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MUZE SVETLO ZABIJET?
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Trezalka teckovana
Hypericum perforatum L



Trezalka teckovana, rostlina kouzelna az magicka, se
vyuzivala pri léceni neobycejnych nemoci - nameésicnosti
pocCinaje a iderem blesku konce. Dokladaji to i lidové nazvy,
rikalo se ji carovnik, prostrelenec, svatojanska bylina nebo
treba krevnicek.

Dva posledni nazvy nejspis souvisi OH © OH
s hypericinem, cervenym barvivem,
které je obsazeno v kanalcich
v listech a jemuz se rikalo krev sv. HO
Jana a zirejmé pravé ono ma také na HO
svédomi poveéry a legendy, opradajici
tuto bylinu. Napriklad kdyz se kravy
Ci kozy napasly trezalky ve vétsim
mnozstvi, jejich mléko se zbarvilo do
rlizova. Jak si ve stredovéku vysveétlit
tento nepochopitelny jev? Po ruce Hypericin
byly prece carodéjnice a magie!

OH O OH



The origin of photosensitization as a science is usually attributed to the work
of Oscar Raab at the turn of the century. Although there are several accounts
of photosensitization reactions in the writings of the Egyptians, Indians and
Chinese dating to at least 30 centuries ago, the modern era is conveniently
recognized to begin in the year 1900.

Oscar Raab was a student of Hermann von
Tappeiner. Raab was involved in a study of
the toxicity of acridine towards paramecia. As
is frequently the case in the research lab,
Raab found that his results were quite
variable. In this case, however, he was
sufficiently observant and systematic to
recognize that the apparent toxicity which he
measured depended on the time of day when
he performed his experiment. Near midday
the toxicity was greatest. Raab realized that
one of the variables in his work was the
amount of light in the laboratory, and he
subsequently demonstrated that paramecia
in acridine solutions were inactivated more
effectively if the solutions were kept near a
bright window, than if they were kept in the
dark.




Photosensitizer alone

Liglag alone

—_—

—_—

Photosensitizer AND Light —>

No Effect

No Effect
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V ROCE 1904 BYL POPSAN FOTODYNAMICKY JEV
ZAHRNUJICI SVETLO, FOTOSENSIBILIZATOR A
KYSLIK

V ROCE 1999 BYLA ZAREG,ISTROVI:\NA KYSELINA 5-
AMINOLEVULOVA JAKO LEK



‘EGYPT (1300 B.C.) VLIV SLUNECNIHO ZARENI NA URCITA
LECIVA

*HIPPOCRATICUM (460-375 B.C.) VLIV SLUNECNIHO ZARENI
NA LIDSKE TELO

‘KOLEM ROKU 1200 A.C. FOTOSENSITIVNiI UCINKY
PRAVDEPODOBNE PSORALENU

*F.W. HERSCHEL - 1800 - IC SPEKTRUM

«J.W. RITTER - 1806 —- UV ZARENI

‘E.WJ. WIDMARK - 1889 —- DOKAZAL ULOHU UV ZARENI PRI
RUDNUTI POKOZKY

*A.H. DOWNES ATP. BLUNT 1877 — OBJEV BAKTERICIDNICH
UCINKU UV ZARENI



CH. DARWIN K. DAMMANN POPSALI I NEGATIVNI
VLIVY SLUNECNIHO ZARENI ZA PRITOMNOSTI ,,DROG*
— VYRAZKU U ZVIRAT PO POZITI POHANKY
(OBJEVOVALA SE U ZVIRAT SE SVETLEJSI SRSTI A PO
DELSIM POBYTU NA SLUNCI)

J. PRIME - 1900 — OTOKY PRSTU, PUCHYRE U
EPILEPTIKU LECENYCH EOSINEM (OBSAHUJE BROMID
JAKOZTO POTENCIALNI ANTIEPILEPTICKOU SOUCAST)

‘0. RABB - VLIV AKRIDINU NA PRVOKY (NALEVNICI,
TREPKY (STANOVOVAL PRAHOVOU HRANICI TOXICITY
BARVIV, PROVEDL CCA 800 EXPERIMENTU, KTERE BYLY
NEREPRODUKOVATELNE)

«O. RABB A TAPPEINER - 1900 — AKRIDIN, EOSIN, CHININ
— TOXICITA SE LISILA V PRUBEHU DNE...USOUDILI NA
VLIV FLUORESCENCE BARVIV A OZNACILI REAKCI
JAKO FOTODYNAMICKOU



«JIZ V ROCE 1895 DIEUDONNEE POPISOVAL BAKTERICIDNIi
UCINKY KYSLIKU (ALE NEUVAZOVAL KATALYTICKY VLIV
FOTOSENSIBILIZATORU)

1904 LEDOUX-LEBARDS DOKAZAL, ZE PRO
FOTODYNAMICKOU REKACI JE NUTNA PRITOMNOST
KYSLIKU (TREPKY RYCHLEJI UMIRAJI V OTEVRENE LAHVI
ZA PRITOMNOSTI KYSLIKU NEZ V LAHVI UZAVRENE).

1909 — TAKE VON TAPPEINER NAVZDORY SVYM MINULYM
PRACEM PROHLASIL, ZE KYSLiK JE ZODPOVEDNY ZA
FOTODYNAMICKY EFEKT.

« ANIZ ZNAL MECHANISMUS TOHOTO JEVU, JIZ V ROCE 1903
ZAPOCAL EXPERIMENTY NA LIDECH (RAKOVINA, SYFILIS,
TUBERKULOZA).

‘DRYER - ERYTHROSIN, ANTIBAKTERIALNI UCINKY,
LUPENKA (ALE PACIENTI TRPELI SILNYMI BOLESTMI A
PROTO EXPERIMENTY UKONCIL)



t After injection of 0,2 g hematoporphyrin
swelling of the sun-exposed right side of
the face and left arm

F. Meyer-Betz before his self experimen



1948 Figge and coworkers confirmed their results and
proposed a use as photosensitizers for PDT due to good
tumor-localizing effects.

1973, Thomas Dougherty reported on an impaired growth
rate of transplanted mammary tumors in mice after
sensitization with fluoresceine and light at 488 nm. Then he
postulated the criteria for a suitable photosensitizer for PDT

.Non toxicity at therapeutic dose

.Defined uptake and accumulation in malignant

tissue

.Light activation above 600 nm

.Photochemical activity
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FOTOCHEMIE

Molekula A v elektronové excitovanem stavu
nepodléha vyluéné fotochemické reakci za vzniku
produktu B.

Mize se desaktivovat emisi zareni o vétsi vinoveé
délce (zarivy prechod), nebo preménou elektronove
energie v energii vibraéni (nezarivy prechod)
vedouci ke zvyseni teploty systému.

Excitovana molekula mize byt také v interakci s
jinymi molekulami, kterym mize predat excitaé¢ni
energii (zhaseni, senzibilace), predat nebo ziskat
elektron (prenos naboje) nebo reagovat za vzniku
spole¢ného produktu.



Prima fotochemicka reakce

Mnozstvi absorbovanych svételnych kvant se méni s
Casem v dusledku poklesu koncentrace reagujici slozky a
vzrustu koncentrace reakenich produktu. Aktivacni
energie fotochemického procesu je velmi mala.
Fotoiniciace

Nutnou podminkou pro vyvolani fotochemické reakce je,
aby alesponn jedna z reakénich slozek absorbovala
dopadayjici svételné zareni.

Vzhledem k tomu, Ze molekularni kyslik neabsorbuje
svétlo o vinovych délkach vysSich nez 200 nm, musi byt
absorbujici slozkou oxidovany substrat. Absorbuje-li
substrat iniciujici zareni, muze dojit k primé
fotochemické oxidaci, a to dvojim mechanismem:



a) absorpci svétla substratem vznikaji volné
radikaly, které reaguji primo s dikyslikem. Podle
novéjSich nazoru se molekularni Kkyslik muze
ucastnit pri  vzniku radikala jako akceptor
elektronu. Tato reakce je spinové dovolena.

b) absorpci svétla se substrat dostava do
excitovancho ftripletoveého stavu a reaguje primo s
molekularnim Kkyslikem. Reakce dvou castic v
tripletovém stavu je rovnéz spinoveé dovolena.



Neprima fotochemicka reakce

Pokud Zadna z reak¢nich sloZzek neabsorbuje svétlo, je
mozno k reakénimu systému pridat dalsi, v podstaté
inertni, ale svétlo absorbujici slozku - senzibilizator,
ktery wumozni neprimou fotochemickou oxidaci.
Svételna energie absorbovana senzibilizatorem se miize
prenést na jednu reakcni slozku, a tim iniciovat reakci.

Jako senzibilizatory se vétSinou wuzivaji organicka
barviva. Senzibilizujici latka muze rovnéz vznikat v
prubéhu termické nebo fotochemické reakce.



Fotosenzibilizované reakce mohou probihat dvéma
ruznymi mechanismy.

1. Senzibilizator, ktery se absorpci svétla dostal do
tripletového stavu, muze prevést ziskanou
energii na molekulu substratu za vzniku voln¢ho
radikalu nebo molekuly substratu v tripletovéem
stavu

2. Senzibilizator, ktery se absorpci svétla dostal do
tripletového stavu, muzZe prevést ziskanou
energii na molekulu Kkysliku za vzniku
singletového Kkysliku.



PRINCIPLES OF PHOTODYNAMIC THERAPY

hv
SENSITIZER — 1SENSITIZER
'SENSITIZER* N 3SENSITIZER*

TYPE | MECHANISM

>SENSITIZER* + >SENSITIZER* — > SENSITIZER" + SENSITIZER"

SSENSITIZER* + SUBSTRATE — > SUBSTRATE™ + SENSITIZER™
SENSITIZER™ + O (329') ——> SENSITIZER + O3"
SUBSTRATE"™ + O (329') ———  OXIDATIVE DAMAGE

SUBSTRATE + O, ——>  OXIDATIVE DAMAGE

TYPE Il MECHANISM

SSENSITIZER* + 0,(°%y) ———> SENSITIZER + O3 ('Ay)

(o)) (1Ag) + SUBSTRATE ———>  OXIDATIVE DAMAGE



M olecular The electron configuration of the rmany forms of active oxygen [1].
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Fotodynamické poskozovani biologickych soustav

Nejcitlivéjsi jsou jednobunécné organismy, nebot’ nejsou
chranény kuzi. Kromé akridinu, uzitého Raabem, byly
jako senzibilizatory pouzivany napriklad:

akridinova oranz, akridinova cerven, methylenova modr
a novome-tylenova modr, fenazin, trypaflavin,
fluorescein, eosin, erytrosin, rhodamin B, naftochinony,
antrachinony, chlorofyly, sulfonamid, 3,4 - benzopyren,
perlonin.

U vétsiny uvedenych barviv byl pozorovan toxicky
ucinek i ve tmé, ale vlivem svétla byl silné zvySovan.
Nejucinnéjsi byly akridinové derivaty, méné fluorescein,
jeSté méné fenazin a naftochinonové derivaty byly ucinné
jen slabé. V radé eosin, erytrosin, rose bengale ubyvala
fotodynamicka ucinnost se stoupajici molekulovou
hmotnosti barviva.



U savci je pri fotodynamickém ucinku ovlivnén jen
vnéjsi povrch, protoze pronikani svétla je omezeno jen
na relativné tenkou vnéjsi vrstvu.

Primarni efekt v kiizi muze byt doprovazen zretelnymi
sekundarnimi efekty ve vzdalenéjSich organech, t.j. v
organech cirkulacnich a dychacich a v centralnim
nervovem systému.

Dale mohou podléhat fotodynamickému jevu vSechny
télni tekutiny. PFi senzibilaci teplokrevnych zvirat muze
vSak dochazet k znacnému zeslabovani ucinku redukci
barviv v organismu, pripadné srazenim jejich komplexu
s bilkovinami. Tim se muze stat, Ze bézné uzivané nizké
koncentrace (104 - 106 M) jsou in vivo neucinné.



U rostlin byl fotodynamicky jev studovan mnohem méné
nez u zivoCichu. VéEtsi pocet praci byl vénovan pouze
ucinku na bakterie a kvasinky.

U bakterii byla vétSinou pozorovana ztrata antigenity,
pri silnéjSim ucinku mutagenni a letalni ucinek, a to za
pritomnosti ruznych barviv. Zda se vSak, Ze bakterie
jsou odolnéjsi proti fotodynamickému jevu nez prvoci.
Pozorované rozdily v senzitivité blizce pribuznych
jednobunéénych organismii k fotodynamickému jevu
vysvétluji razni autori jejich riznou schopnosti
zachycovat fotodynamicky ucinna barviva a pigmenty.
Pri ozafovani semen macenych v  roztocich
fotodynamicky ucinnych barviv bylo pozorované zvyseni
kliCivosti.



Fotodynamicky ucinna barviva

Senzibiliza¢ni ucinnost, t.j. schopnost vyuzit svételnou
energii, byla zjiSténa u rady barviv nejruznéjsi chemické
struktury. Typ reakce neni urcovan povahou barviva, ale
podminkami v systému, v némz reakce nastava. U rady
azinovych, fluoresceinovych, rostlinnych barviv byla
fotodynamicka ucinnost potvrzena na nejruznéjSich
substratech, o fotodynamické ucinnosti jinych barviv se
udaje rozchazeji. Mezi nejucinnéjsi fotosenzibilizatory
patri metylenova modr a eosin, jejichZz mechanismus
ucinku byl také nejvic prostudovan. Tato barviva byla
spolu s hematoporfyrinem, chlorofylem a riboflavinem
také nejcCastéji pouzivana pro Kkvantitativni studia na
chemickych individuich.



FOTODYNAMICKA
TERAPIE
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PRINCIPLES OF PHOTODYNAMIC THERAPY
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FhotoDypamic Therapy (FDT}
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Porphyrins Chlorins Phthalocyanines

Phthalocyanine



Photofrin
------ mTHPC
AlPcS,

Absorption

400 500 600 700

Wavelength (nm)

Figure 1. Absorption spectra of several photosensitizers used in PDT. Note the strong

absorption peak in the far-red region (above 650 nm) for second-generation photosensitizers

compared to the weak absorption at the maximum wavelength around 630 nm for the
first-generation drug Photofrin.

AIPcS4 - tetrasulfonated aluminum phthalocyanine
mTHPC (Foscan®) - m-tetrahydroxyphenylchlorin



eDerivaty hematoporphyrinu

dodavany jako Photofrin
M3 radu asborpcnich pikil mezi 400 a 650 nm,
nejcastéji pouzivany je pfi 630 nm
ePo aplikaci je zadrzovana v pokozce az 10 tydnii

ePouziti: rakovina plic, rakovina zaludku, rakovina

délozniho hrdla

H,C-HOHC

H+C CHOH-CH,;

H,C CH;

CH, CH,
CH, CH,

1 = ]
COOH COOH

Figure 2. Haematoporphyrin Derivative (HPD).

jsou

komercne



Methylenova modr

ePouziva se jiz staleti (napr. barveni bakterialnich
kmend, diagnostika, marker nadorti)

eInaktivuje viry

ePouziva se na dekontaminaci krevni plasmy
eNevyhoda: je redukovana bunécnymi enzymy na
bezbarvou a tedy fotodynamicky neidcinnou formu

S N(Me)y
N(Me), ﬁ
Q V4

N

Figure 21. Methylene blue.



Kyselina 5-aminolevulova

prekursor Protoporphyrinu IX

OH

Figure 4. ALA (left) and PPIX (right).



Verteporfin
*(Visudyne ™)
*Absorbuje pri 690 nm
*Velmi rychle je absorbovan nadorovou tkani;
optimalni koncentrace v této tkani je dosazeno 30-150
minut po intravenozni aplikaci
*Fotosensitizace pokozky se projevuje jen nékolik dnu
*Kozni nadory (ale ne melanomy), lupenka,
revmaticka artritida



Tin etiopurpurin
o(Puryltin ™)

e rakovina prostaty, rakovina prsu, Kaposiho
sarkom (AIDS), lupenka

H5CH,CO,C

[

Tin etiopurpurin



Ftalocyaniny

e dlouho byly pouzivany jako
primyslova barviva (alei do
kopirovacich pristrojt)

e nyni jsou intenzivné
zkoumany hlavné kvlili jejich
dobré rozpustnosti ve vodé a
moznosti substituovani
eabsorbuji pri 680 nm

e rakovina traviciho traktu,
klize, prsu, plic

e potencialni sterilizace
krevnich komponent

Figure 10. Phthalocyanine.



Naftalocyaniny

eAbsorbuji pri 680 nm
emelanomy

Naphthalacyanines



N-aspartyl chlorin e6

ekozni nadory
evykazuje minimalni dobu fotosensitivity

H,C

CH,

HaC

OH

Figure 6. Chlorin e6.



Rhodamin 123

e mimo jiné vyborna fluorescencni znacka
e je specificky vychytavan mitochondriemi

Figure 18. Rhodamin 123.



Hypericin

e Znam predevsim pro
hypericismus, tedy
podrazdéni pokozky,
horecky, casto s
nasledkem smrti

e absorbuje pri 590 nm
e lupenka, rakovina
ktize, bradavice

Figure 16. Hypericin.
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¥ A patient comes to the clinic with a tumor.
1 \| The photosensitizer is given by injection.
i

e

|

After time the photosensitizer 6(00
concentrates in the tumor



~ light

The photosensitizer is activated by light

Q0
The tumor is selectively destroyed



PIERGIACOMO CALZAVARA-PINTON

Figure 1. Superficial squamous cell carci-
noma of the face before (a), soon after (b) and
4 weeks after topical ALA-PDT.
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Liver Cancer




Kidney Cancer




Lung Cancer




Figure 4. Clinical PDT lasers. (a) argon-pumped dye laser. (b) KTP-pumped dye laser,
g gon-pumj ) pumg 3
(¢) diode laser (courtesy Ceram Optics, Germany).



C

Figure 5. Light Emitting Diode (LED) sources for clinical PDT. (a) array for skin lesion treat-
ments (courtesy EXFO Inc, Canada), (b) small array for intra-oral application (courtesy PRP
Optoelectronics, England), (¢) interstitial linear arrays (courtesy Light Sciences Inc., USA).
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