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Prospects for Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy — PACT

Abstract: Photodynamic therapy (PDT), also known as photoradiation therapy, phototherapy, or photochemotherapy, is a medical
treatment that utilizes light to activate a photosensitizing agent (photosensitizer) in the presence of oxygen. The exposure of the
photosensitizer to light of a specific wavelength results in the formation of oxygen species, such as singlet oxygen and free radicals,
causing localized photodamage and cell death. Applications of PDT in the treatment of cancer and in the photodynamic diagnosis
(PDD) of tumors and skin diseases are growing rapidly. There is also increased attention in photodynamic antimicrobial chemotherapy
(PACT) that may represent an alternative treatment for drug resistant organisms. PACT has been effective in the treatment of bacterial,
fungal, parasitic, and viral infections. The localized infections of the skin and the oral cavity are especially suitable for PACT since
they are relatively accessible to illumination. The development of resistance to PACT appears to be unlikely, because in microbial
cells singlet oxygen and free radicals interact with several cell structures and different metabolic pathways. PACT is equally effective
against antibiotic-resistant and antibiotic-susceptible bacteria, and repeated photosensitization has not induced the selection of
resistant strains. Bacteria that grow in biofilms, implicated in diseases like cystic fibrosis (Pseudomonas aeruginosa) or periodontitis
(Porphyromonas gingivalis), are also susceptible to PDT. Studies are now leading towards selective photosensitizers, since killing
the entire flora leaves patients open to opportunistic infections. Several publications have summarized the photobiology of PACT
in vitro, and its potential for the treatment of localized infections, but only a few studies have evaluated the use of PACT in animal
models or in clinical trials. Pre-clinical work has shown that photosensitizers are more toxic against microbial species than against
mammalian cells, that the illumination-based toxicity occurs much earlier in prokaryotic (bacteria) than in eukaryotic (fungi) cells,
and that Gram-positive bacteria are more sensitive to PACT than Gram-negative species. PACT will not replace antimicrobial
chemotherapy, but the photodynamic approach may improve the treatment of localized infections, speeding up and lowering the cost
of the treatment. Development of new photosensitizers and more efficient light delivery systems, and further animal studies are
required to establish the optimum treatment parameters for PACT before proceeding to clinical trials and eventual clinical use.

1. Introduction. 2. Mechanisms of photodynamic reaction and photodynamic therapy. 3. Light sources. 4. Photosensitizers. 5. Photo-
dynamic antimicrobial chemotherapy (PACT). 5.1. In vitro studies of PACT. 5.2. Effects of PACT on biofilms. 5.3. /n vivo studies
of PACT. 5.4. Photodynamic inactivation of pathogens. 6. Perspectives and future directions
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1. Wprowadzenie

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic the-
rapy, PDT) moze mie¢ zastosowanie w leczeniu cho-
rob nowotworowych [3, 4], infekcji bakteryjnych,
pasozytniczych, grzybiczych i wirusowych [13, 32],
tuszczycy [50], rogowacenia stonecznego [22], reuma-
toidalnego zapalenia stawow [30], zwiazanej z wiekiem

degeneracji plamki zé6ltej [31] oraz w fotodiagnostyce
[37]. Terapia fotodynamiczna zajmuje si¢ zespol zto-
zony z biochemika, chemika, biologa, lekarza, farma-
ceuty, fizyka i pielegniarki [4].

Znaczenie PDT w leczeniu choréb nowotworo-
wych wzrasta od ponad 30 lat dzigki pionierskim
badaniom przeprowadzonym przez zespo6t Thomasa
I. Dougherty’ego [16]. Terapia fotodynamiczna
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charakteryzuje si¢ szeregiem korzystnych cech w po-
réwnaniu z konwencjonalnym leczeniem nowotworow
(chirurgia, radioterapia i chemioterapia). PDT jest
terapia nieinwazyjng, nie wymaga skomplikowane;j
aparatury, jest wygodna dla pacjentdw i moze by¢ sto-
sowana w warunkach ambulatoryjnych. Terapia foto-
dynamiczna nie nadaje si¢ do leczenia pacjentow z za-
awansowanymi zmianami nowotworowymi, ktorym
towarzysza przerzuty. Sprawdza si¢ ona natomiast
w leczeniu wezesnych i miejscowych zmian nowotwo-
rowych. Brak ograniczen zwiazanych z dawka cat-
kowita pozwala na wielokrotne powtarzanie terapii.
Dziatania niepozadane sa gtownie zwiazane z uczule-
niem na $wiatlo. PDT daje doskonate efekty kosme-
tyczne i nie pozostawia blizn [9]. Bardzo zachgcajace
sa wyniki badan klinicznych PDT na czterystu pacjen-
tach z chorobami nowotworowymi uzyskane w Bra-
zylii w latach 1997-2004 [4]. Fotouczulacze stosowane
w leczeniu chorob nowotworowych i badaniach kli-
nicznych to Photofrin®, Foscan® i ALA, a w leczeniu
zwiazanej z wiekiem degeneracji plamki zottej to
Visudyne™. Stosowanie PDT jest regulowane przez
instytucje rzadowe kontrolujace wprowadzanie nowych
lekow i metod terapeutycznych. W Europie sa do-
stepne wszystkie wymienione powyzej fotouczulacze,
natomiast w Stanach Zjednoczonych Amerykanska
Agencja ds. Zywnosci i Lekow (Food and Drug Ad-
ministration, FDA) zaakceptowata tylko Photofrin®,
ALA i Visudyne™,

Terapia fotodynamiczna skierowana przeciwko
drobnoustrojom (photodynamic antimicrobial chemo-
therapy, PACT) moze stac sig alternatywa dla konwen-
cjonalnej terapii zakazefn bakteryjnych, grzybiczych,
pasozytniczych i wirusowych [46].

Zastosowana w PACT kombinacja fotouczulacza
(fotosensybilizatora) i $wiatta widzialnego prowadzi
do selektywnej destrukcji komoérek drobnoustrojow.
Bakteriobojcze polaczenie barwnika i $wiatta znane
jest od ponad stu lat, ale rozwo6j PACT zostat zahamo-
wany w potowie ubiegltego wieku przez wprowadze-
nie antybiotykoéw. Pojawienie si¢ metycylinoopornych
szczepow Staphylococcus aureus (MRSA) oraz wan-
komycynoopornych szczepéw Enterococcus faecalis
i E. faecium (VREF) skierowato uwage na PACT.
Obecnie uwaza sig, ze terapia ta moglaby znalez¢ za-
stosowanie w leczeniu zlokalizowanych infekcji skory
i jamy ustnej. Standardowe leczenie przeciwgrzybicze
jest dlugotrwate i mato efektywne, a w przypadku le-
czenia systemowego — wysoce toksyczne. W ostatnich
latach problemem staje si¢ rozwoj opornosci wzgle-
dem przeciwgrzybiczych zwiazkdéw z grupy triazoli.
Konieczne jest wigc wprowadzenie nowych terapii
przeciwgrzybiczych, zwlaszcza u pacjentdOw z neutro-
penia, zapaleniem trzustki oraz u oséb zakazonych
wirusem HIV [13].
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Kluczowym etapem reakcji fotodynamicznej jest
wytworzenie reaktywnych form tlenu, w tym tlenu
singletowego. Enzymy antyoksydacyjne (dysmutaza
ponadtlenkowa i katalaza) zabezpieczaja komorki
przeciwko pewnym formom rodnikowym tlenu, ale
nie przeciwko tlenowi singletowemu. Wydaje si¢ mato
prawdopodobne, aby bakterie i grzyby rozwingty
oporno$¢ w stosunku do cytotoksycznego dzialania
tlenu singletowego, poniewaz w komoérkach mikro-
organizméw wywiera on wptyw na rézne szlaki meta-
boliczne i organelle. PACT moze by¢ wigc skuteczna
zardwno wobec bakterii wrazliwych, jak i opornych
na antybiotyk. Wielokrotne stosowanie terapii nie do-
prowadzilo do wyselekcjonowania opornych szcze-
pow bakteryjnych. Nie zaobserwowano takze efektow
genotoksycznych 1 mutagennych w komorkach grzy-
bow 1 w komorkach ludzkich. PACT wykazuje poten-
cjal przeciwwirusowy wzgledem wirusa HIV, wiruséw
zapalenia watroby oraz arbowirusow (wywotujacych
z06tta goraczke, goraczke tropikalna i goraczke Za-
chodniego Nilu). Rozpatruje si¢ zastosowanie PACT
w zakazeniach wirusem Ebola i w zespole ostrej cigz-
kiej niewydolno$ci oddechowej (SARS) [13, 46].

Pomimo licznych sukceséw odniesionych w bada-
niach na kulturach komoérkowych, niewielka ilo§¢ prac
opisuje zastosowanie PACT w warunkach in vivo za-
réwno u zwierzat, jaki i u ludzi.

2. Mechanizmy reakcji fotodynamicznej
i terapii fotodynamicznej

Mechanizm terapii fotodynamicznej opiera si¢ na
wzajemnym dopasowaniu trzech elementow: $wiatla,
fotouczulacza i tlenu (Rys. 1). Fotouczulacz (lub jego
prekursor, ktory musi ulec metabolicznej aktywacji)
na$wietlony $wiattem o okreslonej dlugosci fali prze-
chodzi z niskoenergetycznego stanu podstawowego do
stanu wzbudzonego. Czasteczka fotouczulacza moze
powroci¢ do stanu podstawowego, czemu towarzyszy
fluorescencja lub przej$¢ do nizszego energetycznie
stanu tripletowego. Znane sa dwa mechanizmy reago-
wania fotouczulacza w tripletowym stanie wzbudzonym
z czasteczkami w komorce. Reakcje I typu dotycza
przeniesienia elektronu lub atomu wodoru bezposred-
nio z fotouczulacza na czasteczke substratu z utwo-
rzeniem wolnych rodnikow, ktore natychmiast reaguja
z tlenem. W efekcie wytwarzane sa wysoce reaktywne
formy tlenu, jak anionorodniki nadtlenkowe, rodniki
hydroksylowe, nadtlenck wodoru. Reakcje II typu po-
legaja na oddzialywaniu fotouczulacza z tlenem triple-
towym. Prowadza do wytworzenia elektronowo wzbu-
dzonej 1 wysoce reaktywnej formy tlenu zwanej
tlenem singletowym. Oba wymienione mechanizmy
wskazuja, ze na przebieg reakcji fotodynamicznej ma
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Rys. 1. Schemat reakcji fotodynamicznej i terapii fotodynamicznej wraz z wybranymi strukturami: porfiryny (A),
protoporfiryny IX (E) (metabolit kwasu S-aminolewulinowego (B)), ftalocyjaniny (C) i biekitu toluidyny (D).

wplyw zarowno stezenie tlenu, jak i fotouczulacza.
Tlen singletowy bgdacy gldownym czynnikiem bakte-
riobdjczym reakcji fotodynamicznej ma krotki okres
zycia 1 dyfunduje na odlegto$¢ 100 nm. U bakterii
zmiany letalne obserwuje si¢ na poziomie kwasow
nukleinowych i/lub blony cytoplazmatycznej [32].
W przypadku grzybdéw fotouczulacz przechodzi do
przestrzeni periplazmatycznej przez zewngtrzna $cia-
n¢ komorkowa ztozona z glukanu, mannanu, chityny
i lipoprotein. Nastepnie przenika on do cytoplazmy,
gdzie wywoluje lawing efektow biochemicznych i funk-
cjonalnych. Obserwuje si¢ dezaktywacj¢ enzymow,
biatek i peroksydacje¢ lipidow, co prowadzi do lizy
bton komérkowych, lizosomow i mitochondriow [13].

3. Zrodla §wiatla

W terapii fotodynamicznej uzywa sig niskoenerge-
tycznego zrodla §wiatta widzialnego, ktére aktywuje
fotosensybilizator. Zastosowanie znalazly lasery oraz
tanie i tatwiejsze do uzycia lampy. Miejsce ztozonych
i drogich zrédet Swiatla, gldwnie laserow: argonowe-
go, barwnikowych, laserow impulsowych na parach
ztota 1 miedzi, zajmuja obecnie tatwiejsze w obstudze,

przenosne i tanie lasery potprzewodnikowe, systemy
diodowe (light-emitting diode, LED) oraz lasery fem-
tosekundowe. W leczeniu wigkszych powierzchni sto-
suje si¢ niekoherentne zrodta $wiatla, jak np. lampy
wolframowe, halogenowe i ksenonowe [7, 26, 28, 34].

Fenotiazyny ulegaja aktywacji przy 600-660 nm,
a ftalocyjaniny 630—-690 nm. W lampach stosowanych
in vivo minimalizuje si¢ wplyw promieniowania ultra-
fioletowego z uwagi na ryzyko mutagenezy oraz pro-
mieniowania podczerwonego, zeby zapobiec prze-
grzaniu tkanki. Typowe nat¢zenie promieniowania
stosowane dla przeciwgrzybiczego PACT miesci si¢
w zakresie 10-100 mW c¢cm2, z dawka energii pomig-
dzy 10200 J cm 2. Swiatlo nie jest zdolne do gtebo-
kiej penetracji tkanki, stad kliniczne zastosowanie
PACT jest obecnie ograniczone do obszarow, ktore
mozna naswietla¢ powierzchniowo [13, 46].

4. Fotosensybilizatory

Fotosensybilizatory sa najczesciej zwiazkami ptaski-
mi o skoniugowanym systemie elektronow m. Wyste-
puja licznie w $§wiecie roslin. Przykladami moga by¢
produkty degradacji chlorofilu, hiperycyna, fagopiryna,
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Rys. 2. Fotouczulacze wyizolowane z ro$lin
o potencjalnym zastosowaniu w PACT: tertienyl (A),
fenyloheptatrien (B), hiperycyna (C).

psoralen, angelicyna, aflatoksyny, alkaloidy, pochod-
ne tiofenu i poliacetyleny (Rys. 2). Duze ilo$ci roslin-
nych fotouczulaczy znaleziono w lisciach pokrzywy
zegawki (Urtica urens) z rodziny pokrzywowatych
(Urticaceae). Tertienyl wystepujacy w réznych gatun-
kach aksamitek (7agetes sp.) z rodziny astrowatych
(Asteraceae) wykazuje aktywno$¢ fotodynamiczna
w stosunku do nicieni oraz Candida albicans. Przed-
stawiciel poliacetylenoéw, fenyloheptatrien wystepujacy
w rodzinach astrowatych (A4steraceae) i selerowatych
(Apiaceae) posiada wlasciwosci fototoksyczne i anty-
biotyczne w stosunku do bakterii, grzybow, ludzkich
fibroblastow, larw owadow. Przeciwwirusowe dziala-
nie hiperycyny z dziurawca zwyczajnego (Hypericum
perforatum) z rodziny dziurawcowatych (Guttiferae)
mogtoby znalez¢ zastosowanie do sterylizacji krwi [18].

Potencjalny fotouczulacz nie moze by¢ toksyczny,
ani aktywowany metabolicznie do zwiazkow tok-
sycznych. Fotosensybilizator musi by¢ rozpuszczalny
w wodzie. Gwarancja wysokiej toksycznosci fotosensy-
bilizatora wobec komoérek nowotworowych i mikroor-
ganizmow jest wytwarzanie tlenu singletowego i innych
reaktywnych form tlenu w reakcji ze $wiattem [1].

Do fotouczulaczy stosowanych w PACT naleza
barwniki fenotiazynowe: bigkit metylenowy i biekit
toluidyny, ftalocyjaniny: sulfonowana ftalocyjanina
glinowa i kationowa ftalocyjanina cynkowa, chloryny
i ich koniugaty: chloryna e6, polilizynowy koniugat
chloryny e6, porfiryny i ich prekursory: Photofrin®
i kwas S-aminolewulinowy (ALA), ksanteny: erytro-
zyna i monoterpeny: azulen [45] (Rys. 1).

Od tadunku fotouczulacza zalezy jego aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza. Zwiazki
o tadunku dodatnim sa bardziej aktywne niz zwiazki
o tadunku ujemnym lub obojetne. W poréwnaniu do
swoich anionowych odpowiednikéw, kationowe foto-
sensybilizatory charakteryzuja si¢ szerokim spektrum
dziatania wzgledem bakterii Gram-dodatnich i Gram-
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ujemnych. Fotosensybilizatory kationowe np. fenotia-
zyny s3 aktywne w odniesieniu do bakterii Gram-do-
datnich, takich jak Staphylococcus aureus, S. epidermi-
dis, Streptococcus pyogenes, Propionibacterium acnes
i Corynebacterium minutissimum [10]. DoS§wiadczenia
z ftalocyjaninami cynkowymi wykazaty, ze zwiazki
kationowe sa rowniez efektywnymi fotosensybilizato-
rami wzgledem bakterii Gram-ujemnych. W badaniach
przetestowano ftalocyjaniny z ugrupowaniem kationo-
wym (grupy pirydyniowe), neutralnym (grupy sulfona-
midowe) i anionowym (grupy sulfonowe). Pomimo, ze
wszystkie zwiazki wytwarzaly reaktywne formy tlenu
z podobna wydajnoscia, to tylko sole pirydyniowe
byly aktywne w odniesieniu do FEscherichia coli
i Pseudomonas aeruginosa [46]. Wzglednie porowata
$ciana komoérkowa ztozona z peptydoglikanu i kwa-
sow lipotejchowych znajdujaca si¢ na zewnatrz blony
cytoplazmatycznej bakterii Gram-dodatnich jest wy-
starczajaco przepuszczalna dla fotosensybilizatorow
i pozwala im na dyfundowanie do miejsc wrazliwych.
Natomiast dodatkowa zewnetrzna blona komoérkowa
bakterii Gram-ujemnych, znajdujaca si¢ ponad $ciana
peptydoglikanowa i wewngtrzna btona komorkowa,
dziala jak fizyczna i funkcjonalna bariera pomigdzy
komorka i srodowiskiem. Fotosensybilizatory posia-
dajace tadunek oboj¢tny lub anionowy jedynie w pew-
nym stopniu lacza si¢ z zewngtrzng btona bakterii
Gram-ujemnych, nie wywotujac jednak ich dezaktywa-
¢ji po naswietleniu. Powinowactwo anionowych foto-
uczulaczy do bakterii Gram-ujemnych moze by¢ zwigk-
szone przez polaczenie fotouczulacza z czasteczka
kationowa (np. poli-L-lizynowa-chloryna e6), uzycie
zwiazkow powierzchniowo czynnych (np. Tris-EDTA)
oraz koniugowanie fotouczulacza z przeciwcialem
monoklonalnym, ktoére wiaze sig ze specyficznymi anty-
genami na powierzchni komorek [13, 21, 25, 35, 45].
Badania przeciwgrzybiczej PACT przeprowadzo-
no dla pochodnych fenotiazynowych, porfirynowych,
ALA oraz dla ftalocyjanin [10, 11, 13, 44, 46].
Zaobserwowano, ze pochodne fenotiazynowe, loka-
lizuja si¢ w btonie komérkowej drozdzy i prowadza do
jej uszkodzen po naswietleniu. Zwigkszona przepusz-
czalno$¢ blony jest przyczyna smierci komorki. Ko-
morki grzybow sa trudniej eliminowane przez PACT
niz bakterie. Jest to spowodowane obecnoscia btony
jadrowej, wielkoscia komorek i zredukowana iloScia
potencjalnych celow dla tlenu singletowego przypa-
dajacych na jednostke objetosci komorki. Nalezy pod-
kresli¢, ze fenotiazyny sa chemioterapeutykami, ktore
dzialaja bakteriobojczo takze bez dostgpu $wiatta.
Porfiryny nie sa wchianiane przez komorki grzybow
1ich dzialanie fototoksyczne zalezy od aktywacji w sta-
nie wolnym, niezwigzanym z blona. Po naswietleniu
porfiryn wytwarzane sa reaktywne formy tlenu, ktore
powoduja nieodwracalne zmiany w btonie cytoplazma-



PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA FOTODYNAMICZNEJ TERAPII SKIEROWANEJ PRZECIW MIKROORGANIZMOM - PACT

451

_ \+/
cr N
N\ // N er
/| \
N
N+
| ~
\
CIr N F
/N\ / \
c N Cl
N\

cr\

Rys. 3. Struktury przyktadowych fotosensybilizatorow stosowanych w PACT in vitro: r6z bengalski (A), porfiryna dikationowa (B),
porfiryna tetrakationowa (C), subftalocyjanina trikationowa (D), fuleren zawierajacy grupy pirolidynowe (E)

tycznej pozwalajace na penetracje fotouczulacza do
wnetrza komorki. Po powtdrnym naswietleniu docho-
dzi do zmian toksycznych w obregbie cytoplazmy i or-
ganelli. Hydrofilowos$¢ porfiryn, np. deuteroporfiryny,
jest szczegdlnie wazna dla przeciwgrzybiczego PACT.
ALA jest prekursorem w biosyntezie hemu. Jego
podanie prowadzi do kumulacji potencjalnego foto-
sensybilizatora protoporfiryny IX (PpIX). Niemniej
jednak pomigdzy komoérkami grzyboéw i ssakoéw wyste-
puja réznice, zwiazane gldwnie z obecno$cia cytoplaz-
matycznej oksydazy koproporfirynogenu. Aktywnosé
syntazy ALA i dehydratazy ALA jest kontrolowana
przez wewnatrzkomoérkowy poziom hemu. Z tego tez
wzgledu zawarto§¢ PpIX moze ulec podwyzszeniu
przy rownoczesnym podaniu zwiazkéw kompleksuja-
cych zelazo, np. EDTA. PpIX indukuje reakcje cyto-
toksyczne niszczace zar6wno btony komdrkowe, jak
i mitochondrialne. Przedtuzone nas§wietlanie prowadzi
do zmian w innych strukturach komorkowych oraz in-
hibicji syntezy DNA i RNA. PpIX nie powoduje jednak
efektow genotoksycznych i mutagennych.
Ftalocyjaniny nawet jako pochodne sulfonowe sa
stosunkowo hydrofobowe. Monosulfonowa ftalocyja-

nina cynkowa oraz tetrakationowa ftalocyjanina cyn-
kowa posiadajaca podstawniki 4-aminoalkilowe oka-
zaly si¢ bardzo dobrymi fotosensybilizatorami wobec
Candida albicans [13, 46].

5. Terapia fotodynamiczna skierowana
przeciw mikroorganizmom (PACT)

Efekt PACT in vitro badano gtéwnie na mikro-
organizmach rosnacych w hodowlach zawiesinowych
oraz w biofilmach. Mozna znalez¢ zaledwie kilka prac,
ktore opisuja zastosowanie PACT u zwierzat i badania
kliniczne u ludzi (zmiany wirusowe, tradzikowe, in-
fekcje zotadkowe Helicobacter pylori i ropnie mozgu)
[21, 32].

5.1. Badania PACT in vitro

W badaniach przeciwbakteryjnego i przeciwgrzy-
biczego PACT in vitro stosowano nastgpujace fotosen-
sybilizatory: r6z bengalski, btekit metylenowy, porfi-
ryny kationowe oraz fulereny (Rys. 3).
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Ro6z bengalski dodany do medium zawierajacego
Streptococcus mutans, juz w stezeniu od 0,5 uM wy-
kazywat efekt bakteriobdjczy po naswietleniu §wiat-
tem z podrecznego dentystycznego fotopolimeryzatora
(ang. handheld photopolymerizer, dental photopoly-
merizer) emitujacego dawke $wiatta 350500 mJ cm2
w zakresie 400-500 nm. Badania kontrolne przepro-
wadzone rownolegle na fibroblastach nie wykazaty
zmian cytotoksycznych [33]. Bigkit metylenowy oka-
zal si¢ grzybobodjczy wzgledem szczepoéw Candida
(C. albicans, C. dubliniensis, C. krusei, C. tropicalis)
po naswietleniu laserem diodowym z dawka energii
28 J cm™ przy 685 nm [11].

Bristow iwsp. uzyli porfiryny tetrakationowe;j,
ktéra charakteryzowata si¢ bardzo dobrymi parame-
trami fotoinaktywacji postaci promastigota pasozyta
Leishmania major. W warunkach in vitro dla zakresu
stezen od 2 do 7 uM osiagnigto 60% inaktywacje
L. major 1 90-100% inaktywacj¢ makrofagéw. Uzy-
skane dane wskazaly na mozliwo$¢ wyeliminowania
pasozyta w czasie kilku sesji [8]. Badania porfiryn
kationowych wykazaty, ze dodatni tadunek jest klu-
czowy dla osiagnigcia aktywnosci wzgledem bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Porfiryna dikatio-
nowa posiadata najlepsza aktywno$¢ w stosunku do
E. coli, P. aeruginosa i S. aureus. Modyfikacje lipofil-
nos$ci osiagnicto wprowadzajac dodatkowe grupy aro-
matyczne do ugrupowan pirydyniowych Iub zmienia-
jac liczbe tadunkéw dodatnich [5]. Dla trikationowe;j
subftalocyjaniny boronowej uzyskano wysokie stg-
zenie wewnatrzkomorkowe (~2 nmol/10° komorek)
w zawiesinie E. coli. Skuteczno$¢ PACT po 30 min
naswietlania kultur wynosita 99,7 % [41].

Chloryna e6 potaczona z polilizynowym pentame-
rem charakteryzowata si¢ bardzo dobra aktywnoscia
wzgledem bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych:
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomy-
cetemcomitans, Bacteroides forsythus, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum
subsp. polymorphum, Actinomyces viscosus i Strepto-
coccus spp. (S. sobrinus, S. mitis, S. oralis, S. mutans).
Nalezy podkresli¢, ze ,,nieskoniugowana” chloryna e6
byla nie tylko mniej aktywna, ale rowniez bardziej
cytotoksyczna wobec komorek ssakéw [35].

Fulereny C,, zawierajace grupy pirolidynowe sa
dobrymi i selektywnymi fotosensybilizatorami dla
E. coli, C. albicans, S. aureus [43].

5.2. Efekty PACT badane na biofilmach

Przylegajace do siebie drobnoustroje nalezace do
jednego lub kilku gatunkéw, zespolone produkowana
przez nie macierza pozakomorkowa, tworza hetero-
genng 1 zorganizowang struktur¢ zwana biofilmem.
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Biofilmy tworzone sa zaro6wno przez bakterie, jak
i grzyby. Zyjace w nich mikroorganizmy wykazuja
podwyzszona opornos¢ na antybiotyki oraz dziatanie
uktadu immunologicznego. Wielu autorow zajmuje si¢
problematyka niszczenia bakteryjnych i grzybiczych
biofilmoéw oraz zagadnieniami ich opornosci na trady-
cyjna farmakoterapig [14, 39]. Wood i wsp. postu-
gujac si¢ mikroskopem elektronowym stwierdzili
uszkodzenia biofilmu (wytworzonego in vivo w postaci
ptytki na emalii zgbowej) po zastosowaniu in vitro fta-
locyjaniny cynkowej i §wiatla [52]. Lee i wsp. wy-
kazali, ze biofilm P. aeruginosa jest bardziej oporny
na PACT niz hodowla zawiesinowa. W obu przypad-
kach po podaniu ALA zastosowano t¢ sama dawke
$wiatta, wynoszaca 240 J cm2. Dla biofilmu koniecz-
ne byto dwukrotne powtorzenie procedury przy wyz-
szym stezeniu substancji aktywnej (20 mM cm?),
podczas gdy w hodowli zawiesinowej wystarczyta
dawka jednorazowa (10 mM cm2) [27].

Biofilm E. faecalis rosnacy w uzyskanych po eks-
trakcji korzeniach zgbowych poddano PACT stosujac
biekit metylenowy w kombinacji z naswietlaniem przy
665 nm. Dawka $wiatta 222 J cm™? wyeliminowata
97% patogenu. Nalezy podkresli¢, ze juz dawka Swiatta
30 J cm™ eliminowata catkowicie Peptostreptococcus
micros, P. gingivalis, F. nucleatum subsp. nucleatum
oraz 53% E. faecalis. Celowym wydaje si¢ wigc za-
stosowanie PACT do niszczenia bakterii w kanatach
korzeni zgbowych podczas standardowego leczenia
endodontycznego [40]. Roéwnie obiecujace wyniki
uzyskano dla biofilmu Streptococcus intermedius przy
uzyciu btekitu toluidyny [36, 51].

Zakazenia grzybicze zdarzaja si¢ coraz czgsciej, sta-
nowiac istotny problem wspoélczesnej medycyny. Doty-
czy to zaréwno zakazen powierzchniowych (btony $lu-
zowe 1 skora), jak rowniez grzybic glgbokich (grzybice
narzadowe i fungemie) [14]. Grupa chorych szczegdl-
nie narazonych na zakazenia grzybicze s3 pacjenci ze
schorzeniami nowotworowymi oraz z zespolem na-
bytego uposledzenia odpornosci (AIDS). Rozwojowi
objawowej grzybicy sprzyjaja rowniez schorzenia en-
dokrynologiczne, szczegodlnie cukrzyca, przewlekla ste-
rydoterapia i antybiotykoterapia oraz stosowanie lekow
immunosupresyjnych. Tworzenie biofilmu przez rodzaj
Candida odgrywa istotna rolg w patogenezie zakazen
wywotlanych przez te drobnoustroje. Powaznym pro-
blemem sa zakazenia grzybicze u pacjentow, u ktorych
w celach diagnostycznych lub terapeutycznych stosu-
je si¢ urzadzenia wykonane z biomaterialéw (cewniki,
dreny, zespolenia naczyniowe, protezy stawowe i zgbo-
we, soczewki oczne i inne). Udowodniono, ze biofilm
Candida moze powstawaé na powierzchni tworzyw
sztucznych, takich jak polimetakrylan metylu, elastomer
silikonowy, polichlorek winylu — materiatow uzywa-
nych do produkcji cewnikow, drenéw oraz protez [17].
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Fotosensybilizatory osadzaja si¢ na emalii zgbowej
wywolujac jej przebarwienia i w zwiazku z tym nie
moga by¢ stosowane jako ptyny do ptukania w grzy-
bicach jamy ustnej. Idealnym rozwigzaniem wydaje
si¢ ,,przytrzymanie” fotosensybilizatora w miejscu po-
wierzchniowej PACT. Zapobiega to szybkiemu
usunigciu (wymyciu) fotouczulacza z obszaru podda-
wanego naswietlaniu, a takze ogranicza niepozadane
dzialania. W tym celu opracowano plastry z bigkitem
toluidyny (mucoadhesive patch). Plastry te sa przygo-
towywane na bazie hydrozeli po zmieszaniu PMVE/
MA [poli(metylowinyloeter)/bezwodnik maleinowy]
z DOWANOL™,em (eter propylenoglikolometylowy).
Stezenia biekitu toluidyny uwalnianego z plastra osiag-
nely wartosci 2,0-5,0 mg ml™!, co pozwolito po na-
$wietleniu lampa Patersona przy 635 nm na wyelimi-
nowanie ponad 90% populacji komoérek grzybow [12].

Wood i wsp. badali eliminacj¢ biofilmu S. mu-
tans stosujac blekit metylenowy, erytrozyng i Pho-
tofrin® oraz $wiatto z zakresu 500-650 nm o inten-
sywnosci 22,5-22,7 mW cm2. Erytrozyna wykazata
najwyzsza aktywno$¢ fotodynamiczna [53].

5.3. Badania PACT in vivo

Zaledwie kilka prac opisuje efektywnos¢ PACT
in vivo. Na uwage zastuguja badania przeprowadzone
na szczurach z uzyciem bigkitu toluidyny [24] oraz
na psach z uzyciem chloryny e6 oraz jej rozpuszczal-
nej pochodnej [38]. Badania dotyczyly zapalen przy-
zgbia (periodontitis) wywolanych przez P. gingivalis
1 F. nucleatum. U myszy z immunosupresja miejsco-
we zastosowanie bigkitu metylenowego w dawce 450
i 500 pg ml™! potaczone z naswietleniem laserem dio-
dowym (664 nm) catkowicie usungto C. albicans ze
zmian na jgzyku. Wyniki badan na zwierzgtach suge-
ruja, ze proponowany schemat mogtby znalez¢ zasto-
sowanie w leczeniu pacjentow z AIDS [44].

Zapalenie okotowszczepowe (periimplantitis) jest
spowodowane zainfekowaniem powierzchni implantu
i tworzeniem biofilmu. Plytka bakteryjna (bacterial
plaque) tworzaca si¢ na implancie powoduje zmiany
zapalne w sasiednich tkankach migkkich. U 15 pacjen-
tow z periimplantitis, biekit toluidyny zastosowany na
powierzchni implantdw i naswietlanie laserem diodo-
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wym (690 nm) zmniejszyto znacznie ilo$¢ 4. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis 1 Prevotella interme-
dia [15]. Haas i wsp. z powodzeniem uzyli biekit
toluidyny i $wiatto laserowe (906 nm) u 17 pacjentow
z periimplantitis [20].

Efektywnosc¢ klinicznag ALA-PACT badano u 9 pa-
cjentéw z migdzypalcowa grzybica stdp (ang. interdi-
gital foot mycosis). W terapii zastosowano 20% krem
z ALA, a po 4 godz. naswietlanie §wiatlem czerwo-
nym w dawce 75 J cm2. Jezeli kontrola przeprowa-
dzona po 7 dniach wykazala wynik negatywny, to
terapig¢ powtorzono jeszcze trzykrotnie w odstgpach
tygodniowych. Wyniki podsumowano po 4 tygo-
dniach. Kliniczng i biologiczng poprawe stwierdzono
u 6, w tym u 4 pacjentéw po jednorazowe;j terapii. Jed-
nakze u 2 pacjentow (jeden z C. albicans, drugi z Tri-
chophyton mentagrophytes) zaobserwowano upor-
czywa remisje. Tolerancja terapii byta dobra [10].

5.4. Fotodynamiczna inaktywacja patogenéw

Pandemia AIDS w latach osiemdziesiatych i zaka-
zenia wirusem HIV spowodowane transfuzja krwi
1 podawaniem preparatéw krwiopochodnych, zwrocity
uwage na problem fotosterylizacji krwi i preparatow
krwiopochodnych. Metody inaktywacji patogenow
obejmuja pasteryzacje, naswietlanie UV i nanofiltracje.
Z grupy fotosensybilizatoréw stosowanych w PACT
uzywa si¢ barwnikoéw fenotiazynowych ze wzgledu na
ich powinowactwo do kwasow nukleinowych, w tym
do DNA wirusowego. Fotodynamiczna inaktywacja
przy uzyciu bigkitu metylenowego i biekitu dwumety-
lenowego okazata si¢ skuteczna wobec Yersinia entero-
colitica i Pseudomonas fluorescens. Blgkit metylenowy
byt aktywny rowniez wzgledem wirusa HIV, HBYV, par-
wowirusa B19 i Wirusa Zachodniego Nilu (Rys. 4).

Blekit metylenowy jest stosowany do fotodezyn-
fekceji $wiezego mrozonego osocza (fresh frozen pla-
sma) wedlug procedury opracowanej przez Mohra
w 1991 roku i ulepszonej przez MacoPharma. Osocze
(200-315 ml) wprowadzone do pojemnika zawieraja-
cego filtr Blueflex i 85 ug biekitu metylenowego jest
naswietlane lampa sodowa przy 590 nm przez 20 min
dawka 180 J cm™. Blekit dwumetylenowy — tionina
moze znalez¢ tez zastosowanie do fotodynamicznej
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Rys. 4. Fotosensybilizatory fenotiazynowe: (A) btekit metylenowy; (B) bigkit dwumetylenowy
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sterylizacji koncentratow plytkowych. Prowadzone sa
proby uzycia fotosensybilizatorow do dezynfekceji
koncentratow krwinek czerwonych [19, 47-49].

6. Perspektywy i kierunki badan

PDT jest zaakceptowana przez organizacje rzado-
we Standéw Zjednoczonych, Unii Europejskiej, Ka-
nady, Rosji i Japonii do leczenia niektorych stanow
chorobowych [2, 3, 6, 26]. Badania zajmujace si¢
fotobiologia i zastosowaniem PACT w leczeniu miejs-
cowych infekcji wskazuja na jej potencjalng uzytecz-
no$¢ w eliminowaniu zakazen bakteryjnych, grzybi-
czych, pierwotniakowych i wirusowych [12, 13, 21,
23, 25, 32, 39, 45, 46, 53]. Wiele wynikow uzyska-
nych in vitro wymaga jednak dalszych badan zanim
PACT bedzie mozna stosowaé rutynowo w praktyce
klinicznej. Potencjalnie, PACT moze by¢ zastosowa-
ny w leczeniu ran oparzeniowych, infekcji skory, pa-
znokci, wloséw, jamy ustnej, przelyku i dolnego od-
cinka drég rodnych [13, 32]. Terapia fotodynamiczna
wydaje si¢ by¢ obiecujaca alternatywa w infekcjach
wywotanych mikroorganizmami opornymi, zwtaszcza
u pacjentow z chorobami nowotworowymi i uposle-
dzona funkcja systemu immunologicznego oraz w eli-
minowaniu biofilméw bakteryjnych z powierzchni
tworzyw sztucznych (cewniki, dreny, protezy).

Niski koszt PACT daje szanse leczenia zakazen po-
wierzchniowych w krajach rozwijajacych sig [25, 32,
47]. Rozwdj opornosci na dostgpne antybiotyki postg-
puje bardzo szybko. Zwigksza si¢ liczba patogenow
w chorobach przyzgbia opornych na amoksycyling,
penicyling G, metronidazol, doksycykling i roksytromy-
cyng. Szczepy oporne powstaja m.in. wskutek nie-
wiasciwej antybiotykoterapii. Metycylinooporne szcze-
py S. aureus moga tworzy¢ si¢ w ramach opornosci
krzyzowej do antybakteryjnego sktadnika, triklosanu,
dodawanego do past do zgbow [29].

PACT wykazuje szereg korzystnych cech w po-
rownaniu ze standardowa antybiotykoterapia. Daje
mozliwos¢ wielokrotnego dzialania na komorki mi-
kroorganizmow bez ryzyka wystapienia opornosci.
Terapia jest selektywna w stosunku do patogendéw
w poroéwnaniu z komoérkami ssakoéw oraz mato tok-
syczna. Nie opisano opornosci mikroorganizmdéw na
reaktywne formy tlenu. Zastosowanie PACT do lecze-
nia miejscowych infekcji skraca czas trwania terapii,
ogranicza efekty uboczne spowodowane systemowym
podawaniem antybiotykéw i obniza koszty leczenia
[13, 25, 32].

Fotouczulacze fenotiazyniowe, porfirynowe i fta-
locyjaninowe wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne
i przeciwgrzybicze. Pomimo tego, ze dla niektorych
grup fotosensybilizatoréw udato si¢ skorelowaé zalez-
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nos$¢ dziatania i struktury, wiele fotouczulaczy aktyw-
nych in vitro nie zawsze sprawdza si¢ w warunkach
in vivo. Opracowanie nowych fotouczulaczy dziata-
jacych specyficznie wobec wybranych mikroorganiz-
moéw np. poprzez sprzgganie z przeciwciatam i po-
zwoli na uniknigcie efektow fototoksycznych wobec
komorek pacjenta lub zwierzat do§wiadczalnych i flo-
ry komensalnej. Najbardziej podatna na PACT grupa
mikroorganizmow sa bakterie. Grzyby wymagaja
wickszych dawek $wiatta i fotouczulacza. Przeciw-
grzybicza PACT moze wigc doprowadzi¢ do zniszcze-
nia wszystkich mikroorganizméw w miejscu podda-
wanym leczeniu. Taki efekt wydaje si¢ niepozadany
przy eliminacji okreslonego patogenu. Skuteczne
moga by¢ wtedy koniugaty fotosensybilizatorow
z przeciwciatami np. Sn (IV) chloryna e6 polaczona
z przeciwciatami anti-P. aeruginosa, ktore okazaty si¢
efektywne w badaniach in vitro wzgledem P. aerugino-
sa, w tym szczepow metycylinoopornych. Prowadzone
sa tez badania zwigkszajace efektywnos$¢ wezesniej sto-
sowanych fotouczulaczy. Otrzymano polikationowy
koniugat chloryny e6 (poli-L-lizynowa-chloryna ¢6),
ktory jak wykazano na myszach posiada przeciwbak-
teryjne dzialanie w stosunku do Gram-ujemnych pate-
czek P. aeruginosa [25, 32].

Skuteczno$¢ PACT jest w duzym stopniu zalezna
od doboru dawki promieniowania, ktora eliminuje
mikroorganizm nie uszkadzajac komorek pacjenta.
W zwiazku z tym konieczna jest doktadna standaryza-
cja procesu naswietlania i dozymetrii oraz udoskona-
lenie systemow dostarczajacych $§wiatto. Problem ten
moga rozwiaza¢ badania nad $wiattowodami ze spe-
cjalnymi koncowkami optycznymi. Mogloby si¢ to
przyczyni¢ si¢ do znalezienia nowych zastosowan dla
PACT, w tym leczenia infekcji umiejscowionych pod-
skornie np. ropni. Bardzo istotne jest monitorowanie
wynikow terapii podczas jej trwania, po jej zakoncze-
niu oraz w czasie ewentualnych remisji. Immunolo-
giczne aspekty PACT wymagaja dalszych badan [32].

Zastosowanie PACT w leczeniu infekcji miejsco-
wych moze sta¢ si¢ istotnym uzupetnieniem trady-
cyjnych terapii przeciwbakteryjnych i przeciwgrzy-
biczych skracajac czas ich trwania, minimalizujac
uboczne skutki systemowego podawania chemiotera-
peutykow i obnizajac koszty leczenia. PACT moze by¢
tez zastosowana w przypadkach, ktére wymagaja
szybkiego obnizenia ilosci bakterii, wykazujacych od-
pornos¢ na standardowe leczenie np. szczepy ze Swie-
70 nabyta opornoscia [32].

Dla Taylora i Sommera PACT w przysz-
losci moze by¢ brana pod uwage podczas dtuzszego
pobytu w kosmosie z uwagi na ograniczonga wielko$¢
Lapteczki poktadowej” [42]. Z pewnos$cia bedziemy
swiadkami dalszego dynamicznego rozwoju tej me-
tody terapeutycznej.
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