxné pravé jeho kratky zivot, ktery umoziuje rychlejsi reakci biomodelt na pozorované
podnéty (Hughes a Lang, 1978). Ke zkoumani tumorti na laboratornich zvifatech lze pouzit
tumory vzniklé spontanné, tumory arteficialni — vyvolané chemickou, biologickou nebo
fyzikalni onkogenezi a kone¢n¢ zvifeci tumory transplantované. Nevyhodou vSech uvedenych
moznosti je, ze biologicky se nejedna o tumory lidské. Tento problém pieklenula mozZnost
Kultivace bunék a tkani in vitro, ktera patfi k nejstar§im zpiisobiim prace s lidskymi tkanémi
v experimentu vibec (Carrel, 1912). Podle stati se bunééné kultury déli na 3 skupiny:
primarni Kultury, sekundarni kultury — bunééné kmeny a bunééné linie. Primarni kultury se
skladaji z bun¢k pfimo odebranych z organismu, maji pouze kratkou Zivotnost (n€kolik dni) a
dochdzi v nich k vyselektovani bunék, které jsou lépe ptfizptisobené kultivaénim podminkam.
Bunééné kmeny vznikaji na zadklad¢ primarnich kultur z buné€k, které byly uz alespoi jednou
pasdzovany. Jedna se o kulturu normalnich diploidnich bunék (oproti bunéénym liniim), které
do zaniku vydrzi v priméru 40-50 dé€leni. Bunécné linie maji prakticky neomezenou
Zivotnost a schopnost neomezeného bunééného déleni, vznikaji z bunéénych kment procesem
transformace nebo mohou byt izolovany piimo z Zivé tkdné (napf. nddorové buiky
s deregulovanym bunéénym cyklem) (Green a spol.,, 1979). Nasledny pienos takto
vykultivované lidské nadorové tkané a hlavné jeji rist je podminén imunosupresi cilovych
experimentalnich zvifat (Sharkey a Fogh, 1979).

Nejpouzivangj§im pokusnym zvifetem je bila laboratorni mys§ (Mus musculus var.

alba). Vyuziti ve vyzkumu biologie tumort a vyzkumu §tépu tak nasly i imunosuprimované
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athymické nu/nu (bezsrsté, hairless — nude) mysi, které byly poprvé popsany Flanaganem v
roce 1962, ktery zjistil, Ze ztrata srsti je podminéna pfitomnosti autozomalné recesivniho genu
a Objasnil, pro¢ po pomérn¢ kratké dobé mysi hynuly na rozliéné infekce — piitomna
homozygotni mutace je u nich provazena agenezi brzliku a tim i deficitem T-lymfocyti
(Flanagan, 1966). Pfirozena imunosuprese outbrednich nu/nu my$i umoziiuje na mys
aplikovat lidskou tkan, aniz by doslo k jejimu rozpoznani a odhojeni (Pantelouris, 1968).
Experiment ovliviiuyje jednak nepfitomnost normalni imunitni reakce, kterd by pomahala
rejekci a destrukci tumoru, a moznost odlisného metabolizmu protinadorovych 1é¢iv u mysi
(Belizario, 2009). Prvni tspé&nou heterotransplantaci lidského tumoru (konkrétné
kolorektalniho karcinomu) na athymickou mys provedli v roce 1969 Rygaard s Povlsenem
(Rygaard a Povlsen, 1969). Dalsi tGspésné xenotransplantace rtuznych lidskych tumori
nasledovaly. Zajimavosti je, Ze solidni tumory (karcinom prsu, sarkomy) se transplantuji
snadno a mohou byt dale pasazovany, naopak jiné jsou transplantovany obtizné
(hematologické malignity, malignity s hormonalni produkci) (Fogh a spol., 1980). Zde je
nutno pouze zminit, zZe xenotransplantace opa¢nym smérem, tj. ze zvifete na clovéka,
znamenaji i pres jisté moralni a nabozenské zabrany do budoucna $anci pro pacienty, ktefi uz
nejsou ,,perspektivnimi‘‘ pro transplantaci konvenéni (Stadlbauer a spol., 2011).

Vzhledem Kk faktu, Zze nu/nu mysi jsou vnimavéjsi k virovym i bakterialnim infekcim,
péce o n¢ vyzaduje specidlni izolatorovy rezim systému chovu. Prostfedi, ve kterém jsou
ustajeny, proto musi byt sterilni, stejné tak krmivo a voda a mit vyssi chovnou teplotu (okolo
28 °C). Za optimalni stafi jedincti se povazuje 6—8 tydni. Mimo uvedeny interval se snizuje
Inokulace nadorovych bunék se provadi na bok mysi s. c. injekci (Giovanella a spol., 1978).
Chirurgické vzorky bunéénych linii se aplikuji ve formé& suspenze nadorovych bunék s ve
farmakologii komeréné¢ bézné dostupnou gelatinozni smési matricovych proteind —
Matrigelem (BD Biosciences). Zakladem Matrigelu jsou komplexni proteinové produkty
(ptevazné kolagen a laminin) mySiho Engelbreth-Holm-Swarmova sarkomu. Svoji skladbou
se matrice podoba tenkym strukturdm bazalnich membran imitujicich ptirozené extracelularni
prostiedi. Naneseni bunék na vrstvu Matrigelu dava vznik 3D tkané, ktera je zcela podobna
tkanim in vivo. Formace bunék je zavisla od ptitomnosti rastovych faktora (FGF, TGF-B,
EGF) v Matrigelu — ty se podili na vlastni diferenciaci a dalsi proliferaci bun¢k (Benton a
spol., 2011).

Komplexni interpretaci preklinického vyzkumu lidskych xenotransplantovanych

tumord u mysi ztézuje velka heterogenita zkoumanych malignit na genetické i bunétné
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urovni, dale ponékud odlisna fyziologie mysi a ¢lovéka a v neposledné fadé i rozdilna
anesteticka technika (De Jong a Maina, 2010). Nicméné, model athymickych mysi s
xenotransplantovanymi lidskymi tumory je v preklinické fazi experimentu sPDT
nepostradatelny a vzdy musi dal$im klinickym zkouskdm na pacientech ptredchazet. | tak je
nutno mit na paméti, ze uziti zvifecich modelt v experimentu by pokazdé mélo byt
odpovédné a rozumné, tj. fidit se tzv. koncepci tii ,,R*:

1. replacement — nahrada zvitat v experimentech technikami in vitro apod.,

2. reduction — sniZeni poétu zvifat zafazovanych do experimentu vybérem vhodné

metody a usporadani experimentu,
3. refinement — zjemnéni az uplné vylouceni bolestivych a stresujicich pfistupti a

experimentalnich postupt (Weber, 2006).
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4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 HYPOTEZY A ZAKLADNI CiLE EXPERIMENTU

Hypotézy

Prace je zaméfena na moznosti fotodynamické terapie dvou nejcastéjSich hormonalné
dependentnich malignit viibec — karcinomu prsu a karcinomu prostaty. Nedavné pokroky
Vv patofyziologii  téchto  karcinomii  prokazaly jejich  pozoruhodnou biologickou
(imunofenotypovou) podobnost (Risbridger a spol., 2010). Karcinom prsu piedstavuje
globalné nejéastéjsi pficinu umrti na nadorové onemocnéni bez rozdilu pohlavi. Mortalita na
karcinom prostaty méa dlouhodobé stagnaéni charakter a na tuto malignitu umird kazdy paty
onkologicky pacient. Nepfiznivost situace nutné¢ vede K analyzam indikaci doposud
pouzivanych terapeutickych modalit a testovani modalit novych. PDT se v rdmci onkologie
stala Gispé$nou klinickou metodou v terapii tumort kuze, dutiny ustni, jicnu, bronchd, plic a
mocového méchyte a plic. V terapii karcinomu prsu a ani prostaty zatim k jejimu klinickému
vyuziti nedoslo. Pfitom ob¢& malignity jsou anatomicky docela dobie piistupné — celkova nebo
jesté lépe lokotopickd aplikace fotosenzitizéru s néslednou piimou iradiaci vhodnym
svételnym zdrojem u karcinomu prsu a iradiaci endoskopickou u karcinomu prostaty by
Vv dnesni dob¢ byly technicky pomérné snadné, a tudiz v praxi Siroce vyuzitelné. Role PDT by
ze zacatku byla v paliativni terapii a pokud by se efekt dostate¢né prokazal, pak by se jisté
dala vyuzit i k terapii ¢asnych stadii téchto karcinomii. PDT by se mohla pouZivat samostatné
nebo v kombinaci s jinymi ovéfenymi postupy. Experimentalni in vivo model do podkozi
nu/nu mysi xenotransplantovanych lidskych tumorl predstavuje v klinickém pojeti pozdni
stadium s koznimi metastazami zminénych typd karcinomli nebo naopak stadium casné.
Formulace védeckého piedpokladu experimentu je nasledna:

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

Alternativni  hypotéza Hi: Terapeutickd ucinnost PDT jako monoterapie
xenotransplantovaného lidského karcinomu prsu a karcinomu prostaty na modelu

nu/nu mysi je > 50 %.

Zakladni cile experimentu
I kdyz tc¢inek PDT na karcinomy je prokdzan v mnoha studiich, konkrétni uc¢innost

vzdy zavisi na typu pouzitého fotosenzitizéru. Rizné preparaty dosahuji rozdilnych vysledkt
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PDT u jednotlivych tumort. V experimentu bude zkoumanym fotosenzitizérem ftalocyanin
hydroxyhlinity. Ftalocyanin hydroxyhlinity (AIOH-Pc) je zastupcem II. generace
fotosenzitizérii, patii mezi moderni cyaninova barviva. ZvySend ucinnost zkoumaného
preparatu tkvi jednak v chelataci atomem hliniku na zadkladni cyklickou strukturu
ftalocyaninu, a jednak v jeho specidlni 1ékové formé¢ — nové vyvinutém a piipraveném
lipozomalnim gelu ur¢eném k lokotopické aplikaci.

Experiment se Xxenotransplantovanym karcinomem prsu zhodnocuje ucinnost
aplika¢nich cest a forem jednotlivych fotosenzitizérd. Do kontrastu k testovanému lokalné
podanému gelu AIOH-Pc stavi lokaln¢ aplikovany hydrochlorid metylaminolevulat (Metvix)
a dale parenteralné aplikovany disulfonovany ftalocyanin hydroxyhlinity (Al(OH)S2-Pc) a
porfimer sodny (Photofrin). Pokusné skupiny tedy budou tvotit PDT s novymi fotosenzitizéry
Il. generace (ftalocyanin hydroxyhlinity a jeho disulfonovana forma k systémovému pouziti)
versus PDT s komer¢n€ pouzivanymi starS§imi fotosenzitizéry (Metvix, Photofrin), které jsou
jiz schvalené k pouziti v terapii riznych malignit jak v Evropg, tak v ostatnich zemich svéta.
Kontrolni skupiny budou tvofit zvitata s lokalné nanesenym AIOH-Pc/Metvixem bez svételné
iradiace a zvifata s Xxenostépem zcela bez PDT. Predpokladem je sice dostate¢na G¢innost U
vSech preparati uz po jedné aplikaci, ale snahou je ovéfit pravé vyS$i ucinnost
ftalocyaninovych preparatli v porovndni s ostatnimi preparaty. Vyssi terapeuticka efektivita
by méla byt dana jejich vysokou afinitou k epitelovym bunkam karcinomt, ktera bude jesté
potencovana pasivnim targetingem v ptipadé lipozomalni gelové formy. Dalsimi otazkami
budou stanoveni nejuéinnéj$i koncentrace nového gelového preparatu AIOH-Pc a casovy
interval potiebny k jeho dostate¢né akumulaci v tumoru. Star$i preparaty, mezi které patii
Metvix i Photofrin, potiebuji k dosazeni dostate¢né intratumorozni hladiny hodiny, nékdy i
dny. Ftalocyanin se naopak vyznacuje intervalem velmi kratkym, ktery by k dosazeni jeho
terapeutické hladiny nemél ptesahnout 10 min. Zkraceny interval mezi aplikaci a ozafenim by
v klinické praxi pro pacienty znamenal jasny benefit a umoznoval by PDT sériové opakovat.
Aby byla dodrzena stejna penetrace svétla do tkdné, vSechny mysi pokusnych skupin budeme
ozafovat stejnym svételnym zdrojem — xenonovou lampou s filtrem, i kdyz optimalni A pro
ftalocyanin je delsi nez pro Photofrin i Metvix. Delsi A ale znamena hlubsi prinik do tkané, a
tim by vznikly rozdilné podminky pro vSechny ¢tyfi fotosenzitizéry.

Experiment s xenotransplantovanym karcinomem prostaty je zaméfen na porovnani
ucinnosti PDT s lokotopicky podanym AIOH-Pc v (pfedeslém experimentu osvédéené) formée
lipozomalniho gelu u dvou bunécnych typt tohoto karcinomu. Cilem bude ovéteni, ze PDT je
ucinnou metodou i U karcinomu prostaty. Ftalocyaninovy gel se bude v pokusnych skupinach

aplikovat na mysi v riiznych koncentracich. Pfedpokladem je, ze u agresivnéjsi formy, tj.
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formy karcinomu s vét§im metastatickym potencidlem, bude k uspésné PDT potieba vyssi
koncentrace 1éc¢iva.

Vzhledem k riziku obnoveného rustu tumoru budou mysi po aplikaci fotosenzitizéru a
nasledn¢ vlastni PDT déle sledovany. K novému rastu tumoru obvykle dochazi pfti
nedostate¢né hladin¢ fotosenzitizéru v tumoru nebo pii nizkém tkanovém okysliceni.
Podminkou redlné vyuzitelnosti nového preparatu je jeho bezpecnost, tj. prakticky nulova
fotosenzitivita. K objektivizaci vsech vysledki — ucinnosti PDT i vyvraceni mozné
fototoxicity — poslouzi po ukoneni pokusi nekroptické histologické vySetieni
experimentalnich zvifat. Kromé vySetfeni samotnych jizev po uspésné PDT nebo tumort
v piipadé kontrol ¢i netispéchu budou vysetieny plice, ledviny, srdce, jatra, stftevo, mozek a

svalovina k vylou¢eni subakutni toxicity a kancerogenity gelového ftalocyaninu.

Krom¢ testovani dvou centralnich hypotéz tak z prace vyplynuly dalsi zdkladni otazky
a vedlejsi problémy, na které bylo nezbytné se zaméfit:

1. Bude nové vyvinuty lipozomalni gelovy preparat s hydrofobnim AIOH-Pc
ucinny u PDT karcinomu prsu? V jakych koncentracich?

2. Bude nové vyvinuty lipozomalni gelovy preparat s hydrofobnim AIOH-Pc
ucinny i u PDT karcinomu prostaty? V jakych koncentracich?

3. Bude AIOH-Pc dostate¢né icinny jiZ po jedné aplikaci?

4. Jak se bude liSit efekt PDT od aplikacni cesty fotosenzitizéru? Bude efekt
podani lokotopického srovnatelny s podanim systémovym?

5. Budou ftalocyaniny v porovnani s komerénimi Metvixem a Photofrinem
ucéinnéjsi?

6. Bude 10minutovy interval k dosaZeni u¢inné hladiny AIOH-Pc v tumoru
dostatecny?

7. Nebude AIOH-Pc vykazovat znamky fotosenzitivity?

8. Nebudou znamky poskozeni zdravych tkani AIOH-Pc?

9. Nedojde k regresi nebo tiplné remisi tumori v kontrolnich skupinach?

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

Predpokladanym vystupem v piipadé uspéSnosti celého experimentu je potvrzeni
ucinnosti PDT karcinomu prsu i prostaty. V porovnani s ostatnimi preparaty pak dokazani
nejvyssi ucinnosti terapie karcinomu prsu lokotopicky podanym ftalocyaninem v lipozomalni
gelové forme a vypracovani optimalniho aplika¢niho modelu nového 1é¢ivého preparatu pro

karcinom prsu i pro dva odlisné typy karcinomu prostaty. To vSe v krat§im intervalu mezi
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aplikaci nového fotosenzitizéru a svételnym ozafenim v porovnani s jinymi preparaty a Se
zadnou fotosenzitivitou. PDT by tak mohla pfedstavovat cilenou onkoterapii s minimalnimi
nezadoucimi ucinky na ostatni tkan¢ organismu. Model xenotransplantovanych tumora vcelku
vérné imituje kozni metastazy piislusnych malignit. Pokud bude experiment uspésny, bude
takto vedena PDT pro pacienty v pokro¢ilém stadiu karcinomu prsu i prostaty znamenat

moznost efektivni paliativni terapie, a tim zlepSeni jejich QoL a prodlouzeni intervalu preziti.

4.2 MATERIAL A METODIKA

4.2.1 Zvifeci model

Za vhodny experimentalni model byly zvoleny bezsrsté (nude) athymické nu/nu mysi
(Crl:NU-Foxn1™). Nu/nu mysi pfijimaji ve vétsing piipadii xenostépy lidské nadorové tkang,
protoze jsou imunodeficitni — nemaji funk¢éni T-lymfocyty. Tento neizogenni kmen —
outbredni linie laboratornich mysi ma Vv experimentu vyhodu v jejich levngjsi a snazsi
produkci a v obecnéji platnych nalezech. K pokusim byly pouzity samice kmene CD1
(homozygotni kmen ¢. 088) s té€lesnou hmotnosti 18-22 g, coz odpovidalo 6-8 tydnt véku.
Nu/nu mysi byly ptivodné vyslechtény v Charles River Laboratories, Inc. (Wilmington, MA,
USA). Zvitata byla chovana izolatorovym systémem ve sterilnim laminarnim flow boxu pro
mala laboratorni zvifata, typ: KAT-F-SZ/I-1000 pti konstantni chovné teploté 28 °C. Mysi
byly podestylany radiacné sterilizovanou jedlovo-smrkovou podestylkou SAWI — Research
Bedding typ HW 300/500 vyrobce JELU-WERK, Josef Ehrler, GmbH (Rosenberg,
Némecko), krmeny radiacné sterilizovanou dietou pro nu/nu mysi — ssniff od vyrobce ssniff
Spezialdidten, GmbH (Soest, Némecko) a napajeny byly autoklavovanou vodou ad libitum.
Kompletnim dodavatelem mysi, podestylky i krmnych smési pro nas pokus byla ¢eska firma
AnLab, s.r.o. (Praha, CR).

Etika

Vzhledem K praci s experimentalnimi zvitaty byly po cely pokus plné dodrzovany tyto
pravni predpisy: Zakon ¢. 149/2004 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani, Zakon ¢. 207/2004 Sb.
o chovu a vyuziti pokusnych zvitat, Zdkon €. 166/1999 o veterinarni péci, Vyhlaska ¢.
286/1999 Sh., kterou se provadeji ustanoveni Zakona €. 166/1999 Sb., Zakon ¢. 78/2004 Sb. o
nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a produkty, Vyhlaska €. 209/2004 Sb. o
blizS§ich podminkach naklddani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi

produkty.
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4.2.2 Tkariové linie — xenotransplantaty lidskych tumorii

Ke xenotransplantaci lidskych tumord na nu/nu mysi byly pouzity 3 tkanové linie
kavkazské rasy — 1 linie karcinomu prsu a 2 odlisné linie karcinomu prostaty. Vsechny byly
zakoupeny z European Collection of Cell Cultures, patiici pod statni Public Health England
(Salisbury, Velka Britanie) prostfednictvim firmy Sigma-Aldrich, s.r.o. (pobocka v Praze,
CR). Bunééné kultury byly opakované pasazovany a rozdéleny subkonfluenci na 70-80 %.

Tkanova linie MDA-MB-231 (M. D. Anderson Metastatic Breast 231) piedstavovala
v experimentu lidsky adenokarcinom prsu. Pavodné byla ziskana z maligniho pleuralniho
vypotku 5lleté Zzeny s metastatickym invazivnim duktalnim karcinomem prsu (Cailleau a
spol., 1974). MDA-MB-231 nadorové bunky nemaji exprimované ER, PR a ani HER-2/neu
receptory — jsou triple negativni.

Lidsky adenokarcinom prostaty zastupovaly tkanové linie LNCaP (Lymph Node
Cancer of the Prostate) — klon FGC (Fast Growing Colony) a PC-3 (Prostate Carcinoma 3).
Rozdil mezi tkanovymi liniemi karcinomu prostaty je v agresivité biologického chovani.
Linie LNCaP ma metastaticky potencial velmi maly a je citliva k androgeniim; linie PC-3 ma
zas naopak metastaticky potencial velky, k androgenim je necitliva — vykazuje nizkou
produkci 5a-reduktazy a ma nizkou frakci prostatické kyselé fosfatazy. Tkanova linie LNCaP
byla origindln¢ vykultivovana z metastdzy v levé nadklickové uzliné u 50let¢tho muze
s potvrzenym karcinomem prostaty (Horoszewicz a spol., 1980). Linie PC-3 byla puvodné

poiizena z grade 4 adenokarcinomu prostaty u muze stafi 62 let (Kaighn a spol., 1979).

Obrazek 13. Nu/nu mys s narostlym xenostepem karcinomu prsu na pocdtku experimentu

Buiiky vSech linii se pfed pouzitim kultivovaly v médiu s bikarbonatovym pufrovacim
syst¢émem — RPMI-1640 doplnéném o 10% fetalni bovinni sérum, 2% penicilin/streptomycin,

1,25% L-glutamin a 1% pyruvéat sodny. Po namnozeni a dosaZeni po¢tu 10° nadorovych
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bunék, tj. cca 1 mg tkanové kultury, byly spole¢né s Matrigelem (BD Matrigel Basement
Membrane Matrix — vyroben firmou BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA a v CR
distribuovan spolecnosti I. T. A. — Intertact, s.r.0., Praha) subkutanné implantovany na pravy
bok athymické mysi. Objem tumoru byl pravidelné méfen a vlastni experiment s PDT zacal
poté, co doslo k naristu tumoru do velikosti 6 mm v priiméruy, tj. do objemu cca 0,2-0,4 cm® a

plochy cca 2 cm?, jak je zdokumentovano na piedeslém Obrazku 13.
4.2.3 Experimentdlni fotosenzitizéry

Ve studii u¢inku PDT na karcinom prsu byl ke srovnani snovym AIOH-Pc
Vv lipozomalni gelové formé k lokotopické aplikaci pouzit komeréné bézné dostupny krém
16% hydrochloridu metylaminolevulatu — Metvix (Galderma S.A., Lausanne, Svycarsko).
Absorpéni maximum Metvixu je 630 nm. K systémové aplikaci se podaval AI(OH)S2-Pc,
ktery byl syntetizovan ve Vyzkumném ustavu organickych syntéz, a.s. v Rybitvi u Pardubic.
Podaval se ve formé roztoku s KCI s osmolalitou 0,9 %, maximum absorpce prokazuje kolem
675 nm. DalSim prepardtem k parenterdlnimu podéni byl porfimer sodny pod firemnim
nazvem Photofrin (zakoupen od Axcan Pharma, Inc., Mont-Saint-Hilaire, Kanada)
s absorpénim vrcholem 632 nm a koncentraci 2,5 mg/ml. Ve studii s karcinomem prostaty byl
pouzit jenom lipozomalni gel AIOH-Pc ur¢en k lokotopické aplikaci.

Nov¢é vyrobeny a testovany lipozomalni gel s G¢innou latkou 85% ftalocyaninu
hydroxyhlinitého (Obrazek 14) byl v experimentu aplikovan v riznych koncentracich — u
karcinomu prsu ve 2, 3 a 4 mg/ml; u karcinomu prostaty linie LNCaP ve 4,5, 9 a 18 mg/ml a
linie PC-3 ve 2,4 a 6 mg/ml.

Obrazek 14. Ftalocyanin hydroxyhlinity

peiy

Al-OH N
? / \ E
Maximum absorbované A je spektrum 672 nm. AIOH-Pc byl vyroben firmou

Synthesia, a.s. (Pardubice, CR) pod zaititou Vyzkumného Gstavu organickych syntéz, a.s.

(Rybitvi, CR).
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Vlastni vyroba gelu s lipozomy zfuzovanymi s hydrofobnimi mikroc¢asticemi AIOH-
Pc je patentovéana (Jezek a spol., 2008). Lipozomalni gelovy preparat se pripravuje procesem
fluidizace sterilniho izotonického roztoku lecitinu v koncentraci 1-40 mg/ml za pouziti
poloprimyslového mikrofluidizéru (procesor M-110L firmy Microfluidics, Inc., Newton,
MA, USA — Obrazek 15) pfi teploté > 0 °C a tlaku 500-2000 bar. Vyslednym produktem
jsou mikroc¢astice do priméru 1 pm. Za stalého michani se potom piidava lyofilizovany
prasek AIOH-Pc v poméru 5:1-0,1:1 ve vztahu k lecitinu. Vznikla suspenze se opét fluidizuje
v mens$i komoie mikrofluidizéru pii teploté > 0 °C a tlaku 1000-2000 bar. Kone¢na velikost
mikrovezikul se pohybuje od 180 az do 480 nm, primérna velikost je 200-300 nm. Takto
ziskana suspenze se smésuje s gelovym zékladem — Cirym Iékarenskym gelem v objemovém
poméru 1:1 ml. PouZity prasvitny gel (Gel 2, Pharmgest, s.r.o., Pfibram, CR) byl p¥ipraven

jako magistraliter na zéklad¢é 4% karboxymetylcelulozy.

Obrazek 15. Poloprimyslovy mikrofluidizér M-110L

4.2.4  Svételny zdroj pouZity v experimentu

Jako zdroj silného svétla o velkém svételném toku byla Vv experimentu pouzita
xenonova lampa onkolight 051 (ONL 051) s pfevodnim filtrem od vyrobce Preciosa Crytur,
s.r.0. (Turnov, CR), ktera pracuje v tzv. daleko-Eerveném spektru 600-700 nm s maximem
kolem 635 nm a intenzitou zafeni 200 mW/cm?. Piednosti xenonové vybojky je dlouhd
zivotnost (n€kolik tisic provoznich hodin). Jeji vyuziti je v praxi omezeno vysokym vnitinim
pietlakem za provozu, az s moznosti exploze, proto je pro ochranu okoli kryta dostate¢né

pevnou lampovou skiini. Xe lampa je vyfocena na Obrazku 16.
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Obrazek 16. Xenonova lampa onkolight 051 pouzita v experimentu

1 ~

4.2.5 Experimentdlni skupiny — uspoiddani pokusu

V ptipadé xenotransplantovaného karcinomu prsu linie MDA-MB-231 byly mysi s jiz
narostlym tumorem nahodné rozdéleny do 9 skupin po 10 jedincich (n = 10). Prvni tfi
intervencni skupiny byly 1é¢eny lokotopicky podanym lipozomalnim gelem AIOH-Pc — kazda
jinou koncentraci: 2 mg/ml, 3 mg/ml a 4 mg/ml. Dalsi skupina podstoupila plnou PDT
s lokotopicky podanym Metvixem, s parenteralné aplikovanym AI(OH)S2-Pc a stejné
podanym Photofrinem. Koncentrace obou fotosenzitizéra pro i. v. aplikaci byly identické —
2,5 mg/ml. Zbylé skupiny byly kontrolni. Dvé skupiny obdrzely jen lokaln¢ podany
fotosenzitizér — bud” AIOH-Pc v koncentraci 4 mg/ml, nebo Metvix, ale ozafeny svételnym
zdrojem nebyly. Posledni kontrolni skupina byla tzv. ¢ista kontrola — ,,slepy vzorek® mysi,
jenz nedostal zadny fotosenzitizér a nebyl ani ozaten.

Experimentalni skupina myS$i se xenotransplantovanym karcinomem prostaty byla
vzdy tvotena 8 jedinci (n = 8). Celkem byly mysi nahodné rozdéleny do 12 identickych
skupin — polovina skupin mé¢la implantovanou linii LNCaP a polovina linii PC-3. Pokusnych
skupin bylo celkem 6 (3 skupiny pro kazdou linii zvlast). Na téchto skupinach byl in vivo
testovan uc¢inek lokotopicky aplikovaného AIOH-Pc lipozomalniho gelu V rozdilnych
koncentracich: 4,5 mg/ml, 9 mg/ml, 18 mg/ml u mysi s LNCaP a 2 mg/ml, 4 mg/ml, 6 mg/ml
s PC-3. Kontrolnich skupin bylo celkem 6 — 3 pro kaZdou linii karcinomu prostaty. Zvifata
prvnich kontrolnich skupin byly zcela prosté terapie (bez aplikovaného fotosenzitizéru i bez
svételného ozafeni), druhé kontrolni skupiny byly jenom ozarené svételnym zdrojem (bez
AIOH-Pc) a kone¢n¢ tfeti kontrolni skupiny, kde aplikace AIOH-Pc gelu v nejvyssi
koncentraci pro danou linii (18, resp. 6 mg/ml) probéhla, ale mysi ozafeny svétlem nebyly.
Celkovy soubor pouzity v naSem experimentu tedy tvoiilo 186 nu/nu mysi (n = 186). Pro lepsi

piehlednost uspotfadani experimentu jsou v§echny skupiny zvitat shrnuty v Tabulce 14.
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Tabulka 14. Experimentalni skupiny — uspordadani pokusu

Typ n Linietumoru Fotosenzitizér Koncentrace Aplikace ir?ti:glfljtal p;(itecll-ce ira)d(iil e
A(2) pokusna 10 MDA-MB-231 AIOH-Pc 2 mg/ml loc. 10 min = +
A(3) pokusna 10 MDA-MB-231 AIOH-Pc 3 mg/ml loc. 10 min = +
A pokusna 10 MDA-MB-231 AIOH-Pc 4 mg/ml loc. 10 min = +
B pokusna 10 MDA-MB-231 Metvix 0,16 mg/mg loc. 180 min + +
C pokusna 10 MDA-MB-231 AIl(OH)S2-Pc 2,5 mg/ml i.v. 10 min = +
D pokusna 10 MDA-MB-231 Photofrin 2,5 mg/ml i.v. 2880 min + +
E kontrolni 10 MDA-MB-231 AIOH-Pc 4 mg/ml loc. - = =
F kontrolni 10 MDA-MB-231 Metvix 0,16 mg/mg loc. - = =
G kontrolni 10 MDA-MB-231 - - - - = =
H pokusna 8 LNCaP AIOH-Pc 4,5 mg/ml loc. 10 min = +
| pokusna 8 LNCaP AIOH-Pc 9 mg/ml loc. 10 min = +
J pokusna 8 LNCaP AIOH-Pc 18 mg/ml loc. 10 min = +
K kontrolni 8 LNCaP - - - - - -
L kontrolni 8 LNCaP - - - - - i
M kontrolni 8 LNCaP AIOH-Pc 18 mg/ml loc. - = =
N pokusna 8 PC-3 AIOH-Pc 2 mg/ml loc. 10 min = +
) pokusna 8 PC-3 AIOH-Pc 4 mg/ml loc. 10 min = +
P pokusna 8 PC-3 AIOH-Pc 6 mg/ml loc. 10 min = +
R kontrolni 8 PC-3 - - - - - -
S kontrolni 8 PC-3 - - - - - it
T kontrolni 8 PC-3 AIOH-Pc 6 mg/ml loc. - = =

4.2.6 PDT v experimentu

Po dosazeni stanovené velikosti xenotransplantovaného tumoru, tj. cca 6 mm
v priméru a objemu cca 0,2-0,4 cm®, a rozdéleni mysi do vyseuvedenych skupin zadal
experiment se samotnou PDT. K vylouceni vystresovani a pohybu zvitat pii cilené aplikaci
PDT byly na zacatku experimentu vSechny mysi uvedeny do ataralgezie (neuroleptanalgezie).
Narkotiza¢ni protokol sestaval z disociativniho anestetika ketaminu a sedativa xylazinu, ktery
snizuje vedlejsi ketaminové projevy a dociluje myorelaxaci. MySim se tak soucasné
intraperitonealné aplikoval ketamin v doporuceném davkovani 100 mg/kg a xylazin

v davkovani 16 mg/kg v celkové objemové koncentraci 5 ml/kg.
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PDT karcinomu prsu

Ke stanoveni nejvhodnéjsi terapeutické koncentrace lipozomalniho gelu AIOH-Pc pro
karcinom prsu se testovaly gely o rizné koncentraci: 2, 3 a 4 mg/ml. Kazdy gel byl lokalné
aplikovan zevné na tumor vdavce 0,2 ml/tumor a doba jeho plsobeni pod Céstecné

okluzivnim ovazem byla 10 min (Obrazek 17).

Obrazek 17. Pisobeni ftalocyaninového gelu — okluzivni obvaz

organech v riznych ¢asovych intervalech po aplikaci je zndmo, Ze 10 min je jediny dostate¢né
ucinny casovy interval (tzv. drug-light interval) k dosaZzeni optimalni terapeutické hladiny
fotosenzitizéru intratumorozng&. Casovy limit 30 min je G¢inny jen asteéné, zatimco 60 min, 4
h a 24 h jsou zcela neafinné (Nekvasil a spol., 2007). Obrazek 18 s prikazem UV
fluorescence lokotopicky podaného AIOH-Pc po stanovené dobé plisobeni makroskopicky

dokumentuje efektivitu targetingu tohoto fotosenzitizéru.

Obriazek 18. Fluorescence tumoru v UV svétle

Kone¢né byl tumor ze vzdalenosti 1 cm ozafen xenonovou lampou se zativym tokem

0,97 W a celkovou energii zafeni 100 J/cm?® Kolem tumoru byl ozéafen i cca 5Smm lem zdravé
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tkang, zbyla Cast téla zvifete ozafena nebyla. Délka iradiace trvala piesné 8 min. Rozptyl
pracovnich vinovych délek xenonové lampy se pohyboval v rozmezi 600—700 nm (maximum
kolem 635 nm). Kazdy v experimentu pouzity fotosenzitizér ma sice mirn¢ odliSnou
optimalni A, ale pouziti svétla o rozdilné a pro dany fotosenzitizér specifické A by vedlo k
rizné penetraci svétla do tkané, tedy by stejné podminky pro vSechny latky dodrzeny nebyly.
Efektivita 4 mg/ml AIOH-Pc gelu se srovnavala s krémem Metvix. 1 g Metvixu obsahuje 160
mg metylaminolevulatu ve formé& hydrochloridu. Krém byl aplikovan dle instrukci vyrobce
v piibalovém letaku — 0,4 mg bylo naneseno lokaln¢ na tumor ve vrstvé tlusté cca 1 mm.
Ozéfeni svételnym zdrojem probihalo za stejnych podminek, ale az po 3 h od aplikace.
Lécenym skupindm se systémovou aplikaci se fotosenzitizéry podavaly ve formé
izotonickych 0,9% roztokd bolusové i. v. do lateralni ocasni zily. Al(OH)S2-Pc byl podan
v davkovacim schématu 2,5 mg/kg télesné hmotnosti (= 500 pg/mys), doba pisobeni pted
ozafenim cCinila opét 10 min. Davka Photofrinu byla 2 mg/kg télesné hmotnosti (+ 500
ng/mys) a jeho doba ptisobeni az 48 h. Zpiisob svételné iradiace byl identicky. Skupiny mysi
1écené Photofrinem i Metvixem byly v dobé pusobeni fotosenzitizéri (48 h nebo 3 h)
chranény ptfed piimym slunenim svétlem kvili riziku fotosenzitivity. Skupiny
s ftalocyaninovymi preparaty byly pfimému sluneénimu svétlu volné vystaveny a znadmky
fotosenzitivity zaznamenany nebyly. VSechny skupiny byly pravidelné sledovany. Po dobu
nasledujicich 30 dnti se zaznamenavala plocha nekrotického tumoru a dopocitaval se objem
tumoru. Parametry (d — délka, s — §itka) viditelné plochy nekrézy (S) byly méteny posuvnym
méfitkem (mikrometrem) v tfidennim intervalu — zobrazeno na Obrazku 19. Plocha nekrozy
se vypocitavala podle vzorce: S = d x 5. Objem tumoru (V) se pak stanovoval podle formule:
V=(dxs)I2.

Obrazek 19. Méreni plochy nekrotického tumoru

d délka tumoru
K Sifka tumoru
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Kontrolni skupiny nu/nu mysi v pokusu PDT karcinomu prsu byly tfi. Dvé skupiny
obdrzely pouze lokaln¢ podany fotosenzitizér — lipozomdlni gel AIOH-Pc v uc¢inné
koncentraci 4 mg/ml nebo Metvix bez iradiace svétlem. Tyto kontroly slouzily k potvrzeni
predpokladu, ze jen samotné podani fotosenzitizéru nema zadny terapeuticky vliv a to i bez
ohledu na druh jeho ucinné latky. Tteti kontrolni skupina ptfedstavovala ¢istou kontrolu —
mySi se xenoStépy tumoru nebyly nijak terapeuticky intervenovany, hodnotil se rist
karcinomu na zivém zvifecim modelu. Posledni, 30. den pokusu byla vSechny experimentalni
zvirata usmrceny metodou cervikalni dislokace a kromé jedincii urcenych k nekroptickému

vysetieni zlikvidovany asanac¢ni sluzbou.

PDT karcinomu prostaty

Stejna metodika se pouzila i v PDT obou bunénych podtypt karcinomu prostaty.
K uréeni optimalni terapeutické koncentrace lipozomalniho gelu AIOH-Pc pro karcinom
prostaty a porovnani G¢innosti na jeho jednotlivé tkanové linie se zkoumaly gely o rtuzné
koncentraci: 4,5, 9 a 18 mg/ml u linie LNCaP a 2, 4, 6 mg/ml u linie PC-3. Davkovani
aplikovanych lipozomadlnich gela s ftalocyaninem na povrch kazdého tumoru se neliSilo —
pouzito bylo 0,2 ml. Cilené 8minutové svételné ozafeni probihalo za stejnych podminek, opét
az po 10minutovém lokalnim pisobeni 1é¢ivého preparatu. Zvifata nebyla chranéna pied
sluncem ¢i dennim svétlem a zadné fotosenzitivni reakce zaznamenany nebyly. Harmonogram
vystupnych méteni (d a § nekrotickych tumort), postupy pii vypoctech (S, V), délka trvani
experimentu (30 dni) i kone¢ny osud nu/nu mysi se shodovali S pfedchozim experimentem.

Charakteristika kontrolnich skupin byla v pokusu PDT karcinomu prostaty mirné
odli$nd. Podobné¢ jak u karcinomu prsu, dvé kontrolni skupiny byly opét kontroly ¢isté — mysi
s volné rostoucim karcinomem prostaty linie LNCaP/PC-3, neovlivnéné PDT. Dvé dalsi
skupiny dostaly bez svételného terapeutického ptisobeni jen lokalné aplikovany lipozomalni
gel AIOH-Pc v koncentraci 18 mg/ml u LNCaP a 6 mg/ml PC-3. Zbylé 2 kontroly se
xeno$tépy linie LNCaP 1 PC-3 podstoupily jen ozafeni Xe lampou, ale nedostaly zadny
fotosenzitizér. Zde by se dal pfedpokladat alespon fototermicky tcinek, jenz by mohl vést ke
zpomaleni rlstu, pfip. k castecné regresi tumoru. Proti laserim pouzivanym bé&zné
v onkoterapeutické praxi byl vykon v experimentu pouzitého svételného zdroje ale podstatné

nizsi.

100



4.2.7 Histologické zpracovani

Po usmrceni mysi na konci experimentu byla oblast tumoru u vSech mysi odebrana
ostrou kompletni excizi. Nekropsie jizevnaté tkan¢ u mysi s aspésnou PDT a oblasti tumoru u
myS$i s netaspéSnou PDT a kontrolnich poslouzila k objektivizaci efektivity terapie. Jiz
makroskopicky slo obvykle dobie rozeznat rezidualni nebo novotvofenou nadorovou tkan.
Jizva po uspésné PDT byla palpa¢né jemna, bez hmatné rezistence. Vzorky tkani se po
oznaceni chemicky fixovaly v 10% roztoku neutralniho formolu (4% roztoku formaldehydu).
Tkané byly k mikroskopickému vysetieni zpracovany v celém rozsahu metodou parafinovych
blockli v téchto krocich: odvodnéni v alkoholech vzestupné tady, projasnéni Xylenem,
prosyceni a posléze zaliti do parafinu. Nasledovalo nablokovani, prokrajeni blocka
mikrotomem na 7 pm fezy a natahovani preparati. Nekroza tumoru v oblasti jizvy, tj. remise
po uspésné PDT byla histologicky potvrzena vymizenim nadorovych bunék. PouZito bylo

barveni hematoxylin-eosinem v Gillové modifikaci.

Obrazek 20. Nekropsie mysi s odbérem vzorkii na histologické vysetieni

P

V ptipadé pouziti lipozomalniho gelu AIOH-Pc byly z kazdé pokusné skupiny i ze
skupin kontrolnich z jedné mysi odebrany organové vzorky (viz piedchozi Obrazek 20).
Histopatologické vysSetfeni jater, ledvin, srdce, tenkého stfeva, plic a kosterni (pficné
pruhované) svaloviny slouzilo k vylouceni pfipadného poskozeni vnitinich organti celym
procesem PDT, chemickou slouc¢eninou testovaného fotosenzitizéru nebo pouhym svételnym

ozafenim. Vzorky tkané byly i v tomto pfipadé obarveny HE.
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4.3 STATISTICKA ANALYZA DAT

Provedeny laboratorni experiment je typové preklinicka metodologicko-intervencni
analyticka studie s kvantitativnim vyzkumem. Experiment byl kontrolovany a rozdé€leni

probandek (nu/nu mysi) do intervenénich a kontrolnich skupin probihalo randomizované.

Byla stanovena nulova hypotéza Hy a alternativni hypotéza H; a tyto hypotézy byly
statisticky testovany. Statisticka signifikance, tj. p-hodnota < 0,001 byla interpretovana jako
statisticky vyznamny vysledek, zamitajici nulovou hypotézu Hp na hladiné vyznamnosti o =
0,01. 1% pravdépodobnost chyby I. druhu (falesné pozitivity) byla i pfes relativné¢ maly
rozsah rozptylti plné vyhovujici. Metody popisné statistiky (aritmeticky primér, standardni —
smérodatnd odchylka, median, rozpéti a relativni Cetnosti) byly pouzity pro charakteristiky
soubort pii statistickém zpracovani vysledki.

Pted vlastni analyzou dat byla otestovana homogenita vychozich podminek metodou
jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA). Metodou ANOVA se testovaly i konecné stavy
vSech kontrolnich skupin. Smyslem tohoto parametrického testu bylo vyloucit piipad, kdy v
jedné ze skupin budou vychozi podminky charakterizované jako objem tumoru vyrazné
odlisné od ostatnich skupin. Pfipadna odliSnost by mohla znehodnotit vysledek tim, ze
podstatné mensi nebo podstatné vétsi objem tumoru by mohl signalizovat odlisné biologické
chovani. Navic s odliSnym objemem se méni pomér mezi povrchem a objemem tumoru, takze
1ze ptedpokladat i odliSnou odpovéd’ na PDT. PouZit4 analyza rozptylu jednoduchého tfidéni
poslouzila k zobecnéni analogie ptipadu zjistovani rozdilu primérd mezi dvéma nezavislymi
skupinami pomoci neparového t-testu. Vypocet testovaciho kritéria F tyto rozdily primeért
mezi vice skupinami prokézal. Pro vSechny experimentalni skupiny mysi s karcinomem prsu
(A (2,3), A-G) bylo F = 0,5803, pro skupiny s karcinomem prostaty linie LNCaP (H-M)
1,2191 a linie PC-3 (N-T) 0,1746. Hypotézy 0 rovnosti Strednich hodnot nebylo mozné
zamitnout ani v jednom ptipad¢, tudiz nebyl divod se domnivat, Ze se vychozi velikosti
tumortl v jednotlivych skupinach lisi.

ANOVA ptedpoklddd normalitu a homoskedasticitu (homogenni rozptyl) dat.
Normalita se obvykle ptedpokladd, pokud nejsou patrné odlehlé hodnoty; protoze odlehlé
hodnoty patrny nebyly, testovala se pouze shoda rozptylti (homoskedasticita) Bartlettovym
testem. Graficky jsou homogenity rozptyli naSich vzorkd zndzornény na krabicovych
diagramech (boxplotech) v Grafu 3 pro skupiny s PDT karcinomu prsu a dale v Grafu 4 a
Grafu 5 pro skupiny, které podstoupily experiment s PDT dvou odlisnych linii karcinomu
prostaty.
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Graf 3. Homogenni rozptyl vychozich objemii tumorii linie MDA-MB-231
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Pokusné skupiny (A-D):

AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. + Xe iradiace
AI(OH)S2-Pc plv. sol. i. v. + Xe iradiace
Photofrin 2,5 mg/ml plv. sol. i. v. + Xe iradiace
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Kontrolni skupiny (E-G):

E AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. bez Xe iradiace

F Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. bez Xe iradiace
G bez fotosenzitizéru, bez Xe iradiace

experimentalni skupina

Graf 4. Homogenni rozptyl vychozich objemii tumorii linie LNCaP
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Pokusné skupiny (H-J):

H AIOH-Pc 4,5 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
| AIOH-Pc 9 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
‘ | — J AIOH-Pc 18 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
I Kontrolni skupiny (K-M):
K bez fotosenzitizéru, bez Xe iradiace
1 : L bez fotosenzitizéru, se Xe iradiaci
T 8 o = M AIOH-Pc 18 mg/ml gel loc., bez Xe iradiace
1 T T
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experimentalni skupina

Graf 5. Homogenni rozptyl vychozich objemii tumorii linie PC-3
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Pokusné skupiny (N-P):

N AIOH-Pc 2 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
O AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. + Xe iradiace
P AIOH-Pc 6 mg/ml gel loc. + Xe iradiace

Kontrolni skupiny (R-T):
R bez fotosenzitizéru, bez Xe iradiace

S bez fotosenzitizéru, se Xe iradiaci
I T AIOH-Pc 6 mg/ml gel loc., bez Xe iradiace

(6] P R

experimentalni skupina
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Pro analyzu vysledki byly pouzity dva pfistupy: ¢etnost pozitivnich odpovédi na PDT
a rychlost ustupu u pozitivnich odpovédi. Pro statistické srovnani nespojitych proménnych byl
Vv pfipadé orientacniho zhodnoceni cetnosti pozitivnich odpovédi pouzit Fisheriv piimy
exaktni test (kontingen¢ni tabulka S malym obsazenim policek). Rychlost odpovédi byla
hodnocena tim, Ze byl sestaven nejjednodussi model zaniku tumoru podle rovnice: Vi = Vg X
e* kde V; predstavuje objem tumoru v daném Case t — konkrétni den méfeni, Vo objem
tumoru hned po xenotransplantaci, e je Eulerovo cislo (zaklad pfirozenych logaritmt) a
parametr k se oznacuje jako rychlostni konstanta a charakterizuje rychlost rozpadu tumoru.
Hodnota k je vSak do zna¢né miry neintuitivni, a proto byla nahrazena pfevodem na poloc¢as
rozpadu Ty, (T2 = In 2 / k). Ke srovnani polocasti byl pouzit neparametricky Mann-
Whitneylv pofadovy (Wilcoxontv) test. Dynamika zéaniku tumoru charakterizovana
polo¢asem rozpadu neni dobrou charakteristikou reakce zvifeciho modelu se xenoStépem
tumoru na PDT. Zde je ovSem tfeba vzit v potaz, ze méteni v kritické fazi bylo z hlediska
studia dynamiky rozpadu vyrazné¢ podvzorkované. Tim se ovSem otevird prostor pro dalsi
vyzkum a napf. pro sestaveni statisticky vhodného modelu rozpadu xenotransplantovaného
tumoru pii PDT.

Pomineme-li dynamiku rozpadu tumoru, miZeme jednoduSe na konci pokusu
vypocitat rozsah celkového zpomaleni nadorového ristu (TGl — total growth inhibition) podle
vzorce: % TGl = 1 — (Ve / Vk) x 100. Vg piedstavuje pramérny objem tumoru v 1ééené
pokusné skupin€ a Vg primérny objem tumoru v kontrolni — neléené skuping. Tyto vysledky
se pak daji jednoduse zhodnotit neparovym oboustrannym Studentovym t-testem. Parcialni
odpovéd’ na protinddorovou terapii je u experimentalnich zvifat definovana jako TGI > 50 %
(ale < 100 %) pocatecniho objemu tumoru, tj. v 0. den experimentu. Kompletni odpovéd’
znamena TGI = 100 %, kdy je objem tumoru jiz neméfitelny (Vv kterykoliv den experimentu).
Pro pokusy s monoterapii je hrani¢ni G¢innost stanovena jako kontinualni TGI > 50 % po
dobu nejméné 1 doubling time tumoru (¢asu potiebného ke zdvojnasobeni velikosti tumoru)
kdykoliv po zahgjeni terapie (Gehan, 1965; Grever a spol., 1992; Wu, 2010).

Softwarem pouzitym v praci byl statisticky program IBM SPSS Statistics Premium
(v19), programovaci jazyk R Development Core Team R (v3.0.1) a Microsoft Excel 2010
(v14.0).

4.4 VYSLEDKY

Nu/nu mysi reagovaly na PDT pomérné rychle. V intervenénich experimentalnich

skupinach byly u zvifat prvni znamky nekrézy zaznamenany jiz 24 h po ozafeni. 7. den
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experimentu byla u léCenych skupin patrnd téméf kompletni regrese objemd tumort
s makroskopickou demarkaci nekroz. Postupny terapeuticky efekt PDT je zobrazen na
Obrazku 21. V piipad¢ Gspésné PDT byla makroskopickym vysledkem jemna oplosténa
jizva kryta epitelem (Obrazek 22).

Obrazek 21. Experimentdlni PDT xenotransplantovaného lidského karcinomu prsu

K

V histopatologickém mikroskopickém nalezu dominovalo vyrazné zmnozeni
plazmocyti s ptimési mastocytd v fidkém prosaknutém kolagennim vazivu. Mastocyty byly
¢asto v hornim coriu a subcutis degranulované. Nadorové zmény a piitomnost malignich
bunék pozorovany nebyly (viz Obrazek 23 na nasledujici stran¢). Rozdil v histologickém
obrazu cCerstvé jizevnaté tkané mezi skupinami léCenych riznym typem fotosenzitizéru

pozorovan nebyl.
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Obrazek 23. Cerstvd jizevnatd tkan po PDT (HE 100%)

-

Ve vsech kontrolnich skupinach tumor vzdy rostl a mikroskopicky byly naopak vzdy
nadorové bunky posléze prokazany. Stejny nalez byl i u mysi s relapsem po neuspésné PDT,
kde u lécenych skupin navic vlivem terapie dochazelo k centralni nekroze a exulceraci
implantovanych tumori — bez ohledu na jejich histologicky ptivod, tj. u karcinomu prsu i u

obou linii karcinomu prostaty (Obrazek 24).

Obrazek 24. Neuspésna PDT — ulcerovany tumor prostaty s centralni nekrozou (30. den)

Mikroskopicky obraz po HE barveni byl u mysi vSech kontrol a u ptipadi selhané
PDT stejny. Tumory byly jen lehce regresivné zménéné, uchovavali si solidni uspotfadani a
rostly infiltrativné. Lymfangioinvaze a perineuralni propagace byly vyjadiené vic u tkanové
linie LNCaP. Umysi Ccistych kontrol byla centralni nekrotizace tumoru patrna vic.
Doprovazena byla rozsahlou reaktivni kulatobunéénou celulizaci (lymfocyty a plazmocyty) —

tzv. uklidovou reakci (,,tidying-up* reaction). Vitalni nadorova tkan se nachazela prevazné
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v okrajovych ¢astech 1éze a hrub¢ orientaéné zajimala cca 30—70 % celé tumorozni masy, jak
lze vidét i na Obrazku 25. Podle morfologického popisu a biologického chovani se u vSech
tiech tkanovych linii jednalo o karcinomy S$patné diferencované (high grade, grade 3) s 24

mitdzami na velké zorni pole.

Obrazek 25. Tumorozni nekroticka

X [ ) )
R v

masa po neuspesné PDT karcinomu prsu (HE 100%)

it )

Vzhledem k faktu, ze se jednalo o tumory ulozené subkutanng, tak s nimi mysi
pomémé dobfe piezivaly i1 pifi konecné téméef 9nasobné velikosti tumort plvodné
xenotransplantovanych. Obecné vedou s. C. implantity primarnich a kultivovanych
nadorovych bunék ke vzniku metastatického onemocnéni jen ziidka (Bobek a spol., 2011) a
za 1 mésic naSeho pokusu pouzité linie prakticky Sanci na systémovou generalizaci ani
nemély. Cely experiment se tak obesel bez predCasného thynu mysi. Béhem experimentu

nebylo u zvifat zaznamenano Z4dné neobvyklé chovani.

Vysledky PDT xenotransplantovaného karcinomu prsu linie MDA-MB-231,
karcinomu prostaty linie LNCaP a linie PC-3 jsou odpovéd’'mi na jednotlivé zakladni otazky,

vyzkumné cile polozené pted zacatkem nasi prace.

1. Bude nové vyvinuty lipozomalni gelovy preparat s hydrofobnim AIOH-Pc
uc¢inny u PDT karcinomu prsu? V jakych koncentracich?

Ke stanoveni nejucinnéjsi davky AIOH-Pc v nové vyvinutém lipozomalnim gelovém

preparatu pro PDT xenotransplantovaného karcinomu prsu tkanové linie MDA-MB-231 byly

vV in vivo experimentu testovany tfi koncentrace fotosenzitizéru. Lipozomalni gely s

koncentracemi AIOH-Pc 2 i 3 mg/ml podané lokotopicky ucinn¢ snizili rychlost ristu tumoru.
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Jejich maximalni efekt byl pozorovan zejména prvnich 14 dnii experimentu. V porovnani
s Cisté kontrolni skupinou byl vliv takto vedené PDT vyznamny — na konci experimentu (30.
den) byly primémé velikosti tumort zvifat 1éCenych poloviéni. Terapie za pouziti
lipozomalniho gelu s koncentraci AIOH-Pc 4 mg/ml vedla k zmenSeni tumort uz od pocatku
experimentu po vykonané PDT. Béhem obdobi 7 dnii se objemy tumorti snizily na 1/10
objemu pred zahdjenim terapie. Bez jakékoliv dalsi terapie ¢i opakovani PDT dal$i vyznamny
rist tumorl u této pouzité koncentrace az do ukonceni experimentu zdokumentovan nebyl.
Tumory byly na konci pokusu u lé¢enych mysi téméi 20x mensi nez u kontrolnich mysi bez

pouziti PDT (Graf 6).

Graf 6. Ucinnost jednotlivych koncentraci AIOH-Pc gelu v PDT linie MDA-MB-231
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2. Bude nové vyvinuty lipozomalni gelovy preparat s hydrofobnim AIOH-Pc

ucinny i u PDT karcinomu prostaty? V jakych koncentracich?

Na kontrolnich skupinach bylo dokazano, ze samotnd aplikace fotosenzitizéru bez
ozafeni svételnym zdrojem a naopak vliv na rlst tumoru nemaji. Tumory mysi téchto dvou
kontrolnich skupin rostly prakticky stejné jako u €istych kontrol. Tento zavér platil jak u linie
LNCaP, tak u PC-3.

U xenotransplantovanych tumorti linie LNCaP byl opét testovan nové formulovany
lipozomalni gel s t€innym AIOH-Pc ve tfech riznych koncentracich za uc¢elem zjiSténi i€inné
koncentrace fotosenzitizéru pro terapii modelu méné agresivniho karcinomu prostaty s
nizkym metastatickym potencidlem. Lokotopicky podany lipozomalni gel AIOH-Pc v
koncentracich 4,5, 9 a 18 mg/ml vedl k redukci objemti tumort bezprostiedné po ozaieni. 7.
den pokusu predstavovaly objemy 1-20 % pivodnich tumord. V ramci 14denni lhtity se pak
tumory zmenSily na velikost nepalpovatelnou a mikrometrem neméfitelnou. V tomto stavu

pretrvaly az do ukonceni experimentu a v 30. den tak byly mysi vSech pokusnych skupin
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tumorti v prvnich 7 dnech experimentu pomalej$i, s vy$Simi davkami se efektem vyrovnal az
14. den. I kdyz byl terapeuticky G¢inek oproti vyssim koncentracim (9 a 18 mg/ml) mirné
opozdény, statisticky byl nevyznamny a ke kone¢nému zniceni tumoru doslo ve stejné dob¢

jako s vy8simi pouzitymi davkami (Graf 7).

Graf 7. Ucinnost jednotlivych koncentraci AIOH-Pc gelu v PDT linie LNCaP
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In vivo experiment s linii LNCaP prokazal vybornou terapeutickou G¢innost nejnizsi
pouzité davky AIOH-Pc 4,5 mg/ml. To znamena, Ze prah ucinku lezi pod touto koncentraci.
V ptipad€é biologicky agresivnéj§i linie karcinomu prostaty PC-3 vysoké koncentrace
fotosenzitizéru testovany paradoxné¢ nebyly. Odvaznym cilem bylo dokéazat, ze PDT
s pouzitim uz$iho (a niz§iho) rozptylu koncentraci AIOH-Pc 4 + 2 mg/ml bude i v tomto
ptipadé efektivni. Kvili stanoveni optimalni terapeutické davky byly zkoumané lokotopicky
aplikované lipozomalni gely AIOH-Pc s koncentracemi 2, 4 a 6 mg/ml. Gely v koncentraci 2 a
4 mg/ml nebyly u tkanové linie PC-3 dostate¢né¢ kurativni — u¢innost byla vyborna prvnich 11
dntl, ale od 14. dne experimentu dochazelo k postupnému opétovnému ristu tumord. Relaps
malignit byl sice pozvolny, nedoslo k strmému piekotnému bujeni a v kone¢ném vysledku
objemy ani nedosahly ptvodnich velikosti svych xenostépi (50-80 %). K celkovému
odstranéni tumortl niz$i koncentrace fotosenzitizéru nepostacovaly, avSak svym plsobenim
vyrazné rust tumord tlumily. Jediné AIOH-Pc v koncentraci 6 mg/ml vykazoval dostate¢nou
ucinnost — v 7. den poklesly objemy tumord na 1/10 ptivodnich hodnot a 14. den experimentu
byly jiz neméfitelné. Nulové objemy byly v této skupin€ udrzeny az do konce experimentu, u

téchto mysi doslo ke kompletni remisi (Graf 8 na nasledujici strang).
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Graf 8. Ucinnost jednotlivych koncentraci AIOH-Pc gelu v PDT linie PC-3
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3. Bude AIOH-Pc dostate¢né ucinny jiZ po jedné aplikaci?

U karcinomu prsu vedla jednorazova lokotopicka aplikace AIOH-Pc v gelovém
lipozomalnim zakladu stanovené optimalni koncentrace 4 mg/ml s naslednym jednodobym
ozafenim xenonovou lampou K remisi v 90 %. Jedna se o vysokou terapeutickou ucinnost
tohoto fotosenzitizéru v terapii karcinomu prsu jiz po jedné aplikaci.

Jeden cyklus PDT sjednou uvodni aplikaci AIOH-Pc dle protokolu ve vyssich
koncentracich je u karcinomu prostaty 100% u0¢€inny u linie LNCaP a 100 % ucinnosti
dosahuje v zjisténé optimalni koncentraci 6 mg/ml i u agresivnéjsi linie PC-3. Nizsi davky
fotosenzitizéru podané jedenkrat u PC-3 tumort nejsou terapeuticky uc¢inné. K dosahnuti
remise tumord by bylo nutné navysit davkovani nebo cely cyklus s dalsi aplikaci AIOH-Pc o

stejné koncentraci v poloving terapie — po 14 dnech — zopakovat.

4. Jak se bude lisit efekt PDT od aplikacni cesty fotosenzitizéru? Bude efekt

podani lokotopického srovnatelny s podanim systémovym?

Rizné aplikaéni cesty riznych fotosenzitizérii byly hodnocené na modelu PDT
xenotransplantovaného karcinomu prsu, jehoz vysledky jsou v dal§im textu zobrazeny
v Grafu 9. Onkologicka efektivita daného fotosenzitizéru neni na zptisobu podani pfilis
zavisla. Je ale nutno pfiznat, Ze porovnavané ftalocyaniny nebyly zcela identické chemické
slouceniny (AIOH-Pc vs. AI(OH)S2-Pc). Disulfonovana forma AIOH-Pc, ktera byla
aplikovéna systémove, se od lokotopicky podaného AIOH-Pc 1i$i 0 3 nm vys$Sim absorpcnim
maximem. Tento rozdil statisticky vyznamny nebyl.

Systémové podany ftalocyanin

vykazoval rychlejsi nastup G€inku. Po 4 dnech experimentu byly velikosti tumort jen 16%
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oproti na zacatku xenotransplantovanym, kdezto u mysi s lokotopicky podanym gelem AIOH-
Pc PDT zredukovala velikost tumorti souhrnné na 50 %. Uginky se postupné vyrovnavaly od
tydne po ozafeni a od 28. dne az do konce byla efektivita riznou cestou podanych
ftalocyaninii identickd. Rozdily mezi podanim lokdlnim a systémovym jsou vzdy.
Nejpodstatnéjsi byly vsak dva. Vyhodou lokotopické aplikace je jednodussi, komfortnéjsi
cesta podani 1éCiva a teoreticky vétsi nadorova specificita preparatu ve formé gelu

s fotosenzitizérem zachycenym v lipozomech.

Graf 9. Ucinnost riiznych typii fotosenzitizérii v PDT linie MDA-MB-231

1,0

0,9

objem tumoru [cm?]

<
% 2
s 4
i 3

¥ . ——
1 4 7 11 14 18 21 25 28 30
dny experimentu [d]

Pokusné skupiny: Kontrolni skupiny:
¢ AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. + Xe iradiace x AIOH-Pc 4 mg/ml gel loc. bez Xe iradiace
u Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. + Xe iradiace ° Metvix 0,16 mg/mg crm. loc. bez Xe iradiace
A AI(OH)S2-Pc plv. sol. i. v. + Xe iradiace bez fotosenzitizéru, bez Xe iradiace
x Photofrin 2,5 mg/ml plv. sol. i. v. + Xe iradiace

5. Budou ftalocyaniny v porovnani s komerénimi Metvixem a Photofrinem
ucinnéjsi?
Lokotopickd terapie piipravkem Metvix zpomalovala rist tumord prsu, ktery byl
snizen po dobu prvnich 2 tydni; nekroticka faze byla v tuto dobu pozorovana jen nepatrné.
Poté byl vSak dokumentovan rychly rast u vSech testovanych zvifat. V koncovém bodé

experimentu byly velikosti tumord 6nasobné, tj. jen o néco malo mensi nez v obou
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kontrolnich skupinach bez ozafeni nebo v ¢isté kontrolni skupiné. Jak vyplyva z Grafu 9,
lipozomalni gel hydrofobniho AIOH-Pc prokazal v porovnani s Metvixem mnohem vyssi
i¢innost v experimentalni PDT karcinomu prsu. Uplné remise byla dosazena u9 z 10
testovanych mysi. Terapie byla netispéSna pouze u jedné lécené mysi, u které¢ od 11. dne
experimentu doslo k opétovnému pomalému rastu tumoru. U zbyvajicich mysi byly tumory
Vtentyz den az po zbytek experimentu jiz neméfitelné. Po Metvixu se na kratkou dobu
objevovaly (sotva patrné) nekrozy, poté dochazelo k brzkému vyraznému bujeni tumort z
jejich okrajovych ¢asti. Nas novy preparat se ukazal jako vyhodnéjsi i z ¢asového hlediska —
jeho drug-light interval byl pouze 10 min, zatimco v ptipadé pouziti komeréné vyrabéné 16%
ALA mohlo vlastni ozafeni mysi nasledovat az za 3 h. Mnohem vyssi antitumorozni efekt
lokotopicky podaného ftalocyaninu s pasivnim targetingem byl oproti Metvixu u PDT
karcinomu prsu nesporny.

V experimentu PDT karcinomu prsu se systémov¢ aplikovanymi fotosenzitizéry byly
proti sob¢ postavené klinicky pouzivany Photofrin a ftalocyanin urceny k celkovému podani —
Al(OH)S2-Pc. Utinnost preparatu byla podobna pouze prvni 4 dny experimentu (Graf 9).
Zlomovym byl 14. den po iradiaci, kdy u 30 % mysi lécenych Photofrinem doSlo
K opétovnému ristu tumort; u mysi lé¢enych AI(OH)S2-Pc k tomuto zlomu nedoslo a objemy
tumord byly neméfitelné az do ukonceni pokusu. Jedno zvife ve skupiné€ nezareagovalo na
terapii porfimerem od zacatku experimentu. Netspé$na PDT ve skuping s ftalocyaninem byla
zaznamenana u jedné mysi, u které doslo k relapsu 28. den experimentu a velikost tumoru
dosahla takika xenotransplantované hodnoty. Klicovym rozdilem mezi testovanymi preparaty
byl ¢as nutny k penetraci fotosenzitizéru intratumorozné. Drug-light interval potfebny u
Al(OH)S2-Pc ¢inil pouze 10 min, kdezto u i. v. podaného Photofrinu byl 288x delsi (48 h),

navic s nutnosti ochrany zvifat ped ptimym svétlem k zamezeni fototoxického ptisobeni.

6. Bude 10minutovy interval k dosaZeni ucinné hladiny AIOH-Pc v tumoru

dostateény?

Vedlej$im problémem, ktery vyplynul ze zékladnich cilt prace, byla délka intervalu
potfebného k dosazeni dostate¢né koncentrace preparatu v tumoru, a tim efektivni PDT. U
AIOH-Pc bylo prokazano, Ze desetiminutovy interval je dostateény k dosazeni dostatec¢né
hladiny fotosenzitizéru v karcinomech prsu i prostaty. Tento kratky drug-light interval novy
preparat zasadn¢é odliSuje od ostatnich pozivanych (ALA, porfimery), které dostatecné
intratumorozni koncentrace dosahuji po hodinach a nekteré az po dnech. V klinické praxi by
se jednalo o zna¢nou vyhodu — protoze ¢asova prodleva po podani ftalocyaninu je minimalni,

pacienti by byli schopni absolvovat celou PDT pii jediné navstéveé 1ékate. V piipadé nutnosti
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opakovani PDT by toto bylo mozné v krat§im ¢asovém odstupu. To je zasadni rozdil proti
pouzivanym fotosenzitizéram I. i Il. generace, kdy pacient pfichazi k ozareni obvykle po
nékolika hodinach nebo az dnech. Uginnost PDT jen po 10minutovém plisobeni
lipozomalniho gelu ALOH-Pc byla potvrzena inhibici nadorového rlstu, jez se pii podéani
optimalni davky pro konkrétni typ tumoru pohybovala kolem stropovych hodnot, tj. v rozmezi
98-100 %, jak je dolozeno Grafem 10.

Graf 10. Celkové zpomaleni nadorového riistu po PDT v experimentu
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7. Nebude AIOH-Pc vykazovat znamky fotosenzitivity?

Dalsi poloZena otdzka se tykala moZné fotosenzitivity nové zkoumaného AIOH-Pc. Po
celou dobu experimentu za pouziti ftalocyaninového lipozomélniho gelu znamky
fotosenzitivity u nu/nu mysi vystavenych dennimu svétlu zaznamenany nebyly. Pfi¢inou
nulové fotosenzitivity je vysoka afinita preparatu k nadorové tkani, které selektivita je jesté
potencovana lipozomalni formulaci. K ostatnim zdravym tkédnim, zvIasté ke kizi, byla afinita
AIOH-Pc nizka. Lokotopické podani a rychla clearance fotosenzitizéru z organismu
fotochemickou bezpecnost piipravku dale zvySovaly. Tim se pouzity ftalocyanin lisi napt. od

HpD, kde fotosenzitivita trva asi 1 mésic. Nez dojde ke kompletnimu vylouceni téchto
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preparati z organismu, je nutné se vyhybat pfimému slune¢nimu svétlu. Stejné tak 1 nékteré
preparaty fotosenzitizért II. generace vyvoladvaji fotosenzitivitu trvajici fadové tydny. U mysi
nebyly samoziejmé zdokumentovany ani individualni projevy fotoalergie. Protoze pouzité
athymické mysi v minulosti s fotosenzitizérem do styku nikdy nepiisSly a co hlavné —
nedisponuji T-lymfocyty — epidermalni buné¢na cytotoxicka reakce (imunopatologicka reakce
pozdniho, IV. typu), objevujici se vétSinou 12-48 h od kontaktu salergenem a
zprostiedkovana zejména cytotoxickymi CD8+ lymfocyty (Black, 1999), do uvahy v naSem

experimentu ani nepiipadala.

8. Nebudou znamky poskozeni zdravych tkani AIOH-Pc?

Vysetteni organovych vzorka pokusnych skupin nepotvrdilo zadné patologické zmény
pti kompletni pitvé mysi, zddné zmény také nebyly nalezeny ani pfi histologickém vySetieni
jednotlivych organt a tkani. Subakutni organova toxicita a kancerogenita pouzitého AIOH-Pc
byla timto vylouc¢ena. Analyza vzorkt odebranych v kontrolnich skupinach vyloucila zmény
vzniklé pisobenim jen samotné¢ho fotosenzitizéru nebo pouhého terapeutického Xe svétla.
Tkéné nejevily chemické a ani termické posSkozeni. Divodem intaktnosti zdravych tkéni
Vv okoli je opét vysoka afinita AIOH-Pc primarné k malignim bunikdm, coZ by univerzalné
mély spliiovat vSechny fotosenzitizéry Il. a samoziejmé III. generace. Zavery platily jak pro

PDT karcinomu prsu, tak pro PDT karcinomu prostaty.

9. Nedojde k regresi nebo tiplné remisi tumorii v kontrolnich skupinach?

Ve skupinach tzv. Cistych kontrol, kde mysi neobdrzely Zadnou terapii, byl regresivni
rust (nebo spontadnni remise) xenostépti tumord logicky jiz v tvodu experimentu vyloucen.
Dle piedpokladu zde doslo k rychlé lokalni progresi malignity. U karcinomu prsu a u
karcinomu prostaty tkanové linie LNCaP dosahly tumory dvojnasobku své ptivodni velikosti
uz 7. den experimentu a pti ukonceni experimentu byly skoro 9% vétsi. Xenostépy karcinomu
prostaty linie PC-3 vykazovaly bez terapeutického zasahu rychlejsi progresi — za 7 dni svoje
objemy bezmala ztrojnasobily, v 30. den narostly o cca 800 % ptivodni nadorové hmoty.

Rust tumort kontrolnich skupin slokalné aplikovanym fotosenzitizérem kopiroval
prabeh kontrol neinterven¢nich. Samostatna iradiace Xe lampou nezptsobuje regresi tumord.
Ptedpoklad alespon termického ucinku pouzitého svételného zdroje, ktery by mohl vést ke
zpomaleni rustu, pfip. k ¢astecnému optickému debulkingu tumord, byl vyvracen. Prvni
pficinou byla celkova energie ozareni pti PDT v experimentu, ktera byla totiz podstatné nizsi
nez u kurativniho pouziti intenzivnéjSiho svétla — laseru — v praxi, kdy jsou kromé

fotochemickych mj. vyuzivany i jeho fotodisrupéni, foto- a termoablativni, vaporizacni a
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koagula¢ni ucinky (Steiner, 2011). Druhou pfi¢inou bylo, ze byl pouzit zdroj s daleko-
cervenym spektrem svétla (600700 nm), nikoliv zdroj blizkého IR svétla (800—2500 nm),
které jiz fototermalni abla¢ni vlastnosti v experimentalni terapii tumord vykazuje (O'Neal a

spol., 2004).

10. Mohla by PDT byt pouzita v terapii karcinomu prsu ¢i prostaty u lidi?

V experimentu byla prokazana vysoka efektivita jednoho cyklu PDT za pouziti
lipozomalniho ftalocyaninového gelu v terapii xenotransplantovanych lidskych karcinomu
prsu a prostaty u athymickych mys$i (viz i Graf 10). Pti dodrZeni optimalniho davkovani
vedla tato terapie k remisi ve vétsiné piipada (90-100 %), a to bez ohledu na typ malignity —

shrnutim je nasledujici Tabulka 15.

Tabulka 15. Vysledky PDT v experimentu

Malignita | Linie Fotosenzitizér Koncentrace Aplikace Iradiace Remise
MDA-MB-231  AIOH-Pc 2mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 0% 100 %
MDA-MB-231  AIOH-Pc 3mg/ml lokotopicka 600-700 nm 0% 100 %

W MDA-MB-231  AIOH-Pc 4mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 0% 10%

I MDA-MB-231  Metvix 0,16 mg/mg lokotopicka 600-700 nm 0% 100 %
MDA-MB-231  Al(OH)S2-Pc 2,5mg/ml  systémova  600-700 nm % 10%
MDA-MB-231  Photofrin 2,5mg/ml  systtmova  600-700 nm 60 % 40 %
LNCaP AIOH-Pc 4,5mg/ml lokotopickd 600-700 nm 100 % 0%
LNCaP AIOH-Pc 9 mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 100 % 0%

W LNCaP AIOH-Pc 18 mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 100 % 0%

prostaty  WrcToRe AIOH-Pc 2 mg/ml  lokotopickd  600-700 nm 0% 100 %
PC-3 AIOH-Pc 4mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 20% 80%
PC-3 AIOH-Pc 6 mg/ml  lokotopicka 600-700 nm 100 % 0%

Na piedeslych fotkach experimentdlnich nu/nu mysi je vidét, ze PDT 1 pii svém

omezeném tkanovém priniku ma schopnost zlikvidovat pomérné objemné tumory (proporéné
k télu zvifete). Toho je docileno i zevnim ptisobenim svétla na tumor ze vSech stran — nekroza

vznika na celém jeho povrchu.

Zavérenou vyzkumnou otazkou bylo, zda by experimentem navrzenou PDT bylo
mozno pouzivat Vv terapii karcinomu prsu a prostaty i u lidi. Ftalocyaninovy lipozomalni gel je

preparat s vysokou afinitou k builkdm obou hormonaln€ dependentnich karcinom?.
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Terapeuticky ucinnou hladinu dosahuje v prezentovanych tumorech rychle, mé nulovou
fotosenzitivitu a je Setrny na okolni zdravé tkané. V porovnani s ostatnimi zkoumanymi
fotosenzitizéry prokazoval nejrychlejsi akumulaci intratumorozné, jez byla objektivné
verifikovana fluorescenci v UV svétle. Vyborné vstiebavani ptipravku bylo zjevné
potencovano pravé lipozomalnimi nosi¢i (Torchilin, 2005). Pii zvazovani vyuziti takto
aranzované PDT v klinické praxi by jeji velkou vyhodu ptedstavoval prakticky zanedbatelny
Casovy interval mezi aplikaci 1éCiva a néslednym ozéafenim. DalSi vyhodou pftipravka
ftalocyaninové fady je jasné definovana chemicka struktura, coz se obecné o HpD, kde Casto
preparaty sestavaji az ze 40 raznych substanci, fict neda. V neposledni fad€ je nutno zminit,
ze PDT je procesem nebolestivym, u ¢lovéka by nebylo zapotiebi pouziti anestezie. Jasnou
vyhodou PDT je kone¢n¢ fakt, Ze se jedna prakticky o bezkrevnou, nonanemiza¢ni metodu.
Pouziti PDT v terapii karcinomu prsu by bylo anatomicky pfiznivéjsi, ale za pouziti
sofistikovanych svétlovodnych technologii, mikroinvazivnich postupli nebo zapojeni
aktivniho targetingu fotosenzitizéri by pouziti PDT neéinilo problémy ani v terapii

karcinomu prostaty.

4.5 Diskuze

V nasem vyzkumu byl prokdzan ucinek fotodynamické terapie na karcinom prsu a
karcinom prostaty, ¢imz byla zodpovézena 1 stézejni védeckd otdzka nasi prace. Ve
vysledcich byla jednoznacné demonstrovana velka uspéSnost PDT za lokotopického pouziti
hydroxyhlinitého ftalocyaninu v lipozomalnim gelu. Tim se osvéd¢ila i vyss$i ucinnost
modernich ftalocyaninovych preparati z pomezi Il. a III. generace fotosenzitizérd v porovnani
se starSimi preparaty |. a Il. generace. Soucasné indika¢ni moznosti PDT u lidskych pacienti
jsme nasim vyzkumem rozsifili alespon Vv teoretické roving€. Zatim se sice jedna pouze o
experiment, ale vzhledem k tomu, Zze PDT je metodou u nékterych malignich i benignich
onemocnéni jiz redlné pouzivanou a predstavuje metodu s velkym potencidlem vyuziti

(Allison, 2014), vétime, ze dojde i ke klinickému vyuziti téchto novych poznatka.

Dulezité je také zduraznit, Ze xenotransplantované tumory byly v nasem experimentu
destruovany Cisté¢ endogennimi procesy, tj. vlastnim u¢inkem PDT, nikoliv ,,vypalenim‘
svételnym zdrojem. Technicky by tkanova evaporace byla moznd pouze za pouziti
vykonnéjsiho laseru, ne xenonové vybojky. Intaktnost okolni a nadloZzni zdravé tkané byla
potvrzena histologicky. Tumory, které byly na konci pokusu objemové stejné jak ty pavodné

implantované, se obvykle vyznacCovaly rozsdhlou centrdlni nekrotizaci. Nositelky takovych
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tumorti byly hodnoceny jako mysi po neuspésné PDT. Musime vSak pfipustit moznost, ze
v realnych podminkach u imunokompetentniho modelu by se tyto 1éze velmi suspektné ¢asem
a bez dalsiho arteficialniho — externiho zasahu samy odhojily per secundam intentionem. Této
tendenci nasvédCuji poéinajici reparativni tkanové pochody - uklidové reakce —
Vv histologickém obrazu. K posouzeni uspé$nosti testované metody se ndm namisto dynamiky
zaniku tumoru (charakterizované polocasem rozpadu) jako model rozpadu kozni metastazy
pti PDT nakonec vice osvédCila celkova inhibice nadorového rastu (TGI), jez vlastné
vyjadiuje cytostaticky efekt terapie — 0 kolik % byl tumor zpomalen v rustu proti kontrolni
skuping.

Na&s experiment byl CasteCné limitovan pouzitim svételného zdroje s relativné
rozptylenym spektrem. Domnivame se, zZe pouziti zdroje s nastavitelnou operacni A, tj. vzdy
pro dany typ fotosenzitizéru jinou, ,,na miru Sitou* vlnovou délkou by efektivitu PDT mozna
zlepsilo. Uplné idealnim by pro tento uéel byl diodovy laser s jednou vlnovou délkou (single
wavelength diode laser) nebo drazi, ale univerzalngjs$i diodovy laser laditelny (Karu a
Kolyakov, 2005). Vylepseni fotochemickych vlastnosti novych fotosenzitizérd by mohlo
docilit fotodynamické odpovédi uz na mensi davky laserové iradiace, coz by vyskyt
vedlejSich ucinkl taktéz snizovalo. Nevyhodou PDT s pouzitim laserového svételného zdroje
jsou bezpecénostni rizika. Plati zde obecné rizikové faktory aplikaci laserit v medicing tykajici
se bezpeCnosti prace, odlisné chirurgické techniky a Vv neposledni fadé ekonomickych
pozadavki. Pro préci s lasery jsou vypracovany zvlastni pfedpisy a vyhlasky s cilem omezit
bezpecnostni riziko na minimum. Riziko spoc¢iva hlavné v mozném poskozeni o¢i personalu i
pacientl (podle A laseru v jiném segmentu oka), zptisobeni pozaru a exploze (napft. Kysliku) a
poskozeni elektrické rozvodné sit€ (vysoké napéti pii spousténi). S laserem smi pracovat jen
osoby fadné vyskolené, zdravotné a mentdlné zpiisobilé a po fadném vstupnim lékarském
vySetieni (pfedev§im oc¢nim). Kazdy laser musi mit pfisluSnou certifikaci a musi byt
pravidelné kontrolovan autorizovanym technikem. OdliSna chirurgickd technika obecné
spociva ve specifickych opera¢nich postupech — dulezité je zvladnuti odhadu nevratného
termického poSkozeni a bezkontaktni preparace, ktera je pro chirurga velmi nezvykla, proto je
nutné, aby operatér piesel preklinickou pfipravou na modelech. Nastésti pii vyuZiti laseru
v PDT pochopitelné tyto pozadavky na chirurga odpadaji. Laserové pfistroje jsou spojeny s
vysokymi investicnimi a fixnimi ndklady. Jen casté vyuZiti pfistroje dokaZe pokryt
obsluhujiciho personalu nedostate¢na (Javirek, 1995; Smalley, 2011).

Hlinit¢ ftalocyaniny se preferenéné vychytdvaji v buitkach karcinomt. Hned po

hodinovém lokalnim pisobeni napt. chloridu ftalocyaninu hlinitého (velka podobnost s nasim
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AIOH-P¢) ve formé ¢istého roztoku se v literatufe uvadi absorpce cca 8,6 ng/mg tkané.
V porovnani s 20-30% krémem ALA je k dosazeni absorpce 11,3 ng/mg nadorové tkané
nutna doba jeho plsobeni az 18-24 h (Kyriazi a spol., 2008). Pfi pouziti se absorp¢ni
koeficient AIOH-Pc gel se od Metvixu li§i 0 4 mW. Podminkou pii méfeni a porovnavani
absorpCnich koeficientl je prostiedi se stejnym pH, Vv kyselém prostiedi mohou byt hodnoty i
dvojnasobné vyssi (Koldfova a spol.,, 2001). Ftalocyaniny se vyznacuji velmi vysokou
selektivitou pro vychytavani v nddorové tkdni jiz samy o sobé&, systémem targetingu 1ze tuto
preferencni akumulaci jenom zvysit. Maligni tkain absorbuje ftalocyaniny ptiblizn€ 40x vic
nez normalni tkan kaze (Kyriazi a spol., 2008). Shrneme-li vyhody ftalocyaninu proti jinym
fotosenzitizérim v ramci PDT rGznych druhti malignit, pak se ftalocyanin vyznacuje vysokou
afinitou k bunkam karcinomu prsu a prostaty, rychlou akumulaci v tumorech, vysokou
terapeutickou ucinnosti, nevyskytuji se ptipady fotosenzitivity a nezadoucich vedlejsich
u¢inkl. Protoze je také aktivovan svétlem o del§i vlnové délce (idealni A: 670-700 nm),
umoziuje jeho lepsi penetraci do hloubky cilovych tkani: 5-8 mm oproti 1-5 mm, béznych
pii pouzivani latek I. generace na bazi porfyrinu. Lokotopické podani nového fotosenzitizéru
dosahuje biologické odezvy v 2-3x vétSich hloubkach nez u klasickych preparati. Oproti

systémové aplikaci ptinasi topicka aplikace i vyhodu v obejiti jaterniho first-pass efektu.

Ackoliv kozni fototoxicita V experimentu zaznamenana nebyla, pfi slune¢ni expozici
zustava Vv klinické praxi nejbéznéjsi morbiditou spojenou s PDT (Allison, 2014). Z
nezadoucich ucinkd PDT je vzdy zapotiebi rozeznat doCasnou lokalni zdnétovou odpoved’ a
vlastni fotosenzitivitu. Znamky lokalniho zanétu jsou kromé mirného lemu erytému kolem
lé¢eného mista provazeny subjektivnim pruritem. Ptiznaky obvykle vymizi spontanné do 7—
10 dnl. Fotosenzitivita se projevuje fototoxickou a vzacn€ 1 fotoalergickou reakci.
Fototoxicita miize byt tzv. fotodynamickd a nefotodynamickd. Vznik fotodynamické
fototoxicity je kromé expozice UVA zéafeni podminén i piitomnosti kysliku a nejcastéji se
vyskytuje po pouziti HpD nebo preparati s obsahem derivati uhelného dehtu.
Nefotodynamicka fototoxicka reakce je indukovana psoraleny. Obrazem akutni fototoxicity je
vyrazny erytém S mohutnym edémem (podobné napi. jako u slunecnich popalenin),
dlouhodobé pak kozni hyperpigmentace, ktera mize mit v navaznosti na chronické neuvazené
slunéni za nasledek 1 vznik koznich malignit (Epstein, 1999). Vystupniované projevy podobné
bulozni pseudoporfyrii po PDT jsou vzacné, ve vétsiné piipadi jsou také spojeny
snedodrzenim rezimu, tj. cilenym opalovanim (Rossi a spol., 2005). Maximalni
fotosenzitivita se u vétSiny fotosenzitizért II. generace projevi do 1,5 h od podani, pak strmé

klesa a délka jejiho trvani je zavisld od podané davky (Houle a Strong, 2002). Jeji pietrvavani

118



nezavisi od lokalizace 1é¢eného tumoru a ani od funk¢niho stavu jater. Jistou roli snad hraje
pohlavi — prolongovana fotosenzitivita se pfi testech s Photofrinem potvrdila vic u Zen.
Nejvyznamngjs$im rizikovym faktorem je urCité nizka kozni pigmentace — pacienti se
svétlym fototypem | a Il musi byt po PDT sledovani bedlivéji. Protoze akéni svételné
spektrum fototoxicity se nachazi ve viditelné oblasti, je fotoprotekce po PDT potfebna u
kazdého. 4-6 tydnii od podani Photofrinu se nemocni nesmi vystavovat pfimému slune¢nimu
svétlu a venku by méli chodit spi$ celotélové zahaleni. Rozptylené denni a umélé svétlo v
mistnosti obvykle fotosenzitivitu nevyvolavaji, ba dokonce nizké hladiny svétla
fotosenzitivitu postupné redukuji. Pozdni ptiznaky fotosenzibilizace se mohou vyskytnout ale
I v odstupu mésicti az desitek let (Moriwaki a spol., 2001). Aplikace fotosenzitizéru muize
dale navodit fotoalergii, ktera ma podobu koptivky nezavislé na slune¢ni expozici a je
zprostiedkovana T-lymfocyty. Prestoze tyto projevy Casté nejsou, jsSou mirné Castéjsi po
podani lokotopickém  (Epstein, 1999). Pouzivani fotosenzitizéri nenavozujicich

fotosenzibilizaci viibec nebo jen velmi kratkodobé je proto vysoce zadouci.

I kdyZ otazka G¢innosti metody po jedné aplikaci byva vétSinou sporna, nic na situaci
neméni, ze pifi potencialnim klinickém vyuziti naSich poznatki by nemocni tézili z biologicky
bezpecné, aplikacné nenarocné a casové komfortni terapie s moznosti bezproblémového
opakovani PDT cyklu. Drug-light interval pouhych 10 min s kompletni odpovédi na terapii u
zvitecich modelll se V soucasné literatufe zatim jevi V porovnani s komeréné dostupnymi
ptipravky jako snadno nepiekonatelny (Nekvasil a spol., 2007). Dobu 4-6 h mezi aplikaci
fotosenzitizéru a ozafenim (napi. pifi metvixové PDT keratdozy a bazaliomil) uz pacienti
oznacili za nevyhovujici (Annemans a spol., 2008). Pii uvaze o jednorazovém podani
fotosenzitizéru je za dobu 3 h teoreticky moZno provést az 18 cykli PDT (18 rozli¢nych
pacientii nebo variace mnoha opakovani PDT u nékolika pacienti) s AIOH-Pc, kdezto napf.
s Metvixem pouze cyklus jeden (1 pacient). Pozitivni Casovy faktor doby minimalniho
pusobeni fotosenzitizéru pied ozafenim svétlem je velkou vyhodou pro nemocné — za Stejnou
dobu miZe byt vedeni terapie mnohem agresivnéjsi. Pokles Casové narocnosti terapie
spole¢né se snizenim periterapeutické morbidity tak v koneéném dusledku znamenaji levné&;jsi

a efektivnéjsi variantu pro pacienta i celkové pro zdravotni systém.

I kdyz usporadani experimentu nebylo zaméfeno na toto pozorovani, a tedy data
nejsou pfili§ silnd, z hodnoceni vysledki 1ze dale usuzovat, Ze po dosazeni jisté koncentrace
fotosenzitizéru je ucinek PDT patrny u vSech subjekti, pod timto prahem je ucinek

nedostateény. Nas experiment v koneéném disledku tak ptispél i k vypracovani optimalniho
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aplika¢niho schématu pro pouziti AIOH-Pc v PDT jedné linie karcinomu prsu a dvou
odlisnych linii karcinomu prostaty v rezimu jednoho cyklu PDT (Tabulka 16). Vzhledem k
testovani dvou in vivo odlisné se chovajicich typa adenokarcinomu prostaty, které se v praxi
linie uc¢innou prahovou koncentraci AIOH-Pc 6 mg/ml. Dosahnuti absolutni G¢innosti i u
karcinomu prsu by ur€ité bylo mozné pouhym dalSim zvySenim koncentrace fotosenzitizéru

V podévaném preparatu.

Tabulka 16. Optimalni aplikacni schéma pro lokotopické pouziti AIOH-Pc gelu

Parametr PDT Karcinom prsu Karcinom prostaty
koncentrace fotosenzitizéru 4 mg/ml 6 mg/ml
davka fotosenzitizéru 0,2 ml/tumor

doba ptisobeni fotosenzitizéru 10 min

vlnova délka pouzitého svétla 600-700 nm (~ 672 nm)

zativy tok svételného zdroje 0,97 W

celkova energie zareni 100 J/cm?

doba zafeni 8 min

Ocekavanou piedstavou je, Ze PDT karcinomu prsu nebo prostaty u lidi by v klinické
praxi byla jisté nejprve pouzivana k paliativni terapii pokroc¢ilych nadorovych onemocnéni.
Hlavni funkci paliativni onkochirurgie je zlepSeni QoL nebo prodlouZeni Zivota pacienta, coZ
PDT teoreticky splituje a stala by se tak dulezitou soucasti komplexni terapie. Vyhlidkou by
mohly byt sana¢ni vykony na exulcerovanych tumorech prsu, lokdlni recidivy a obzvlasté
fotodynamické metastazektomie. PDT by piedstavovala elegantni feSeni koznich metastaz
karcinomu prsu i prostaty za prijatelné morbidity zakroku. Prokazani uc¢innosti u pokrocilych
malignit by byla cesta k vyuziti PDT i naopak v ¢asnych stadiich zminénych neoplazii.
Piedpokladem radikalni terapie lokalizovanych a ¢asnych forem je jejich dokonalé odstranéni.
K indikacim by zde patfily potencidlné¢ maligni a semimaligni — borderline tumory, dale
stacionarni a progredientni prekancerdzy (napt. PIN u prostaty, Pagetova nemoc u prsu),
preinvazivni karcinomy — karcinomy in situ (DCIS, LCIS) a kone¢né ¢asné formy karcinomu
(vsechny T1 NO MO0). U karcinomu prsu by v indikovanych pifipadech mohla byt PDT
doplnéna jesté¢ o klasickou nebo sentinelovou lymfadenektomii. Problémem z praxe je, ze
velikost ¢asnych tumord vhodna pro volbu PDT jako primarni kurativni metody byva
zachycena zcela ojedin€le — i nahodny zachyt pfi screeningu obvykle odhali tumory

objemn¢jsi. Kombinace PDT v diagnostice uplatnénim fluorescence a navazujici PDT by
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piedstavovala  jisté feSeni. Tento algoritmus se zalina vyuzivat zejména
v onkoneurochirurgickych studiich. V piipadé nitrolebnich expanzi ma PDT uplatnéni i jako
sanace tzv. topicky malignich tumorl — tumora histologicky benignich, ovS§em vyrtstajici v
mistech, kde jiz sama jejich expanze je Zivot ohrozujici (Eljamel a spol., 2008; Friesen a spol.,
2002). Readlnym omezenim S$ir§itho vyuziti PDT je mélka a disperzni penetrace svétla do

cilové tkané.

PDT by mohla byt metodou volby k odstranéni tumori s rychlou progresi.
Adenokarcinom prsu i adenokarcinom prostaty tuhle charakteristiku spliuji. Jak nas
experiment prokazal, v jednom cyklu je PDT schopna teoreticky odstranit vrstvu az cca 8 mm
nadorové tkan€, coz je kupt. dvojnadsobné mnozstvi proti laserové vaporizaci v jednom sezeni
(4 mm) (Steiner, 2011). Opakovani cyklu Vv terénu nerizikovych topografickych podminek
uloZeni tumoru pfi dobré snasenlivosti a compliance pacienta by tak dokdzalo tumor postupné
Vv krocich zlikvidovat. Logickym omezenim vyuziti PDT je situace, kdy by vertikalni rtst
novotvaru byl rychlej$i neZ dynamika PDT. Domnivame se, ze kombinace PDT a tepelné
laserové destrukce by tento problém byla schopna pieklenout a odstranit jakykoliv novotvar
minimalné tak Gspésné jako konvenc¢ni chirurgie, ovSem s niz§im rizikem poskozeni pacienta.
Je potieba si priznat, ze pro paliativni feSeni objemnéjsich patologickych procesu existuje cela
fada jinych dostupnéjsich modalit — od prostého mechanického odstranéni chirurgem az po
kryalizaci. PDT by v téchto piipadech sice méla sofistikovany zaklad, ale témét stejny
klinicky ptinos. Vyhodné&jsi by pak bylo spojeni PDT s endoskopickymi a svétlovodnymi
technikami. Napt. u obturujiciho karcinomu prostaty by opakované aplikovana PDT dokazala
pruchodnost uretry jist¢ bez obtizi udrzet. Moderni systémy optickych vladken spolu
s digitalizovanou navigaci dnes jiz dokazou dopravit svétlo do témét jakékoliv casti téla,
ptikladem mohou byt vysledné zlepSené piezivani nemocnych S vyssi QoL po PDT paliaci
neresekabilniho obstrukéniho cholangiocelularniho karcinomu (Zoepf a spol., 2005), dale
PDT sdruzena s miniinvazivni mukozektomii Barrettova jicnu a tubulovilozniho adenomu
rekta (Roche a spol., 1998) a transanalni feSeni malignich stendz (Stukavec a spol., 2009) —
prevenci lokalnich stenotickych komplikaci a u parenchymatdznich orgént intersticialni
destrukci tumoru (Svanberg a spol., 2010). Intersticialni PDT naSlo své realné uplatnéni
s perkutanné zavadénymi vladkny u inoperabilniho karcinomu hlavy pankreatu (Bown a spol.,
2002), prostaty (Altschuler a spol., 2009), tumora hlavy a krku v¢etné feSeni cévnich anomalii

(Jerjes a spol., 2011; Succo a spol., 2014).
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Jak u karcinomu prsu, rovnéz u klasické operativy dalSich solidnich tumort
konvenénimi chirurgickymi postupy, by bylo patrné slibné intraopera¢né resekéni vykony
v zavéru doplnit jeste¢ o PDT. Osetteni lizka po radikalni prostatektomii PDT by mohlo
docilit snizeni pozdéjsiho vyskytu implanta¢nich metastaz. V piipadé RO resekci by bylo tak
cilem minimalizovani lokalnich recidiv, u R1 resekci zas snaha o eliminaci mikroskopickych
rezidui a u R2 debulking tumorovych hmot. Intraoperacni vyuziti fotodynamiky se
analyzovalo i u marginalnich resekci rekurentniho maligniho melanomu (Hori a spol., 2014) a
navrhovalo Vv terapeutickém managementu difuzniho maligniho mezoteliomu (Ris a spol.,
1991). Neoadjuvantni zapojeni PDT do celkové terapie je studovano jako preresekéni piistup

u lokalné pokrocilych centralnich nemalobunéénych karcinomti plic (Akopov a spol., 2014).

Dals$i vyzkum bude zaloZzen nadédle na spolupraci s Oddé€lenim experimentalni
radiobiologie Ustavu biofyziky a informatiky 1. LF UK v Praze, Oddé&lenim biofyziky
membranového transportu Fyziologického ustavu AV CR v Praze, Biotechnologickym a
biomedicinskym centrem AV CR a UK ve Vestci a Vyzkumnym tstavem organickych syntéz
v Rybitvi. V dobé¢ mezi provedenym experimentem, publikacemi vysledkli a sepsdnim
dizertatni prace byl lipozomalni preparat s ftalocyaninem v CR jiz Ufadem primyslového
vlastnictvi patentovan (Jezek a spol., 2008) a byla piijata mezinarodni patentova ptihlaska pro
viechny staty EU a vybrané staty (Svycarsko, Chorvatsko, Norsko, USA a Kanada), kde
momentalné probihaji schvalovaci fizeni jednotlivych zemi. V roce 2011 byl lipozomalni
preparat s ALOH-Pc za dodrZeni podminek spravné vyrobni praxe vyroben v provozu firmy
WAKE, s.r.o. (Rokycany, CR) a nasledné v testech porovnan s pivodnim laboratornim
preparatem. Jeho vysoka terapeuticka uc¢innost byla stejna za sou¢asného vylouceni nezadouci
toxicity. Identické Gc¢innosti bylo dosazeno mj. pfesnym zachovanim polymorfie krystalové
miizky centralniho atomu hliniku definované tzv. praskovym difraktogramem (vysoké
pomérné zastoupeni formy o pii skladovani preparatu). O praktickém pouziti naseho
preparatu se uvazuje V terapii koznich tumort a koznich metastaz riznych typa malignit. Jak
konkurence, tak i moZnost spoluprace jsou optimalni — studium PDT v soucasnosti probihé

V cca 70 vyzkumnych centrech po celém svéte, z nichZ se 45 nachdzi v Kanadé a USA.

Co se ty€e vyzkumu a testovani novych fotosenzibilizujicich agens, vyhody novych
preparati oproti preparatim dosud pouzivanym je mozné vidét v tom, Ze umozni 1é¢it nejen
kozni tumory, ale i 1éze uloZené hloubéji; budou vychytavany a shromazd’ovany v malignich
buiikéch rychleji, ¢imZ omezi ¢as potrebny mezi aplikaci pfipravku a terapii svétlem; budou

eliminovany organismem rychleji, ¢imZ zas snizi riziko nezadoucich fotosenzitivnich reakci.
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K zdokonaleni targetingu fotosenzitizérti bude potiebné =zintenzivnit studium interakce
mikroprostiedi tumoru s léCivem. Sledovani rezidudlnich nadorovych bunck lze docilit
pouzitim jejich fluorescenéniho znaceni (Kimura a spol., 2010; Tran a spol., 2010; Vétvicka a
spol., 2009; Zhang a spol., 2010). Nedavné tdaje naznacuji, ze exprese fluorescenénich
proteinti zvySuje u¢innost PDT (Momiyama a spol., 2012), proto se da se predpokladat, ze
vzhledem k vyuziti daleko-cerveného svétla k aktivaci AIOH-Pc, terapie nebude ovlivnéna
expresi zelen¢ho fluorescencniho proteinu. Pro piesnéjsi implementaci vysledkli navozenim
co nejvic fyziologickych podminek v pokusech s lidskymi tumory na zvifatech by mohl do
budoucna poslouzit hlavné Hoffmantv ortotopicky mysi model pro metastazy (Hoffman,

1999). Zajimavou variantou by byl i vyzkum dynamiky rtstu tumor po PDT v porovnani s

dynamikou po standardni radio- nebo chemoterapii.
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5 ZAVER

Sumarizace v§ech zminénych vysledkii naSeho experimentu zamitd nulovou hypotézu
Ho a akceptuje alternativni hypotézu H;. PDT se v experimentu prokazala jako ucinna
metoda monoterapie xenotransplantovanych lidskych tumori, konkrétné karcinomu
prsu a karcinomu prostaty u nu/nu mysi, ve vice nez 50 %. Vyjadienim terapeutické
ucinnosti je procentualni celkové zpomaleni nadorového ristu (% TGI) po experimentalni
PDT, jez pii dodrzeni optimalniho aplikacniho schématu pro lokotopické pouziti
ftalocyaninového gelu dosahuje 98,4% TGI u karcinomu prsu a 100% TGI u obou tkanovych

linii karcinomu prostaty.

Na zaklad¢ ziskanych udaji lze potvrdit, ze fotodynamicka terapie téchto dvou
biologicky podobnych malignit, patiicich na vrchol incidence a to nejen v CR, je
Vv experimentu na athymickych mysich velmi uspé$nou metodou. Tumory jsou PDT kurativni
v zavislosti na davce fotosenzitizéru. V nasich pokusech se plné osvédcil potencial noveé
vyvinutého fotosenzitizéru Il. generace — ftalocyaninu hydroxyhlinitého podavaného
lokotopicky ve form¢ lipozomalniho gelu. Lipozomy s vlastnim 1é¢ivem s kone¢nou velikosti
do 500 nm byly pfipraveny patentovanym postupem mikrofluidizace. Pasivni lipozomalni
targeting zvysuje jeho nadorové specifickou akumulaéni schopnost a fadi jej tak vlastné do
II1. generace fotosenzitizérti. Krom¢ jmenované vyssi cilenosti a snadnéjsi aplikacni cesty pii
podani lokotopickém byla onkologicka efektivita testovanych ftalocyaninli v kone¢ném
vysledku prakticky identicka. U jinych testovanych fotosenzitizérii se tato platnost ale
nepotvrdila, coz platilo i o jejich chabych protinadorovych schopnostech v ramci
experimentalni PDT. Jedine¢nost nové zkoumaného preparatu v porovnani s jinymi, jiz
certifikovanymi a hromadné vyrabénymi, 1é¢ivymi piipravky dale spociva v extrémné kratké
dobé nutného preradiaéniho pusobeni (10 min) za zachovani vyteénych protinadorovych
ucinki, rychlé eliminaci a bezproblémové snasenlivosti zvifecim modelem — bez naznakt
fotosenzitivity a bez znamek subakutni organové toxicity nebo kancerogenity. Bezpecnost
pouzivani byla objektivizovana histopatologickym vysetfenim.

Terapeutického efektu bylo dosazeno jiz jednim cyklem terapie, tj. pouze jednou
aplikaci fotosenzitizéru. Pro PDT xenotransplantovaného lidského karcinomu prsu linie
MDA-MB-231 byla nejic¢innéjsi davka 4 mg/ml AIOH-Pc, kterd zpusobila celkové zpomaleni
nadorového ristu v 98,4 % a vylécila tak 90 % mysi. Lipozomalni gel AIOH-Pc prokazal
slibnou c¢innost i proti dvéma liniim xenotransplantovaného lidského karcinomu prostaty.
V piipad¢ experimentdlni PDT biologicky méné agresivni linie LNCaP se osvédcilo
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davkovani 4,5 mg/ml se 100% nadorovou inhibici 1 stejnym zastoupeni remisi. U agresivngjsi
formy karcinomu prostaty — tkanové linie PC-3, ktera se vyznacuje vysokym metastatickym
potencialem, byla dostacujici kurativni koncentrace zminovaného fotosenzitizéru 6 mg/ml,
diky které se celkovy rust tumord zpomalil také 100%, a vSechny mysi byly na konci
experimentu uspésné vyléceny.

Jen samotné podani fotosenzitizéru bez ozafeni nebo samotné ozafeni svétlem vhodné
charakteristiky bez pouziti fotosenzitizéru nema zadny terapeuticky efekt — fotodynamicka
terapie je efektivni vyhradné v kombinaci téchto kroki.

Zavérem je nutné zduraznit, ze vyuzitelnost PDT v klinické praxi je vzhledem
K penetra¢nim schopnostem svétla limitovana velikosti tumoru. Jednorazova PDT je urCena
pro 1éze mensich rozmért. Alespon k ¢aste¢nému zmenSeni rozsédhlych tumori je zapotiebi
cyklus opakovat nebo pouzit intersticialnich technik. Ukazuje se, ze s vyvojem novych
technologii pouzivani PDT neni limitovdno ani nepfiznivou lokalizaci tumoru.
Nejptistupnéjsimi nadale vsak zistavaji 1éze povrchni. Vyznam PDT v terapii karcinomu prsu
a prostaty u lidi by mohl byt zpocatku v sanac¢nich, paliativnich vykonech u stadii IV a po
osvédceni terapeutické modality pak rozsifen i o kurativni vykony u stadia O a riznych typa

prekanceroz.

Oproti klasickym onkologickym modalitam ma PDT zavedena v praxi mnoho vyhod:
zanedbatelné¢ vedlejsi ucinky, nizka Urovenl periterapeutickych komplikaci, vyssi kvalita
Zivota pacienta bez nutnosti hospitalizace, tj. mimo lizkové oddéleni, moznost opakovani
terapie, eventualita spojeni fluorescen¢ni diagnostiky a samotné terapie do jednoho kroku — to
vSe za nizSich finanénich nékladi v porovnani s chemo- a radioterapii (Miskovsky a spol.,
2005). Z vlastni charakteristiky PDT dale plyne Siroké spektrum jejiho pouziti (benigni i
maligni onemocnéni), miniinvazivita spojena s dobrym hojenim, minimalni pooperacni
bolestivosti a vybornym estetickym efektem, nizka systémova toxicita (zatim bez
zdokumentovanych kancero- ¢i mutagenity), zaruceny a védecky ovéfeny komplexni ucinek
na molekularni, bunééné i tkanové urovni. Prospésnost metody je jesté podlozena zadnou
nebo minimalni krevni ztratou (tzv. nonanemiza¢ni metoda), bez potieby celkové anestezie
efektem terapie.

Nevyhody PDT plynou ptedev§im z omezené penetrace svétla do cilovych tkani, proto
PDT neni ideélni terapie prvni volby u pokrocilych a diseminovanych forem onemocnéni, kde
je indikovana pouze s paliativnim zdmérem ke zlepSeni QoL a prodlouzeni intervalu pteziti. U

tumorti velkych objemt neni zbyti, nez cykly PDT opakovat. Soucasné praktikovana PDT ma
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limity i v zna¢né fototoxicité pouzivanych fotosenzitizéri a nepochybné i v cené soucasnych
fotosenzitizérii a svétlenych zdrojii. Je proto nanejvys vhodné vyvijet nové fotosenzitizéry III.
generace, které by se rychleji a specifi¢téji akumulovaly v nadorové tkani a naopak ze
zdravych tkéni se rychle vylucovaly. To je piesn¢ principem selektivni lokotopické
fotosenzibilizace uplatnéné i v naSem experimentu. Po dostate¢ném rozsSifeni metody a
vyprseni patentové ochrany na nékteré moderni fotosenzitizéry by PDT mohla byt fadoveé

ekonomicky mnohem pfistupné;si.

Vyznam PDT se da posuzovat ve dvou rovinach — védecké a klinické. Z hlediska
védeckého je fotodynamicka terapie vyznamna, protoze:

a) PDT je dulezitym mezinarodnim vyzkumnym ukolem, o ¢emz svéd¢i stoupajici
pocet publikaci, citaci a specializovanych kongrest,

b) ustanoveni PDT jako ,,zlatého standardu“ eradikace nékterych typi malignit by
bylo ve vyvoji onkologie prilomové,

€) vhodna synergie PDT s konven¢ni chirurgickou terapii, chemoterapii a radioterapii
by mohla zménit algoritmus protinddorové terapie obecné, a to se znaénym

posunem k Setfeni zdravych tkani pacienta za minimalni celkové zatéze organismu.

Z pohledu klinické vyuzitelnosti PDT v medicinské praxi by byla PDT vyhodna

zejména pro:

a) nahrazeni neselektivni a kvuli dosaZeni onkoradikality védomé nadmérné
chirurgické destrukce tkdni (vedeni fezu v ,bezpecné zdravé hranici®). Zvlasté v
oblasti orofacialni chirurgie znamena pro pacienta Gspé$ny chirurgicky zakrok
casto velmi mutilujici, handicapujici poskozeni. PDT by tak vyrazné¢ omezila
nutnost dalSich rekonstrukénich operaci, protoze cilené¢ zasahuje struktury
makroskopicky obtizné identifikovatelné,

b) sniZeni morbidity spojené s vlastnim terapeutickym postupem,

c) zlepseni QoL nemocnych (nejen pii paliaci) a snizeni celkové mortality,

d) jednoduché uplatnéni v terapii recidiv po jakémkoliv typu primarni onkoterapie a

e) piesun fady pacientt z péce ustavni do ambulantni, a tim logicky mozné snizeni

poctu akutnich nemocni¢nich ltzek.

Zavérem lze s ocekavanim konstatovat, ze metoda fotodynamicka terapie v sobé
potencialné skyta radikalitu chirurgie, progresivitu biofyziky, exaktnost biochemie, eleganci

dermatologie a nadé¢ji onkologie. Dalsi rozvoj PDT v Klinické praxi zavisi na prikazu, zda
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ucinnost této terapie, piipadné i v kombinaci s konvencnimi postupy, je vyssi nez u dosud
standardné pouzivanych a obecné uznavanych modalit. A to vSe s pifimym pozitivnim

dopadem na osud nemocnych.
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6 SOUHRN

Fotodynamicka terapie piedstavuje velmi nadéjnou metodu. Kromé jejiho vyuziti v
terapii velmi specifickych benignich onemocnéni se vyzkum zaméfuje zejména na jeji
uplatnéni v onkologii. Potencial PDT vramci protinadorové terapie plyne z mozZnosti
selektivni a piesné destrukce malignich 1ézi. Umoziuje nejen tumory cilené zasahnout, ale
pomoci fluorescence i spolehlivé diagnostikovat hranice mezi zdravymi a patologicky
zménénymi tkanémi. I kdyz principlim a u¢inkiim PDT se vyzkum vénuje jiz vice nez 70 let,
nadale nejsou vSechny podstatné detaily zcela vyfesené. Zasluhou nanotechnologickych
postupu se zdokonaluji star$i a vyvijeji nové, vice specifické (s vylepSenym targetingem) a
ucinngjsi fotosenzitizéry. Technologické revoluce za posledni 1éta vyrazné¢ zménila také lasery
a optickd vldkna. S dirazem na imunitni reakce doprovazejici fotodynamickou
protinadorovou terapii se hloubé&ji zkoumé uc¢inek PDT na molekularnim, bunééném a
tkanovém stupni. Tak bylo zjisténo, ze pfi PDT maligni buiiky zanikaji kromé nekrdozy a
apoptozy i procesem autofagocytdozy. VSechny tyto pokroky maji za cil zvySovani u¢innosti

PDT, a tim rozsifovani jejiho klinického uplatnéni.

V soucasné dobé se PDT v klinické praxi nejvice pouziva v dermatologii, oftalmologii
a onkologii. Vyhodou v terapii riznych koznich onemocnéni (napt. bazaliomy, spinaliomy,
akné) je jejich dobra anatomicka dostupnost, ktera umoznuje lokotopickou aplikaci
fotosenzitizéru a snadny pfistup pfi ozafovani svétlem. PDT zde vykazuje i velmi dobry
kosmeticky efekt. V oftalmologii dominuje terapie senilni degenerace makuly.

Onkologické indikace PDT jsou omezeny piedev§im na paliaci a jako doplnck
konvenc¢nich, zejména onkochirurgickych postupli s cilem zlepSeni kvality Zzivota a
prodlouzeni pfezivani nemocnych. V onkologii byla PDT jiz v klinické praxi vyzkou$ena na
mnoha pacientech v terapii riznych malignit, jmenovité¢ tumori jicnu, Zaludku, tlustého
stteva, hlavy a krku, Gstni a nosnich dutin, hrtanu, hltanu, plic, mo€ového méchyte a prostaty,
jater, prsu, genitalii, dokonce i mozku. I pfes zjevny efekt zlstava tato moznost terapie stale
vyuZita jen minimaln€. Divodi na ponékud skepticky pohled na PDT je né€kolik. Hlavnimi
jsou nedostatecné povédomi, nedostupnost a ve vysledku mala zkuSenost s fotodynamikou
Vv klinické praxi. Bezvyznamnou neni ani dneS$ni cena novych fotosenzitizéri a nutnost
pofizeni kvalitniho svételného zdroje, nejlépe laseru. Objektivnimi pii¢inami, pro¢ si PDT
prozatim nenasla své pevné misto v onkologii, jsou samotné limity této metody. Nejvetsim
omezenim je nedostacujici hloubka penetrace aktivizujiciho svétla do cilovych tkéni. Prinik

se dafi zlepsovat za pomoci technologického pokroku ve vyvoji svételnych zdroji a
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zdokonalovanim fotosenzitizérti — posouvanim absorpénich maxim k vy$s§im vlnovym délkam
(blizicim se 700 nm). Pfi objemnych tumorech je nutné cyklus superficialni PDT opakovat
nebo uplatnit metodu intersticialni. U svételnych zdrojt je sporna prednastavena vinova délka,
ktera ohrani¢uje pouziti jen pro jeden nebo uzkou skupinu fotosenzitizéri. Resenim by byly
napt. laditelné diodové lasery. Uskali spojené s naslednou fotosenzibilizaci se daii obchazet
preferovanym pouzitim fotosenzitizéri nové generace.

Klasicka protinddorova terapie byla po minuld desetileti hlavni doménou studii PDT,
soucasny vyzkum fotodynamiky posouva moznosti praktické aplikace fotodynamického
efektu napt. v ¢isténi kostni dien¢ od leukemickych bun¢k, v antibakterialni a antivirové
terapii, v terapii ateroskler6zy, v dezinfekci a sterilizaci, nebo uz zminéné diagnostice. Je

ptedpoklad, Ze v budoucnu by se mohlo jednat o metodu s mnohem $irsimi indikacemi.

K dokonalému pfiblizeni povahy zkoumanych malignit — karcinomu prsu a karcinomu
prostaty — se prace dle nejnovéjSich poznatkli snazi o uceleny a predevsim vysoce aktualni
pohled na problematiku. Vzhledem k neustale nartstajici incidenci a skoro neménné mortalité
obou hormonéln¢ dependentnich tumort je nasi povinnosti tyto neptiznivé trendy ovlivnit.
Kromé toho, Ze tato prace shrnuje a dopliuje nedostatek soucasnych informaci v Cesky
psanych publikacich, pfedestird i moznost uplatnéni pravé PDT v onkologické terapii téchto
nejCastéjSich nadorovych onemocnéni. Nasim cilem je tedy snaha nabidnout nové

terapeutické moznosti nemocnym S témito zavaznymi onemocnénimi nejdiive v ramci

paliativni terapie a nasledné i jako kurativni vychodisko pro stadia ¢asna.

V nasi studii jsme in vivo na vhodnych zvifecich modelech (nu/nu mysi) prokazali
efektivitu PDT na xenotransplantované lidské tumory. Konkrétn¢ se jednalo o jednu linii
karcinomu prsu a dvé biologicky odlisné linie karcinomu prostaty. Klicovym aspektem
vV nasem experimentu je pouziti nové vyvinutého fotosenzitizéru — ftalocyaninu
hydroxyhlinit¢ho ve formé lipozomalniho gelu ur¢enému k lokotopické aplikaci. Po jeho
aplikaci na povrch tumoru je mozné svétlem ozarovat hned po 10 minutach, zatimco u vétSiny
jiz schvalenych 1é¢iv je tento drug-light interval podstatné delsi (2—4 hodiny u hydrochloridu
metylaminolevulatu apod.). Vysledkem je kompletni remise tumord u 90 % mySi se
xenostépy karcinomu prsu a u 100 % mysi s obéma typy karcinomu prostaty. Novy preparat
na rozdil od starSich pouzitych preparati (kupt. porfimeru sodného) nezplsobuje
fotosenzitivitu a neni ani organové toxicky. Prace potvrzuje vyzkumné zavéry zahrani¢nich

studii — se vzrustajici ddvkou fotosenzitizéru v aplikovaném preparatu se zvySuje terapeuticka
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ucinnost PDT. S timto védomim jsme dokdzali vypracovat a ovéfit modely optimalniho
davkovani ftalocyaninu pro lidsky karcinom prsu a prostaty.

Hlavni vyhodou takto v praxi aranzované PDT by bylo pieneseni terapie do
ambulantniho provozu — pacienti nepotiebuji celkovou anestezii, zakroky probihaji prakticky
bez krevnich ztrat a bezbolestn¢, nenastava fotosenzibilizace a cykly Ize v relativné rychlém

sledu v ptipad¢ potieby k dosazeni onkologické radikality opakovat.

V kontrastu se vSemi soucasnymi moznostmi onkologické terapie je PDT schopna
selektivni destrukce tumoru se Setrnosti k ostatnim zdravym tkanim. Zda se byt velmi slibnym
terapeutickym nastrojem pro feseni mensich primarnich nebo recidivujicich a metastazujicich
karcinomti prsu i prostaty. Vhodnou indikaci by pro vynikajici anatomickou piistupnost a
schopnost zuzitkovani vsech kladu lokotopické aplikace fotosenzitizéra jisté predstavovaly

jejich kozni metastazy.
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7 SUMMARY

Photodynamic therapy represents a highly promising method which is used in the
treatment of very specific benign diseases. The current research is especially focused on its
oncological applications. The possibility of selective and precise destruction of malignant
lesions makes PDT a potential domain in anticancer treatment. It allows to target tumours
precisely and also reliably distinguish between diseased and healthy tissue. The PDT
principles and effects have been researched for more than seventy years, nevertheless not all
essential details are figured out. The advances in nanotechnology has helped to develop more
effective photosensitizers that are more selective (with enhanced targeting). The technological
revolution markedly changed lasers and optical fibers over the past years. The PDT effects on
molecular, cellular and tissue level are studied closely with emphasis on immunity reaction
accompanying photodynamic therapy. It was determined that malignant cells die away during
the process of necrosis, apoptosis as well as in process of autophagocytosis whilst using PDT.

All these findings aim to increase PDT efficacy and extend its clinical utility.

In todays clinical practice PDT is mostly used in dermatology, ophthalmology and
oncology. A good anatomical accessibility permitting the locotopical application of
photosensitizer and allowing easy light admission during the irradiation is advantageous in the
therapy of various skin diseases (e.g. basal cell carcinoma, squamous cell carcinoma, acne).
PDT is achieving very good cosmetic results in this aspect. Treatment of senile macular
degeneration is the highlight in the use of PDT in ophthalmology.

Oncological indications of PDT are limited primarily to palliative treatment and are
used as an adjunct to conventional oncosurgical routines with the aim of improving the
quality of life and prolonging patient survival. Photodynamic therapy has been extensively
tested in oncological clinical practice specifically on patients with different types of
malignancies, namely tumours of oesophagus, stomach, colon, head and neck, oral, paranasal
cavities, larynx, pharynx, urinary bladder, prostate, liver, breast, genitals, and even brain.
Although the effects are evident, PDT is used only minimally. There are several reasons for
PDT to be viewed skeptically. The main case is insufficient awareness, unavailability and in
fact little experience with the photodynamics in clinical use. Acquisition cost of a high-quality
light source (preferably a laser) and the price of new photosensitizers play the role as well.
PDT notwithstanding the mentioned economic reasons has its objective limits. The most
significant restraint is the inability of activating light penetration to the target tissues. Future

development of light sources and photosensitizers will help to improve the penetration depth
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by shifting absorption peaks to higher wavelengths (up to 700 nm). Extensive tumours must
be treated by superficial PDT in repetitive cycles or by applying the interstitial method.
Presetting the wavelength of the light source is controversial because it limits the use only for
a particular group of photosensitizers. Tunable diode lasers might solve this problem.
Preferred usage of new generation photosensitizers helps reducing the risk of subsequent body
photosensibilisation.

Classical anticancer therapy was the main domain of PDT studies over the past
decades. Contemporary photodynamics research shifts potentiality of practical photodynamic
effect usage in, e.g. bone marrow purging, antibacterial and antiviral therapy, treatment of
atherosclerosis, disinfection, sterilization or already mentioned diagnostics. It is assumed that
it might be a method with broader indications in the future.

In order to approach the nature of investigated malignancies — breast and prostate
carcinoma — perfectly, our work brings a comprehensive and up-to-date view on the issue.
Because the incidence of both hormone-dependent tumors is still increasing with almost
unconverted very high mortality, it is our duty to influence these negative trends. The work
summarizes and integrates the lack of actual information in Czech publications and proposes
the possibility of PDT application for these most frequent malignancies. The aim is to offer a
new therapeutic option for oncological patients. The curative treatment of early stages besides

the palliative treatment would be finally a great achievement.

The efficacy of experimental PDT on xenotransplanted human tumours has been
proven in our in vivo study. Nu/nu mouse was used as a proper animal model. One particular
cell line of mammary carcinoma and two biologically different cell lines of prostate
carcinoma were tested. The key aspect of our experiment was the application of newly
developed photosensitizer — hydroxy-aluminum phthalocyanine in the form of liposomal gel
designed for locotopical application. While majority of already registered drugs can be
irradiated after a longer period of time (e.g. methyl aminolevulinate hydrochloride: 24
hours), hydroxy-aluminum phthalocyanine permits light irradiation after 10 minutes. Therapy
achieved complete remission in 90% of mice with mammary carcinoma xenografts and in
100% of those with prostate carcinoma xenografts. The new photosensitizer, unlike the older
ones (e.g. porfimer sodium), does not cause photosensitivity or organ toxicity. The study
confers to international experimental outcomes — increasing dose of photosensitizer in an
applied formulation increases the therapeutic efficacy of PDT. We were able to process and
verify models of optimal phthalocyanine dosage for human mammary and prostate carcinoma.
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The major benefit of such arranged PDT would be its performance as an outpatient
procedure. General anesthesia is not needed, photosensibilisation does not occur and in
addition the treatment is painless and without any blood loss. Oncological radicality can be

achieved by repetitive cycles that can be performed in relatively short sequences, if necessary.

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

application of PDT with locotopical photosensitizer.
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